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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Geschichte und Bedeutung des Varicella-Zoster
Virus

Das Varicella-Zoster Virus (VZV) ist ein weltweit vorkommendes Virus, wel-
ches von Mensch zu Mensch weitergegeben wird. Der Mensch ist damit das
einzige Reservoir des Virus. Das Varicella-Zoster Virus wird aerogen iibertra-
gen und wurde frither der Erkrankung der Pocken zugeschrieben. Daher wird
eine Erstinfektion mit dem Virus auch als "Windpocken” bezeichnet (D. Sennert
17. Jahrhundert). Erstmalig beschrieben wurde die Erkrankung 1542 in Italien
(Huebener, [1852)). Der Arzt W. Heberden differenzierte spater die Varicellen
eindeutig von den Pocken (iibertragen durch Orthopoxvirus variola) (Hengel,
2009). Eine histologische Beschreibung erfolgte 1894 durch den Hamburger Der-
matologen Gerson Unna. In einem klinischen Humanexperiment wurde in den
30er Jahren die Kausalitdt zwischen der exogenen Primérinfektion in Form von
Windpocken und einer spéteren endogenen Reaktivierung des VZV in Form
eines Herpes Zoster erkannt. 1947 konnte das Varicella Zoster Virus in elektro-
nenmikroskopischen Untersuchungen nachgewiesen werden (Nagler and Rake,
1948)).

In Deutschland erkranken jahrlich 750.000 Menschen am Varicella-Zoster Virus.
Damit ist diese Virusinfektion eine der hiufigsten impfprivalenten Krankheiten
in Deutschland. Seit dem 29.03.2013 besteht geméf IfSG (Infektions Schutz
Gesetz) eine Meldepflicht fiir den Krankheitsverdacht, die Erkrankung und den
Tod an Varicellen (Robert-Koch-Institut), [2013)). In diesem Kontext hat die Stin-
dige Impfkommission des Robert-Koch-Institut im Jahr 2004 die generelle Emp-
fehlung zur Standardimpfung im Kindesalter gegen VZV zur Senkung der Mor-
biditat ausgesprochen. Weiterhin sollen vielfdltige Varicellen-assoziierte Kompli-
kationen, die Rate der Hospitalisierungen und auch 6konomische Belastungen
durch die Impfeinfithrung reduziert werden (Robert-Koch-Institut}, 2004)). Meh-
rere Untersuchungen auf Basis empirischer Daten und mathematischer Modelle
bekréftigten den gesundheitlichen und 6konomischen Nutzen der Schutzimpfung
(Banz et al., 2003; |Wagenpfeil et al., |2004).
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Das Varicella-Zoster Virus verursacht als Primérinfektion die Varicellen und
persistiert in sensorischen Nervenzellganglien (Chen et al., [2003). Die endogene
Reaktivierung des Varicella-Zoster Virus manifestiert sich klinisch als Herpes
Zoster (Lungu et all [1995)). Das Risiko der Reaktivierung steigt mit erhoh-
tem Alter und bei immunsupprimierten Patienten deutlich an (Ragozzino et al.|
1982; Rusthoven et al.l [1988; [Buchbinder et al., [1992)). Die Inzidenz des Herpes
Zoster betrigt jahrlich 1-5 Félle pro 1.000 Einwohner in Deutschland (Kempf
and Lautenschlager, [2001)).

Eine der wichtigsten Komplikationen des Herpes Zoster stellt die Post-Zoster-
Neuralgie dar, welche 10-20% aller Patienten mit Zoster betrifft (Gross et al.,
2003). Daraus folgt, dass hohe Kosten fiir das Gesundheitssystem im Zusam-
menhang mit der Erkrankung Herpes Zoster entstehen (Goldman) [2005).

1.2 Klinik der Varicellen und des Herpes Zoster

Um aufzuzeigen, wie beeintrichtigend eine Zoster Erkrankung fiir den Patienten
sein kann, soll hier kurz die Ersterkrankung Varicellen und dann das klinische
Bild des Herpes Zoster vorgestellt werden.

In der Regel betrdgt die Inkubationszeit nach Erstkontakt mit dem Varicella-
Zoster Virus bis zum Ausbruch der Varicellen ("Windpocken”) 14-16 Tage. Die
Patienten sind 1-2 Tage vor Auftreten des klassichen Exanthem bis zu sieben
Tage nach Auftreten der letzten Effloreszenzen ansteckend. Das juckende Exan-
them tritt in Form eines “Sternenhimmels” auf, d.h. es zeigen sich gleichzeitig am
Korper Effloreszenzen in verschiedenen Entwicklungsstadien wie Papeln, Blis-
chen und Krusten. Die typischen Effloreszenzen treten zuerst am Kérperstamm
und im Gesicht auf, greifen dann jedoch schnell auf den restlichen Koérper, den
behaarten Kopf und die Schleimhéute iiber. Als Allgemeinsymptome leiden be-
troffene Patienten unter méfigem Fieber (selten iiber 39°C). Die Erkrankung
dauert in der Regel drei bis fiinf Tage. Treten keine bakteriellen Superinfektio-
nen als Komplikation auf, heilen die Effloreszenzen in der Regel narbenfrei ab
(Robert-Koch-Institut), 2013).

Die Erkrankung Herpes Zoster spiegelt die endogene Reaktivierung des persis-
tierenden Varicella-Zoster Virus wieder. Die Erkrankung beginnt in tiber 80 %
der Félle mit unspezifischen Prodromi wie Hyperésthesie, Parédsthesie, Brennen
und Schmerzen des betroffenen Dermatom. Ein Dermatom ist ein segmentales
Hautareal, welches sensorisch von einem Spinalnerven innerviert wird. Die Pro-
dromi dauern in der Regel ein bis fiinf Tage an.

Nach dieser Prodromalphase beginnt die kutane Manifestation mit schmerzen-
den Bldschen auf erythematosen Grund. Die Pustulae sind in der Regel her-
petiform gruppiert, kénnen jedoch auch konfluieren. Charakteristisch fiir den
Herpes Zoster ist das Auftreten in einem oder mehreren Dermatomen. Der Zos-
ter tritt einseitig auf und iiberschreitet selten die Mittellinie. Auf Grund dieser
klinischen Erscheinung wird die Erkrankung im Volksmund auch héufig "Giirtel-
rose” genannt, da die Dermatome streifenférmig auf dem menschlichen Koérper
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angeordnet sind. Im Verlauf konnen aus den Bléschen Erosionen und Ulceratio-
nen entstehen, sowie sekundare Effloreszenzen wie Krusten. Aufierdem konnen
sich himorrhagische Pusteln und lokale Nekrosen entwickeln. Die Abbildung[T-1]
zeigt exemplarisch einen Patienten mit einem ausgepréigten Herpes Zoster im
zervikalen Bereich. Die kutane Manifestation des Zosters dauert bei immunkom-
petenten Patienten bis zur Abheilung unter Krusten ca. 2-3 Wochen. Da eine
Ansteckungsgefahr durch eine Schmierinfektion besteht, endet die Infektiositat
erst mit einer Krustenabheilung.

Abbildung 1.1: Foto eines Herpes Zoster im zervikalen Dermatom C2 und C3.
Zu sehen sind Pustulae auf erythemattsem Grund mit z.T. hdmorrhagischen
Blaschen

Die am héufigsten betroffenen Dermatome sind die Thorakalen (von Th3) und
die Lumbalen (bis L1). Weiter findet oftmals eine Reaktivierung im Bereich
des Nervus trigeminus statt. Hier ist besonders in der Hiufigkeit eine Erkran-
kung im ersten seiner drei Aste, dem Nervus opthalmicus hervozuheben. In
der Altersverteilung tritt bei jiingeren Patienten haufiger der Herpes Zoster in
den thorakalen Segmenten auf. Bei Patienten iiber dem 50. Lebensjahr wird
ofter eine Erkrankung des Nervus trigeminus und den sakralen Dermatome ge-
funden. Bei immuninkompetenten Patienten zeigt sich hingegen vermehrt ein
disseminierter Befall. Die Patientengruppe der Immuninkompetenten wurde je-
doch nicht in dieser Arbeit untersucht. Deshalb soll nicht nidher auf die Klinik
und Komplikationen dieser Patientengruppe eingegangen werden und auf die
Tabelle 1] verwiesen werden.

Neben den lokalen Hauterscheinungen sind die Patienten mit einem akuten Zos-
ter besonders durch Schmerzen beeintrichtigt. Die Schmerzstéirke variiert stark
im Vergleich zwischen den Patienten. Von einer Postzoster Neuralgie kann bei
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persistierenden Schmerzen zwolf Wochen nach Abheilung der Effloreszenzen ge-
sprochen werden.

Hiufige Komplikationen finden sich auf der Haut (z.B. bakterielle Sekundérin-
fektion, Hyper- oder Hypopigmentierung), im Auge und dem zentralen Nerven-
system. Viszerale Organe sind sehr selten betroffen. Als wichtigste und héufigste
Komplikation ist jedoch der akute Schmerz und die Postzoster Neuralgie zu nen-
nen. Haufiger betroffen von Komplikationen sind immuninkompetente Patien-
ten. (Gross and Doerr}, [2006a) Die Tab zeigt die wichtigsten Komplikationen
in einer Ubersicht.

1.3 Entwicklung eines Zoster-Impfstoffes

Strategien zur Vermeidung eines Herpes Zosters folgern einen gesundheitlichen
Benefit fiir den Patienten und den volkswirtschaftlichen Nutzen. Um dieses Ziel
zu erreichen, kann eine Schutzimpfung bei der Primérinfektion des Varicella-
Zoster Virus (Windpocken) und bei der Reaktivierung (Herpes Zoster) einge-
setzt werden.

Die Effektivitdt der VZV-Schutzimpfung gegen Windpocken bei Kindern und
Erwachsenen nach Einfiihrung in Deutschland im Jahr 2004 konnte in mehreren
Studien belegt werden (Ampofo et al.,|2002; Watson, 2008; Broyer et al., [1997]).
Bereits vier Jahre nach Einfiihrung der Schutzimpfung gegen Windpocken zeigte
sich eine deutliche Reduktion der Varicellenmorbiditét in Deutschland. Bei der
Einfiihrung der VZV-Impfung in Deutschland wurde angenommen, dass eine
VZV-Impfung auch ausreichend gegen Herpes Zoster schiitzt (Jumaan et al.,
2005)).

Levin et al. untersuchten den direkten Effekt einer Impfung auf das Immunsys-
tem, also die zellvermittelte Immunitit gegen das Varicella-Zoster Virus nach
einer VZV-Impfung bei dlteren Menschen. Dafiir verwendeten sie vergleichend
den - Interferon Enzyme linked immunspot assay (ELISPOT-Assay) und den
Responder cell frequency assay (RCF-Assay). Dabei zeigte sich zum Einen, eine
deutlich hohere Sensitivitit und dynamische Bandbreite des ELISPOT-Assay
gegeniiber dem RCF-Assay. Zum Anderen konnte nach der Impfung eine ge-
stiegene zellvermittelte Immunitét gegen VZV gemessen werden. Man kann von
einem Post-Booster-Effekt ausgehen (Levin et al., |2003]).

Basierend auf der klinischen Bedeutung des Herpes Zoster und der Mdglichkeit
eines Booster-Effektes wurde 2005 ein Impfstoff gegen Herpes Zoster entwickelt.
In dieser Entwicklung spiegelt sich die Aktualitit der Bedeutung des Herpes
Zosters wieder und auch die Brisanz der in dieser Arbeit dargelegten Thematik.
Oxman et al. veroffentlichte 2005 erstmals die Daten zur neuen Zoster-Impfung
(Zostervax™) (Oxman et al., [2005). Bei den geimpften Studienteilnehmern
zeigte sich in einer randomisierten, doppelblinden Studie (gesunde Personen
iiber 60 Jahren) eine deutlich geringere Morbiditéit und eine erniedrigte Inzidenz
von Postzoster-Neuralgie gegeniiber der Placebo-Gruppe. Eine Verdffentlichung
im Jahr 2008 von Oxman et al. bestétigt die Ergebnisse. Insgesamt konnte die
Impfung die Erkrankung um 61.1% und die Post-Zoster-Neuralgie um 66.5%
senken (Oxman and Levin| 2008]).
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1.4 Biologie und Pathogenese des Varicella-Zoster
Virus

Das Varicella-Zoster Virus (VZV) gehoért zur Gruppe der Herpesviridae. Diese
Gruppe wird weiter in die Subklassen Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae
und Gammaherpesvirinae untergliedert. Eine Einteilung in diese Klassen erfolgt
unter anderem nach dem Wirtsspektrum, dem zytopathogenetischen Effekt und
Merkmalen des Replikationszyklus. Das VZV gehort zusammen mit dem Herpes
Simplex Virus Typ 1 (HSV 1) und Herpes Simplex Virus Typ 2 (HSV 2) zu den
Alphaherpesvirinae (Quinlivan and Breuer, |2006; [Norberg), |2010)).

Die Architektur der Herpesviridae ist gleichartig. Es zeigt eine polygonale oder
runde Form mit einem sichtbaren zentralen Kern. Das Virion besteht aus der
Glykoproteinhiille, einem kubischen Kapsid und dem Kern aus linearer dsDNA
(doublestrand Desoxyribonukleinacid). Die Glykoproteine spielen eine besonde-
re Rolle bei der Interaktion mit der menschlichen Zelle. So bilden gC und gE ein
Dimer, um einen Rezeptor zu bilden. Die genauen Rezeptoren zur Adsorption
der Viruszelle an die Wirtszelle sind bisher noch nicht genau entschliisselt. Ei-
ne Rolle kénnte der Mannose-6-Phosphat-Rezeptor spielen. (Gross and Doerr,
2006a; Harper et al., [1998)

Replikationszyklus Der Zyklus in dem das Virus sich vervielfiltigt wird in
verschiedene Phasen unterteilt. In der ersten Phase wird das Virus durch die
Wirtszelle adsorbiert. Nach dem Uncoating (Freisetzung von Nukleinséure) wird
das Nuleokapsid an die Kernmembran transportiert und dort im Zellkern freige-
setzt. In der zweiten Phase erfolgt die Transkription (Umschreiben des Gen von
DNA in RNA) und Translation (Proteinbiosynthese) der Virus-DNA. Im letz-
ten Schritt wird das neue Virion zusammengebaut und aus der Zellmembran
ausgeschleust.

Nachdem das Virus mit Hilfe der Glykoproteine adsorbiert wurde, wird das
Nukleokapsid vermutlich entlang von intrazelluldren Mikrotubuli und Mikrofi-
lamenten (z.B. Aktinfiden) an die Kernmembran transportiert. Dieser Mecha-
nismus ist bei HSV bekannt und wird daher auch fiir das VZV vermutet. Durch
Membranporen wird nun die Virus-DNA in den Kern geschleust.

Die Gene werden in einer genauen zeitlichen Kaskade (IE-Gene = immediate-
early protein, E-Gene = early genes und L-Gene= late genes) produziert. Nach
der Reproduktion, werden sie nun in einem Kapsid verpackt und aus dem Zell-
kern des Wirts geschleust. Dieser Mechanismus ist noch nicht genau bekannt, es
existieren mogliche Hypothesen. In Vesikeln erfolgt nun im Zytoplasma der Zu-
sammenbau des Virion. Uber Exozytose kénnen die Viruspartikel nun die Zelle
verlassen. (Gross and Doerr} 2006a; [Loeftler, [2000)

Persistenz im Organismus und Reaktivierung Die genauen Mechanis-
men der Persistenz des Varicella-Zoster Virus sind nicht vollkommen bekannt.
Die Funktion und Wirkungsweise von regulierenden Proteinen, die eine Persis-
tenz in Ganglienzellen erlauben, sind unbekannt.

Die primére Manifestation (Windpocken) des VZV findet meist im Kindesal-
ter statt. Die Kinder stecken sich iiber eine Tropfcheninfektion an. Das Virus
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wird zunéchst in lokalen Lymphknoten vermehrt und tritt dann spéter in die
Blutbahn ein. Jetzt erfolgt auch eine Hautmanifestation (Siehe 1.2.). In den
infizierten Hautzellen konnen TE-, E- und L-Gene nachgewiesen werden. Noch
wahrend dieser Hautmanifestation erfolgt ein retrograder Riicktransport iiber
sensible Nerven in Nervenzellganglien. In diesen Nervenzellganglien kénnen die
Viren persistieren. Dabei werden IE-und E-Gene des Varicella-Zoster Virus in
den Nervenzellganglien exprimiert. Wird die Latenzphase aufgehoben, werden
auch L-Gene produziert und die vollstindige Replikation kann stattfinden. Die
neuen Vironen wandern nun anterograd von den Nervenzellganglien in die von
ihnen innervierten Dermatome. Die in dem entsprechendem Dermatom liegen-
den Hautzellen werden infiziert, und der Herpes Zoster tritt klinisch in Erschei-
nung. Warum die Latenzphase aufgehoben wird und genaue Mechanismen dieser
Reaktivierung sind bisher unverstanden. (Gross and Doerr], [2006a; [Cohrs et al.,
2004)

Virustypen Man findet beim Varicella-Zoster Virus den VZV-Wildtypen
(VZV-WT) und den Oka-Vaccine-Stamm (VZV-Oka). Der Oka-Stamm wurde
in Japan bei einem Kind mit Varicellen isoliert. Beim Oka-Stamm unterscheidet
man weiter den parent Oka Stamm (P-Oka) und den Vaccine Oka Stamm (V-
Oka) (Yamanishil 2008). Aus dem V-Oka sind z.B. die Impfstoffe Varilrix und
Varivax (Glaxo Smith Kline Biologicals und Merck & Co) entwickelt worden
(Tillieux et al.l [2008).

Zuerst hatte man weltweit bei den Wildtypen die drei Haupt-Genotypen des
Varicella-Zoster Virus ndmlich den Européischen Genotyp (E), den Japanischen
Genotyp (J) und den Mosaik Genotyp (M) gefunden (Loparev et al.| |2004). Mit
einer weiteren phylogenetischen Studie konnte Loparev et al. jedoch zeigen, dass
mehr Genotypen existieren. So unterteilt man heute fiinf Hauptgruppen und
zwei Untergruppen (Loparev et al.l 2007)).

Sauerbrei et al. iiberpriiften in einer Studie das Vorkommen von VZV-Wildtypen
in Deutschland bei Windpocken und Herpes-Zoster Patienten. Dominierend sind
in Deutschland fiir Varicellen der European-Genotyp, jedoch lagen auch afrika-
nische und asiatische Wildtypen vor. Bei den Patienten mit einem Herpes Zoster
fanden sich nicht eine solche Variabilitét, sondern hauptséichlich der européische
Wildtypen (Sauerbrei and Wutzler] [2007). In Deutschland findet sich am h&u-
figsten der Genotyp European 2 (Sauerbrei et al.l 2008), wie auch im anderen
européaischen Raum (Loparev et al., |2009).

1.5 Einfiihrung in das Immunsystem

Die fiir diese Arbeit relevanten Teile des Immunsystems werden im Folgenden
dargestellt.

Das Immunsystem ist ein Abwehrsystem des Korpers, um exogene und endogene
Infektionen zu verhindern. Es umfasst also die Eigenschaft, gezielt Infektionen
von Viren, Bakterien, Pilzen und Parasiten abzuwehren. Der Kérper unterschei-
det zwischen fremden Proteinen (z.B. Haptene bei Allergien), fremden Zellen
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(z.B. nach Gewebeersatz) und korpereigenen Zellen. Aber auch verénderte kor-
pereigene Zellen (z.B. Tumorzellen) muss das Immunsystem erkennen und elimi-
nieren kénnen. Um zwischen eigenen und fremden Zellen zu unterscheiden, be-
sitzen korpereigene Zellen Oberflichenantigene. Dieser major histocompatibility
complex (MHC) wird beim Menschen auch human leucocyte antigen (HLA)
genannt, da er bei Leukozyten entdeckt wurde. Man unterscheidet zwischen
MHC-I-Molekiilen, die sich auf allen kernhaltigen Zellen befinden und MHC-
II-Molekiilen, welche man bei Immunzellen findet. Die MHC-II-Molekiile be-
finden sich unter anderem auf B-Lymphozyten und einigen T-Lymphozyten.
Diese MHC-II-Molekiile dienen der Kommunikation innerhalb der Immunzel-
len. MHC-I-Molekiile prisentieren Peptide von Erregern, die sich im Zytoplas-
ma vermehren. MHC-II-Molekiile hingegen binden Peptide, die sich intrazellulér
vermehren, sowie Epitope von extrazelluldren Erregern und Toxine.

Das Immunsystem kann nach Organen und Anteilen der Immunantwort einge-
teilt werden. Primére Immunorgane sind das Knochenmark und der Thymus.
In diesen Organen reifen die Immunzellen heran und es erfolgen Differenzierun-
gen. Bei den sekundiren Immunorganen finden sich die Milz, Lymphknoten und
kapselfreies lymphatisches Gewebe. Es findet zum Beispiel der Kontakt zwischen
den Antigenen und den gereiften Lymphozyten statt. Anteile der Kérperabwehr
sind humoraler (plasmaldsliche Stoffe) und zelluldrer (Immunzellen) Art. Es
kann weiter in eine unspezifische (angeborene) und eine spezifische (erworbene)
Immunantwort unterteilt werden.

Die unspezifische Immunantwort reagiert bei jedem Antigenkontakt stereotyp,
indem durch humorale und zelluldre Faktoren korperfremde Zellen durch Zyto-
lyse und Phagozytose eliminiert werden.

Spezifische Immunreaktion heift, dass der Kérper mit einem Antigen stimuliert
wird (Primdrantwort) und daraufthin Gedéchtniszellen gebildet werden. Nach er-
neutem Antigenkontakt kann der Korper also noch schneller und effektiver rea-
gieren (Sekundérantwort). Die erworbene Immunitét bleibt lebenslang erhalten.

Antigenprésentierende Zellen (dendritische Zellen, Monozyten, Makrophagen
und B-Lymphozyten) phagozytieren ein Antigen, zerlegen es in Peptidstiicke
(Prozessierung) und présentieren es iiber MHC-Klasse-I-Proteine auf der Zello-
berfliche. T-Lymphozyten kénnen nun mit ihrem speziellen Oberflachenrezep-
tor, dem T-Zell-Rezeptor (TZR) das prozessierte Antigen als fremd erkennen.
Durch diese Bindung zwischen TZR und MHC wird die T-Zelle aktiviert. Je
nach Typ der T-Zelle kann nun die Ausschiittung von Interleukinen, eine Zy-
tolyse oder eine Suppression der Immunantwort erfolgen. Handelt es sich bei
der antigenprésentierenden Zelle um einen B-Lymphozyt, kann dieser das pro-
zessierte Antigen iiber MHC-Klasse-II-Proteine auf der Zelloberfliche présen-
tieren. Aktivierte T-Helferzellen konnen die B-Zelle in eine B-Gedéchtniszelle
oder in eine Plasmazelle umwandeln. Plasmazellen kénnen Antikérper bilden.
Antikoérper sind immunologisch aktive Proteine, die spezifisch gegen ein Epi-
top (Molekiilabschnitt eines Antigens) wirken.(Janeway et al., 2007; [Abbas and
Lichtmann) 2004; |Oethinger; [2004])
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Die Tabelle gibt einen Uberblick iiber die unspezifische und spezifische Im-
munreaktion.

’ \ Unspezifische Abwehr \ Spezifische Abwehr
Humorale Komplementsystem Immunglobuline
Abwehr Interferone (IgA, IgD, IgE, IgG, IgM)
Zelluldre Neutrophile T-Lymphozyten (T-Helferzellen,
Abwehr Granulozyten, zytotoxische T-Zellen,
Makrophagen, NK-Zellen T-Suppressorzellen)
B-Lymphozyten

Tabelle 1.2: Die unspezifische Immunitdt und spezifische Immunitit bestehen
aus humoralen und zelluldren Faktoren. Modifiziert nach (Oethinger] 2004)

Zelluldre Abwehr

Immunzellen tragen einen speziellen Oberflichenmarker, den Cluster of
differentiation (CD). Damit werden bestimmte Antigenstrukturen auf der Zel-
loberflache bezeichnet, die durch den Gebrauch von monoklonalen Antikérpern
nachzuweisen sind. Damit kénnen die verschiedenen Immunzellen identifiziert
werden. (Bundschuhl (1991)).

Uunspezifische Immunitit

Granulozyten sind Zellen der Granulopoese und Teil der Leukozyten (weifse
Blutkorperchen). Sie kénnen nach dem Farbeverhalten ihrer Granula in neutro-
phile, eosinophile und basophile Granulozyten unterteilt werden. Man kann sie
im Differentialblutbild quantitativ messen.
Die grofste Gruppe der Leukozyten sind die neutrophilen Granulozyten, die
Krankheitserreger phagozytieren und Entziindungsmediatoren (Chemokine) frei-
setzen konnen. Im Blut findet man neutrophile stabkernige (junge) und neutro-
phile segmentkernige (dltere) Granulozyten. Bei einer Entziindung steigt die
Anzahl der Neutrophilen im Blut, ebenso nimmt der Anteil der Stabkernigen
zu.
Eosinophile Granulozyten finden ihre Funktion in der Parasitenabwehr, indem
sie ihre zytotoxischen Granula entleeren, aber auch zur Phagozytose befdhigt
sind. Eine Erh6hung der Eosinophilen kann bei einer typischen Infektionskrank-
heit auf eine beginnende Ausheilung hinweisen. Es findet sich jedoch auch eine
Eosinophilie bei Allergien, Kollagenosen und der chronisch myeloische Leukéimie
(CML).
Basophile Granulozyten besitzen IgE-Rezeptoren, {iber welche sie degranulieren
konnen und ihre Granula (enthalten u.a. Histamin, Heparin, Serotonin) aus-
schiitten. Sie spielen damit beispielsweise eine wichtige Rolle bei Allergien.

Makrophagen entstammen ebenfalls der Granulopoese und sind Fresszellen, d.h.
sie dienen hauptséchlich der Phagozytose von kérperfremden Mikroogranismen
oder Proteinen. Dabei setzen sie auch Chemokine frei, welche mit Zyktokinen ei-
ne lokale Entziindungsreaktion auslosen und andere Entziindungszellen anlockt.
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Die phagozytieren Antigene werden auf MHC-II-Molekiilen prisentiert.

NK-Zellen sind eine Population der Lymphozyten, gehdren jedoch zu der ange-
borenen Immunitét. Non-T-Zellen und Non-B-Zellen kénnen nach der Funktion
in natiirliche Killerzellen (NK) oder Killerzellen (K) unterteilt werden. NK-
Zellen kénnen durch antikérpervermittelte zelluldre Zytolyse virusinfizierte und
transformierte Ziellzellen abtoten. Dabei erkennen sie iiber Fc-Rezeptor gebun-
dene Immunglobuline. Mediatoren der Zytolyse sind dabei Perforin und Gran-
zyme (Abbas and Lichtmann| 2004} [Doerner|, |2006; |Janeway et al., 2007; [Male,
2005; |Oethinger}, |2004)).

Spezifische Immunitit

Lymphozyten sind Zellen der Lymphopoese, man kann sie in Subpopulationen
einteilen, welche in Abb. dargestellt sind. Mit einer quantitativen Analyse
der Subpopulationen kénnen erste Aussagen iiber ein normal entwickeltes Im-
munsystem und die physiologische Funktionstiichtigkeit gemacht werden (Bund-
schuh| (1991)). Zur spezifischen Immunitéit gehoren die T- und B-Lymphozyten.

Abbildung 1.2: Aufteilung der Lymphozyten Subpopulationen im pe-
ripheren Blut. Dabei sind im &dufteren Kreis die T- und B-Zellen, sowie die
NK-Zellen aufgetragen. Im inneren Kreis sind weiter differenzierbare Popula-
tionen dargestellt. Dabei ist graphisch die relative Haufigkeitsverteilung darge-
stellt. Auf die Differenzierung der B-Zellen wird nicht ndher eingegangen, da sie
in dieser Arbeit keinen Schwerpunkt darstellt. Modifiziert nach Janeway et al.
(Janeway et al., 2007]).

T-Lymphozyten sind die zentralen Effektoren der spezifischen zelluldren Immu-
nitéit. Nach ihrer Ausdifferenzierung im Thymus werden sie je nach Oberflichen-
marker in die Hauptuntergruppen der CD8+ und CD4+ T-Zellen unterteilt.
CD8+ T-Zellen konnen Antigene iiber MHC-I-Molekiile erkennen und kénnen
danach in zytotoxische T-Zellen differenziert werden. Unter Einwirkung von In-
terleukinen kdnnen zytotoxische T-Zellen die infizierte Zelle lysieren. Zytotoxi-
sche T-Zellen erkennen vor allem virusinfizierte Zellen und Tumorzellen. Weitere
CD8+ T-Zellen sind T-Suppressorzellen, diese kénnen die Immunreaktion stop-
pen, um iberschiefende Immunreaktionen zu vermeiden.
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CD4+ T-Zellen erkennen iiber MHC-II-Molekiile Antigene, welche von antigen-
presenting-cells (APC) présentiert werden. Sie werden nun aktiviert und schiit-
ten Zytokine aus. Durch diese Botenstoffe kann die Differenzierung von B-Zellen
erfolgen. Es gibt drei Moglichkeiten der weiteren Differenzierung. B-Zellen kon-
nen sich zu Plasmazellen differenzieren und Immunglobuline ausschiitten. Die
zweite Moglichkeit ist, dass die B-Zellen die Reifung von zytotoxischen T-Zellen
induzieren. Als dritte Option kénnen Makrophagen aktiviert werden. Naive
CD4+ T-Zellen konnen sich ebenfalls unter dem Einfluss von Zytokinen diffe-
renzieren. Aktivierte Makrophagen konnen Interleukin-12 (IL-12) ausschiitten,
so dass sich Th1-Zellen entwickeln. Die Sekretion von y-Interferon, IL-2, Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF) und Lymphotoxin (LT) der Th1-Zellen aktivieren andere
Zelltypen und fithren zu einer Effektivierung der Abwehr des Erregers. Unter
der Sekretion von IL-4 konnen sich naive CD4+ T-Zellen zu Th2-Zellen diffe-
renzieren. Thre Funktion liegt in der Makrophagenaktivierung (iiber IL-10, IL-4,
IL-13), Aktivierung von eosinophilen Granulozyten (iiber IL-5) und der Induk-
tion der Immunglobulin E (IgE) Produktion in B-Lymphozyten (iiber IL-4).
Als aktivierte T-Zellen werden solche bezeichnet, die nach Bindung des T-
Zellrezeptors an den Antigenbeladenen MHC-II-Molekiilen Interleukine ausschiit-
ten oder eine Zytolyse oder Suppression auslosen.

Reife B-Lymphozyten exprimieren an ihrer Oberfliche Immunglobuline und stel-
len somit einen wichtigen Teil der humoralen Immunantwort dar und finden sich
in allen sekunddren Immungeweben. Sekundire Immungewebe sind die Gewebe
(z.B. Lymphknoten, Milz) wo die Aktivierung der B-Lymphozyten stattfindet.
(Abbas and Lichtmann) |2004; Janeway et al., [2007; Male), 2005; |Oethinger}, 2004)

Immunglobuline Immunglobuline sind Teil der humoralen Immunitét, d.h.
sie werden nach Antigenerkennung von B-Zellen gebildet. Es werden fiinf Haupt-
klassen unterschieden (IgA, IgD, IgE, IgG und IgM). Immunglobuline besitzen
eine Y-artige Struktur und bestehen aus schweren und leichten Polypetidketten.
Die schweren Ketten bestehen aus a-, §-, e-, v-, u-Ketten, nach denen die Eintei-
lung der Immunglobulinklassen erfolgt. Die leichten Ketten sind unabhiingig von
der Klasse und bestehen aus k- oder A-Ketten. Ein Teil der schweren Ketten wird
Fc-Teil (crystallisierbares Fragment) genannt. Der Fab-Teil (antigenbindendes
Fragment) ist die Antigenbindungsstelle, somit variabel und besteht aus schwe-
ren und leichten Ketten. Fiir jeden B-Lymphozyten-Klon entstehen nach Anti-
genkontakt spezifische Immunglobuline.

Immunglobulin G macht den Hauptanteil der Immunglobuline im Serum aus.
Es erfiillt die Funktion der sekundiren Immunantwort, dass heifit, es sorgt bei
erneutem spezifischen Antigenkontakt zur schnellen Sekundarantwort des Kor-
pers. IgG dient z.B. zur Erfolgskontrolle nach Impfungen. Ist ein hoher IgG-Titer
vorhanden, kann darauf geschlossen werden, dass der Kérper bei erneutem Kon-
takt mit dem Antigen geschiitzt ist. IgG kann aber auch zur Uberpriifung dienen,
ob der Korper sich schon einmal mit einem bestimmten Antigen auseinander ge-
setzt hat. Erst nach durchgemachter primérer Infektion ist IgG vorhanden. IgG
kann den klassischen Weg des Komplementsystems aktivieren und weiterhin als
Opsonin wirken.

Immunglobulin M wird bei der primiren Immunantwort gebildet. Ein hoher
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Titer ldsst somit auf eine akute Immunreaktion auf das Antigen schlieffen. Es
aktiviert sehr effektiv das Komplementsystem. (Abbas and Lichtmann| [2004;
Janeway et al.l 2007; [Male, [2005; |Oethinger| |2004)

Interferone Interferone sind Teil der Zytokine und werden auch Interleukine
genannt. Zytokine werden in Lymphokine und Monokine unterteilt. Lymphokine
werden hauptsichlich von T-Lymphozyten gebildet und Monokine von Makro-
phagen. Hier soll nur auf das Lymphokin ~- Interferon eingegangen werden,
da es spezifisch nach dem Antigenkontakt mit dem Varicella-Zoster Virus im
enzyme linked immunospot assay (ELISPOT-Assay) nachgewiesen wird.

~-Interferon ist ein Entziindungsmediator und wird nach antigenspezifischer Ak-
tivierung von Thl-Lymphozyten und NK-Zellen produziert und ausgeschiittet.
~-Interferon hat eine antivirale Wirkung und férdert die Expression von MHC-1-
und MHC-II-Molekiilen auf B-Zellen und Makrophagen. Auf antigenprasentie-
renden Zellen erhéht y-Interferon die Oberflichendichte von MHC-II-Molekiilen.
Weiterhin kann dieses Zytokin die zytotoxische Aktivitit von NK-Zellen erhGhen
und die Differenzierung von B-Zellen fordern. Die Fahigkeiten der Makropha-
gen, Pathogene zu zerstren, wird ebenfalls erhoht. Da der y-Interferon-Rezeptor
Bindungsstellen fiir a- und S-Interferon vorweist, kann deren Wirkung verstérkt
werden. Auf Th2-Zellen wirkt y-Interferon inhibierend und intensiviert somit die
Immunreaktion von Thl-Lymphozyten. (Callard and Gearing), [1994; |Oethinger,
2004; Male, |2005)

1.6 Nachweismethoden des Varicella-Zoster Vi-
rus

Die Diagnose des Herpes Zoster wird meist klinisch gestellt, wobei der Virus-
nachweis mit verschiedenen direkten und/oder indirekten Methoden erfolgen
kann.

Um die Verfahren miteinander zu vergleichen werden die Begriffe Sensitivitit
und Sperzifitdt eingefiithrt. Die Sensitivitit zeigt den Anteil richtig positiver Er-
gebnisse in einer Nachweismethode beim Vorhandensein eines gesuchten Merk-
mals (hier VZV-seropositiv) an. Die Spezifitdt spiegelt den Anteil richtig nega-
tiver Ergebnisse wieder.

Direkte Virusnachweismethoden

Als Goldstandard in der Diagnostik von VZV hat sich die Polymerase Chain
Reaction (PCR) etabliert. In der PCR wird die DNA, sofern in der Probe ent-
halten, in vitro vervielfiltigt und erhoht somit die Sensitivitdt des Nachweises.
Auch kleinste Mengen an DNA lassen sich somit feststellen.

Andere direkte Nachweismethoden sind die routineméfig nicht mehr angewen-
dete Suche nach VZV-spezifischen Antigen (Sauerbrei et al.,|1999bl), die sehr auf-
windige Elektronenmikroskopie und die héufig schwierige Virusisolation(Gross
and Doerr, [2006c). Die Virusisolation ist zeitaufwendig und besitzt keine kli-
nisch relevante Sensitivitdt (Sauerbrei et al.| [1999a)).



KAPITEL 1. EINLEITUNG 18

Bei dem einfach durchzufiihrenden Tzanck-Test, der auf zytomorphologischer
Beurteilung basiert, wird aus dem Bldschengrund der Effloreszenz mit einem
Wattestdbchen Gewebematerial entnommen, auf einem Objekttréger aufgetra-
gen und gefarbt (Folkers et al.l[1989). Bei einer Infektion mit dem Herpes Sim-
plex Virus oder Varicella-Zoster Virus konnen zytologisch vielkernige Riesen-
zellen gesehen werden, jedoch kann kein Unterschied zwischen HSV und VZV
Infektion erfolgen (Ozcan et al., 2007)). Dabei muss einschrinkend bemerkt wer-
den, dass dieser Test eher eine historische Bedeutung hat und von der PCR
abgeltst wurde.

Indirekte Virusnachweismethoden

Neben der direkten Darstellung des VZ-Virus bzw. seiner Bestandteile, gibt es
auch eine Vielzahl an Tests mit denen die Immunantwort auf das VZ-Virus
nachgewiesen werden kann.

Antikérpernachweis Beim ELISA-Test (enzyme linked immunosorbent assay
oder auch EIA genannt) erfolgt der quantitative Nachweis von VZV-spezifischen
Antikoérpern (OBeirne and Cooper}, [1979). Dieser Test ist fiir die klinische Routi-
ne ausreichend sensitiv und spezifisch, insbesondere ist er sehr standardisierbar.
Zur Bestimmung der VZV-spezifischen Immunitéit wird der Fluoreszenz-Anti-
kérper-Membran-Antigen-Test (FAMA) angewendet. Dabei reagieren Antikor-
per in der Probe des Patienten mit VZV-infizierten Zellen. Mit einer Fluores-
zenzmikroskopie werden exprimierte Glykoproteine visualisiert. Er wird nur in
Speziallabors durchgefiihrt, da eine Kultivierung von VZV-Zellen notwendig ist
(Lafer et al.l |2011).

Auch im Neutralisationstest (NT) werden VVZ-spezifische Glykoproteine in-
direkt nachgewiesen. Wenn Antikdrper in der Blutprobe enthalten sind, bin-
den diese in vitro an VZV als Antigen ("Neutralisierung”). Wird nun nach
Antikorper-Antigen-Reaktion die Probe erneut einem Antigen ausgesetzt, wird
das Ausbleiben einer toxischen Wirkung gepriift. Der Test ist ebenfalls schwer
durchfiithrbar, da eine Zellkultur benotigt wird und er mehrere Tage dauert. Er
ist daher nicht in der Routinediagnostik zu finden, ist jedoch hoch spezifisch
(Jelinek} 2012)).

Der indirekte Fluoreszenzantikorpertest (IFAT) ist ein Routinetest. Hierbei wird
VZV als Antigen auf einem Objekttréger fixiert und dann mit dem Patientense-
rum inkubiert. In der ersten Phase bildet sich ein Antigen-Antikérper-Komplex,
der dann in de zweiten Phase mit einem fluorchrommarkierten Anti-Antikorper
gebunden wird. Diese Komplexe kénnen mittels Fluoreszenzmikroskopie sicht-
bar gemacht werden. Der Test ist schnell durchfiihrbar. Da die Auswertung sehr
subjektiv erfolgt, ist er nicht sehr reproduzierbar (Jelinekl 2012).

Die Komplementbindungsreaktion (KBR) ist sehr spezifisch, jedoch wenig sen-
sitiv. Er beruht auf einer Antigen-Antikérper-Bindungsreaktion, bei der es zu
einer Verinderung des Fc-Teils des AK kommt, der eine Komplementkaskade
aktiviert. Wird jetzt ein Indikatorsystem hinzugegeben, reagiert die Kaskade in
einem zweiten Schritt nicht mehr, da sie bereits verbraucht wurde. Eine Unter-
scheidung zwischen IgM und IgG ist nicht méglich (Jelinek, 2012).
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Die Tabelle gibt einen kurzen Uberblick {iber die hier beschriebenen Nach-
weisverfahren fiir das Varicella-Zoster Virus.

Nachweis in der T-Zellle Der Limiting-Dilution-Assay (LDA) ist eine funk-
tionelle Nachweismethode bei der spezifische T-Zellen mittels Lyse von Zielzellen
quantifiziert und erfasst werden. In dem Verdiinnungstest wird der Anteil der
Zellzahl ohne Reaktion gegen die urspriinglich eingebrachte Zellzahl logarith-
misch aufgerechnet. Nachteil bei diesem Verfahren ist die 10-14 tégige Expani-
son der T-Zellen in vitro (Miura et al., |2008)). Er zeigt sich auch als nicht so
sensitiv wie der ELISPOT-Assay (Lalvani et al.l [1997]).

Bei der intrazelluldren fluorescence activated cell sorting (FACS) werden die
Subpopulationen durch durchflusszytometrische Messungen separiert (Herzen-
berg et al.,|1976)). Dabei liegt eine Antigen-Antikérper-Reaktion zu Grunde, bei
der mit Fluoreszenzfarbstoff-markierte spezifische Antikérper gemessen werden.
Dabei werden die Zellen aufgrund ihrer Grofte und Granularitit charakterisiert.
Vorteil hierbei ist die Mdoglichkeit der weiteren Spezifizierung einer einzelnen
Subpopulation.

Ein weiteres Nachweisverfahren sind die MHC-Peptid-Tetramere und MHC-
Peptid-Multimere (major histocompatibility complex = MHC). Hier werden
MHC-Peptide mit spezifischem Antigen inkubiert, dann mit Streptavidin vier-
fach gebunden und mit fluoreszierenden Substanzen markiert (Krishna et al.l
1992). Dadurch kann eine Quantifizierung der spezifischen T-Zellen mittels
Durchflusszytometrie erfolgen. Dabei zeigt sich diese Methode als sehr sensitiv,
insbesondere kénnen mehrere Zytokine nachgewiesen werden (Sun et al., |2003).
Die Methode zeigt jedoch keinen Riickschluss auf die Funktionalitit der T-Zelle.
Der ELISPOT-Assay stellt eine modifizierte Methode zum Nachweis von Anti-
gen—Antikérper—Reaktionen auf dem Prinzip des Enzymimmunoassays ELISA
dar. Bei diesem Verfahren verlieren die eingesetzten Antigene oder Antikérper
weder ihre immunologischen noch enzymatischen Eigenschaften bei der Reaktion
mit den Zielzellen (hier Lymphozyten). Die Zellen aus der Patientenprobe wer-
den in vivo verwendet. Die zu Grunde liegende immunologische Reaktion wird
unter Zugabe eines speziellen Enzym-Substrat-Komplexes sichtbar gemacht und
dieser quantitativ erfasst (Masseyeff et all 1993). Hierbei wird die Einzelzelle-
bene sichtbar. Zur Erlauterung der Methode sei auf 1.6.1 und 2.2. verwiesen.
Eine Ubersicht iiber Vor-und Nachtteile der Nachweismethoden in der T-Zelle

zeigt Tabelle

1.6.1 Einfiihrung in den ELISPOT-Assay

Wie dargestellt, existieren diverse Nachweismethoden der spezifischen Immuni-
tit. An dieser Stelle wird ein Uberblick iiber die Geschichte und den Einsatz
in der Forschung des verwendeten ELISPOT-Assay gegeben. Weiterhin wird er-
ortert, warum gerade dieses Verfahren zum Nachweis der Antigen-spezifischen
T-Zellen mit dem ELISPOT-Assay verwendet wurde.

Geschichte und Entwicklung des ELISPOT-Assay Im Jahre 1983 wur-
de der ELISPOT — Assay erstmalig zur Detektion von B-Zellen von Czerkinsky
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entwickelt (Czerkinsky et al., [1983). 1988 etablierte die Gruppe um Czerkinsky
den Nachweis von v-Inteferon sezernierenden Zellen und entwickelte den heu-
te verwendeten Nitrozelluloseboden zur besseren Durchfiihrbarkeit der Metho-
de (Czerkinsky et all [1988). Erstmals wurde 1996 mit dem ELISPOT-Assay
Tumor- und antigenspezifische T-Zellen nachgewiesen (Herr et al. |1996).

Einsatz des ELISPOT-Assay in der Forschung Heute wird die Technik
in vielen Gebieten zum Nachweis antigenspezifischer T-Zellen verwendet. Ins-
besondere im Bereich der immunologischen Therapie von Tumor- und Autoim-
munerkrankungen (Suzuki et al., [1990; Schwitalle et al., 2008} [Liu et al.l |2008;
[Kiessling et al., 2002; |Schaed et al., 2002 Otto et al., 2005), bei der Entwicklung
von Impfstoffen (Hocknell et al.,[2002) und chronischen Virusinfektionen. In der
Gruppe der Herpesviridae findet er Verwendung bei den Alpha-Herpesvirinae
Varicella-Zoster Virus (Smith et al., 2003} Levin et al., 2003, |2008) und Herpes
Simplex Virus (Braun et al., 2006} [Hosken et al., 2006} [Schmid et al., [1997), so-
wie bei den Beta-Herpesvirinae im Speziellen bei dem Cytomegalie-Virus (Khan
let al., 2002; [Maecker et al., 2008} Godard et al., 2004). Des Weiteren fand er
seine Etablierung bei Forschungen zum HI-Virus (Eriksson et al. [1992; Ramas-|
wamy et al., 2007; Eshofonie et al., |2006; Fondere et al., 2004, Hepatits-Virus
(Anthony et al., 2001} Inoue et al., [1989; |Vassilopoulos et al.l 2008)), Ebstein-
Bar-Virus (Comin-Anduix et al.| [2008; [Yang et al., [2000) und bakteriellen In-
fektionen (de Andrade et al., [2008} Scheibenbogen et al., [1997; Hill et al., 2005;
Bontems et al., 2003). Er wird auch im Gebiet der Transplantationsmedizin
im Zusammenhang mit der Erkenntnisgewinnung zu Abstofsungsreaktionen ver-
wendet (Kim et al., |2007; [Hricik et al.| 2003 Bharat et al.l [2008alb)).

Kontinuierlich wurde die Methode weiterentwickelt, um die Nachweisbarkeit von
Zytokinen und Zellprodukten zu verbessern (Taguchi et al., |1990; |Okamoto
et all [Britten et all [2002; [Roennelid and Klareskog), (1997 [Meiklejohn
et al.,[2004). Eine gute Leitlinie findet sich im Handbook of ELISPOT-Methods
(Kalyuzhny| 2005)). Heute konnen mittels ELISPOT-Assay verschiedene Sekre-
tionsprodukte (TNFa, TNFS, IL-1, IL-2, IL4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
IL-13-,IL-15, RANTES, ~- Interferon) von Immunzellen quantitativ und qua-
litativ gemessen werden (Hutchings et al., [1989; Bharat et al., 2008b, [2007

Sjoewall et all 2005, Minang et al., 2006} [Willeke et all [1997; [Sarawar et al.
1993).

In dieser Arbeit erfolgte der Nachweis von - Interferon. Es wird von CD8+
T-Zellen (= Thil-Zellen, zytotoxische T-Zellen, NK-Zellen) und CD4+ T-Zellen
(= Th 2-Zellen) sezerniert (Callard and Gearing), (1994} [Bundschuhl |1991)). Der
Nachweis erfolgte fiir - Interferon, da dieses Zytokin in nahezu allen Phasen der
Immun- und Entziindungsreaktion nach Antigen-Kontakt involviert ist
and Gearing), 1994) und mittels ELISPOT-Assay reproduzierbar nachweisbar ist

Zhang et al.| (2009).

Vor- und Nachteile des ELISPOT-Assay Folgende Aspekte spielen eine
Rolle fiir eine Analysemethode: Prizision, Richtigkeit, Vergleichbarkeit, analy-
tische Spezifitdt und Sensitivitit, Praktikabilitit und Kosten. Es sollen einige
wichtige Punkte herausgegriffen werden.

Vorteil des ELISPOT-Assay ist die bis zu 200fach hohere Sensitivitiat gegeniiber



KAPITEL 1. EINLEITUNG 21

dem ELISA beim Nachweis von sezernierten Zytokinen (Tanguay and Killion)
1994). Wobei der ELISA die Zytokinkonzentration misst und der ELISPOT-
Assay ein Abbild auf Einzelzellbasis darstellt und damit die Anzahl der zyto-
kinsezernierenden Zellen. Weiterhin wird der ELISA fiir zellfreie Medien genutzt,
wohingegen der ELISPOT-Assay als eine Kombination von Immunoassay und
Bioassay ist. Er misst also direkt die Funktion der lebenden kultivierten Zellen
(Kalyuzhnyl [2005). Der ELISPOT-Assay zeigt im Vergleich zum ELISA, intra-
zytoplasmatischen Methoden und der PCR eine deutliche Uberlegenheit bei der
Detektion von ~-Interferon sezernierenden T-Zellen vor einer Tetanus-Impfung
(Tassignon et al., |2005). Andere Autoren konnten zeigen, dass sich gerade der
ELISPOT-Assay fiir Zellen mit geringer Zytokinsekretion nach Antigen-Kontakt
und geringer T-Lymphozyten Anzahl im Blut sehr sensitiv zeigt (Karlsson et al.,
2003; |Schmittel et al., [1997). Aus diesen Griinden, wurde der ELISPOT-Assay
ausgewahlt. Zur Durchfiihrung miissen aufer einem ELISPOT-Reader und ei-
ner sterilen Werkbank keinerlei teuren technischen Gerédte zur Verfiigung stehen.
Damit ist er im Vergleich zu den anderen Nachweismethoden relativ kostenarm.
Nachteile des ELISPOT-Assay ist seine schlechtere Préanalytik (Inkubations-
zeit von 3 Tagen und damit storanfillig), die fehlende Moglichkeit der weiteren
Spezifizierung der Antigen-spezifischen T-Zellen, sowie seine fehlende Automa-
tisierung im Vergleich zum ELISA.

Ein Nachteil bei der intrazelluliren FACS ist die Praktikabilitit, da ein FACS-
Gerdt mit Laser vorhanden sein muss. Es erfolgt eine quantitative Darstellung.
Prinzipiell ist eine in vitro und in vivo Durchfiihrung mdglich.

Gegen die Durchfiihrung dieser Arbeit mit dem LDA spricht die lange Exposi-
tonszeit und die in vitro Kultivierung.

Im MHC-Peptid-Tetramere wird nicht die in vivo Funktionalitit der T-Zelle
wiedergespiegelt.

’ ‘ Vorteil ‘ Nachteil
ELISPOT in vivo, Einzellzellebene der Préanalytik
T-Zelle
ELISA sensitiv, sehr praktikabel da zellfreie Medien, nur
automatisiert und einfach Zytokinkonzentration
durchfiihrbar
LDA quantitativer Anteil 10-14 Tage Expansionszeit
antigenspezifischer Zellen (Praktikabilitét)
FACS in vivo und in vitro Praktikabilitat
(FACS-Gerit)
MHC- direkt Antigen-spezifische kein Nachweis der
Peptid- T-Zelle T-Zell-Funktionalitit
Tetramer

Tabelle 1.3: Ubersicht der wichtigsten Vor- und Nachteile der Nachweisverfahren
von VZV in der T-Zelle. In vivo’ bedeutet hier die lebende Zelle in der zu
untersuchenden Probe.
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1.7 Ziel der Arbeit

Hier soll untersucht werden ob eine zellulire Immunreaktion auf das Varicella-
Zoster Virus bei Patienten, die an einem akuten Herpes Zoster leiden, messbar
ist.

Dafiir wird versucht ein ELISPOT-Assay zum Nachweis der T-Zell-spezifischen
Reaktion auf VZV in vivo zu etablieren.

Arvin fasst in einer Hypothese zusammen, dass eine Ursache der Reaktivierung
die Abnahme der VZV-spezifischen T-Zellen sein konnte. Die Abbildung
demonstriert den angenommenen Spiegel von spezifischen T-Zellen iiber das ge-
samte Leben. Dabei ist anzunehmen, dass ein Absinken der VZV-spezifischen
T-Zellen die Erkrankung Herpes Zoster bedingt (Abbl1.3]) (Arvin| [2005).

Varicella Stille
Exposition  Reaktivierung ? Zoster- impfung

VZVspez.
T-Zellen

emmmm HerpesZoster

v

Alter

Abbildung 1.3: Dargestellt ist der Spiegel von VZV-spezifischen T-Zellen iiber
das Lebenszeitalter. Nach Primérinfektion mit dem Varicella-Zoster Virus kon-
nen VZV-sperzifische T-Zellen nachgewiesen werden. Ein deutliches Absinken der
VZV-spezifischen Zellen kénnte durch Reexposition und stille Reaktivierung ver-
hindert werden. Mit zunehmendem Alter sinkt die Anzahl der VZV-spezifischen
T-Zellen jedoch rapide. Daher wird eine Art Zoster-Schwelle unterschritten und
es kommt zur Sekundidrmanifestation des Varicella-Zoster Virus, dem Herpes
Zoster. Eine Zoster-Impfung kénnte mit einem Booster-Effekt den T-Zell Spie-
gel anheben. Modifiziert nach Arvin (Arvinl 2005]).

Als weiteres Ziel dieser Arbeit soll deshalb untersucht werden, ob Unterschiede
in der zelluldren Immunitit zwischen &lteren Patienten mit Zoster im Vergleich
zu VZV-seropositiven &lteren Patienten darstellbar sind.

Dabei stellen sich folgende Fragen:
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o Ist der ELISPOT-Assay eine Nachweismethode, um VZV-spezifische T-
Zellen bei Zoster-Patienten zu messen?

e Kann ein Abfall der spezifischen zelluldren Immunitét bei Zoster-Patienten
mittels ELISPOT-Assay gemessen werden?

e Welche Préadispositionen finden sich bei Patienten fiir die Manifestation
eines Herpes Zoster, durch die Analyse des Krankheitsprofils, laborchemi-
scher (Immunstatus, Blutbild, Serologie) und in vivo (ELISOPT-Assay)
erhobener Labordaten?

e Konnen hieraus Schliisse fiir die Ursache der Reaktivierung des Varicella-
Zoster Virus gezogen werden?

e Wie kann die hier angewandte Analyse verbessert oder vereinfacht werden?



Kapitel 2

Material und Methodik

2.1 Untersuchungsprogramm

Um die zelluldre Immunitét bei Patienten mit Zoster im Vergleich zu alters-
und geschlechtsangepassten VZV-seropositiven Tragern zu untersuchen, wurden
anamnestische und klinische Daten erhoben. Weiterhin wurden hdmatologische,
serologische und immunologische Parameter der allgemeinen Immunitit und die
spezifische Immunitit bestimmt.

Die Ethikkommission der Universitit Rostock bestéitigte am 19.07.2006, das ge-
gen diese Studie keine berufsethischen und berufsrechtlichen Bedenken bestehen.
Die Studie ist unter Reg.-Nr.: A20/2006 bei der Arztekammer Mecklenburg-
Vorpommern angezeigt.

Die Patienten wurden nach einer Aufklarung und schriftlicher Patienteneinwilli-
gung zu drei klinischen Zeitpunkten untersucht. In die Studie wurden Patienten
mit einem akuten Zoster und mit Bldscheneruption (nicht dlter als ca. 1-3 Tage
nach Manifestation der Krankheit) aufgenommen. Diese wurden aus dem sta-
tiondren Patientenklientel der Klinik fiir Dermatologie und Venerologie der Uni-
versitit Rostock akquiriert. Dieser Zeitpunkt wird als akut bezeichnet. Bei den
VZV-seropositiven Trigern (Kontrollgruppe) wurden die ersten Untersuchungen
analog zu einem beliebig gewédhlten Zeitpunkt durchgefiihrt. Dieser Zeitpunkt
wird ebenfalls als akut bezeichnet. Weitere Konsultationen erfolgten nach vier
Wochen und bei ausgewihlten Patienten nach sechs Monaten (Abb.

24
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AKUT 4. Woche 6. Monat
WIV-Fatient =1.-3. Tag akuter Zoster Fiir beide F'a1liar1ar-;n.ppar Fiiral@-;af.’aétha Fatiznten
Zeitpunkt Akut
Anamnese / Fragebogen
Blutentnahme
Differential- VZV-/HIV - Immunstatus ELISPOT
Blutbild Serologie (FACS
Simultest)

Abbildung 2.1: Ubersicht iiber den Aufbau des Untersuchungs-
programm. Der Zeitpunkt “Akut” entspricht dabei immer fiir die VZV-
seropositiven Trégern dem 1.beliebigen Tag. HIV = human immunodeficiency
virus.

Parallel erfolgte ein Aktenstudium iiber Zoster-Patienten, die im Jahre 2006 und
2007 ambulant oder stationér in der Klinik fiir Dermatologie und Venerologie
der Universitdt Rostock behandelt wurden.

Bei einigen zufillig ausgewéhlten Zosterpatienten erfolgte zusétzlich eine VZV-
Gentypisierung, welche im Rahmen einer wissenschaftlichen Arbeit mit anderen
Zosterpatienten aus ganz Deutschland von Schmidt-Chanasit et. al. durchge-
fithrt und verdffentlicht wurden (Schmidt-Chanasit et al., |2008] |2007)). Die Da-
ten werden im Anhang unter 6.3. dargestellt.

2.1.1 Studienpatienten

Die untersuchten Studienpatienten umfasste weibliche und ménnliche Patienten
mit akutem Herpes Zoster, sowie weibliche und mé&nnliche VZV-seropositive
Tréiger als Kontrollgruppe. Die Patienten stammten vorwiegend aus der Kli-
nik fiir Dermatologie und Venerologie der Universitdt Rostock. Eingeschlossen
wurden Patienten, die dlter als 18 Jahre waren und keine neoplastischen Er-
krankungen, Autoimmun-, demyelinisierende- oder entziindliche Erkrankungen
zeigten. Auflerdem war das Ausschlusskriterium eine aktuelle Infektionskrank-
heiten (aufier Herpes Zoster) und eine HIV-Infektion (human immunodeficiency
virus). Die Patienten durften keine systemische Glukokortikoidtherapie erhalten.
Der Nachweis eines akuten Herpes Zoster erfolgte mittels Serologie (Antikorper-
Bestimmung) und VZV- Direktnachweis.

Die VZV-seropositiven Triger (Kontroll-Gruppe) wurden geschlechtsangepasst
und mit einer maximalen Altersdifferenz von fiinf Jahren zu den VZV-Patienten
(Patienten mit Herpes Zoster) ausgewéhlt.

In das Aktenstudium wurden nach Aktenlage weibliche und méannliche Patien-
ten, die im Jahre 2006 und 2007 mit einem akuten Zoster behandelt wurden,
eingeschlossen. Dabei wurden Daten bei der ersten Vorstellung mit manifestem
Herpes Zoster in der Klinik fiir Dermatologie und Venerologie der Universitit
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Rostock und in der Regel nach einer Kontrolluntersuchung nach vier Wochen
erhoben.

2.1.2 Anamnese und Laboruntersuchungen

Die Patienten wurden zu Beginn der Studie aufgeklart und es wurde eine schrift-
liche Einverstindniserkldrung eingeholt. Exemplarisch ist eine Einverstindnis-
erklélrung im Anhang unter 6.1 angefiigt.

Die Anamnese wurde mit standardisierten Frageb6gen erhoben (Siehe Anhang
6.2). Dabei wurden die Prodromalerscheinungen (Miidigkeit, Abgeschlagenheit,
Fieber, andere Allgemeinbeschwerden, Parasthesien, Schmerzen, Pruritus), sub-
jektive Erkrankungsdauer, Allgemeine Anamnese (Grofe, Gewicht, Nikotin-,
Alkohol-, Drogenabusus), Begleiterkrankungen und Medikamentenanamnese er-
fragt. Die Angabe der Schmerzen wurde subjektiv durch den Patienten auf der
Visuellen-Analog-Skala (VAS) mit den Werten 1-10 eingeordnet. Die Lokalisati-
on des Herpes Zoster wurde nach Dermatommanifestation und Seitenlokalisati-
on dokumentiert. Bei den Zosterpatienten wurden aufserdem die Komplikationen
im Zusammenhang mit der Erkrankung erfasst.

Fiir die Laboruntersuchungen wurden Blutproben durch Punktion einer geeigne-
ten Vene der Cubitalregion gewonnen und unverziiglich analysiert. Es wurden
2 EDTA-Rohrchen (Ethylendiamintetraacetat) mit jeweils 2,7 ml pro Patient
abgenommen.

Aus einem EDTA-R6hrchen wurde durch das Institut fiir Klinische Chemie
und Laboratoriumsmedizin der Universitdt Rostock das Blutbild und die mi-
kroskopische Differenzierung ermittelt. Die Bestimmung des Blutbildes erfolgte
mit dem Geréit Sysmex XE-2100 (Sysmex, Deutschland) mittels Fluoreszenz-
Durchflusszytometrie in Kombination mit der Mehrkanalmesstechnologie. Die
Messung der Leukozyten und Retikulozyten wurde im optischen Detektorblock
mit der Fluroreszenz-Durchflusszytometrie unter Verwendung eines Halbleiterla-
sers durchgefiihrt. Die Erythrozyten und Thrombozyten wurden mit einem Red
blood cell-Detektor (RBC-Detektor) mit hydrodynamischer Fokussierung ermit-
telt. Mit dem Haemoglobin-Detektor (HGB-Detektor) wurde unter Verwendung
des Reagenz Sulfolyser das Himoglobin gemessen. Sulfolyser enthélt Sodium-
Lauryl-Sulfat und wird deshalb auch SLS-Hamoglobinbestimmungsmethode ge-
nannt. Mittels einer Pappenheim-Firbung erfolgte die mikroskopische Differen-
zierung.

Mit dem Blut des zweiten EDTA-Rohrchens wurde der allgemeine Immunstatus
bestimmt. Im Immunstatus werden die Absolutzahlen und die Leukozytenzah-
len von Immunzellen mit der Durchflusszytometrie in Form einer FACS-Analyse
(fluorescence activted cell sorting) (Becton Dickinson Simulttest, USA) durch
das Institut fiir Immunologie, Universitit Rostock ermittelt. Abb[2:2] veran-
schaulicht das Prinzip der FACS-Analyse.
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Abbildung 2.2: FACS-Analyse. Die zu differenzierenden Zellen werden mit
fluoreszierenden Antikorpern direkt markiert und fliefen dann durch einen La-
serstrahl. Verschiedene Photomuliplier tubes (PMT) und scatter (forward und
side) streuen das Licht. Somit kann die Grofe und Granularitit der Zelle an
Hand der verschiedenen resultierenden Emission festgestellt werden. Die Mess-
daten werden mit einem Computer ausgewertet und in einem Histogramm dar-
gestellt. Modifiziert nach Janeway et al. 2007 (Janeway et al., [2007).

unspezifische spezifische
Immunreaktion Immunreaktion
Cpa+T-Zellen
Bakterielle Infektion/ NKZellen (L=
- = . TNHIL-12
intrazelluldre Parasiten INF-y
INF NK-Zelle: BZellen
Virusinfektion aff ~esen CD8+T-Zellen '89
INF-y/CTL
= - CD4+T-Zellen
Extrazellulare Parasiten ILAALS

B-Zellen
IgE

Abbildung 2.3: Immunantwort auf eine bakterielle Infektion, sowie Virusinfekti-
on und eine Infektion mit extrazelluldren Parasiten. Dabei zeigen sich deutliche
Uberschneidungen der viralen Infektion mit den anderen Atiologien einer Infek-
tion. Es zeigt sich eine Verdnderung der CD8+ T-Zell,y -Interferon und zyto-
toxische T-Lymphozyten (CTL) Antwort. Modifiziert nach Biron et. al. (Biron
et al., |2002)

Unter dem allgemeinen Immunstatus werden Zellen der spezifischen und un-
spezifischen Immunantwort zusammengefasst. Eine allgemeine Erlduterung zum
Immunsystem und iiber die Funktionen der Bestandteile wurde in Kapitel 1.5.
gegeben. Der allgemeine Immunstatus wurde in dieser Arbeit erhoben, um Ver-
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dnderungen der zelluldren Abwehr bei Reaktivierung des Varicella-Zoster Virus
im Vergleich zu den nicht erkrankten VZV-seropositiven Trigern zu erfassen.
Die Abbildung [2.3] veranschaulicht die veréinderte Immunitét bei Virusinfektio-
nen.

Die betroffenen Zellen (T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen) kénnen mit dem Im-
munstatus erfasst werden. Die Detektion von ~-Interferon erfolgte spezifisch im
ELISPOT-Assay.

Weiterhin wurde ein Serum-Rohrchen mit 7,5 ml vendsem Blut auf Antikérper
gegen das Varicella-Zoster Virus und HIV durch das Institut fiir Medizinische
Mikrobiologie, Virologie und Hygiene der Universitdt Rostock untersucht. Die
VZV-spezifischen IgM und IgG wurden bei den VZV-Patienten bei jeder Un-
tersuchung bestimmt, fiir die Gruppe der VZV-seropositiven Tréger hingegen
nur einmal. Die Antikérper Bestimmung erfolgte durch einen ELISA (SERION
ELISA classic Varicella-Zoster Virus IgM/IgG). Die Patienten wurden einmal
nach deren Einversténdnis auf HIV getestet (HIV Ag/Ab Combo, Abbott Ax-
sym System).

Fiir die Isolierung der peripheral blood mononuclear cells (PBMC) fiir den
ELISPOT-Assay wurden jedem Patienten 5-6 Heparin-Rohrchen mit 9 ml Blut
entnommen. Die Isolierung der PBMC erfolgte mit dem Ficoll-Gradienten in-
nerhalb der ersten vier Stunden nach der Punktion. Die Isolierung dieser Zellen
wird in Kapitel 2.2.1 erlautert.

Bei den Zoster-Patienten erfolgte zum Nachweis der Erkrankung ein VZV-
Direktnachweis aus einem frischen Bldschen in dem Labor der Klinik fiir Der-
matologie und Venerologie der Universitdt Rostock. Beim direkten Immunfluo-
reszenztest (Light diagnsostics direct immunofluorecence assay Varicella-Zoster
Virus, Millipore) werden vorhandene Virusantigene durch hochspezifische, mo-
noklonale Antikoérper erkannt. Acetonfixierte Abstriche aus dem Blasengrund
werden auf Objekttrigern mit dem VZV-Detektionsantikdrper {iberschichtet
und inkubiert. Nach einem Waschschritt mit einem Puffer werden ungebun-
dene Antikorper entfernt. Unter dem Mikroskop sieht man bei einer Infektion
der Zellen mit dem Varicella-Zoster Virus eine helle, apfelgriine Fluoreszenz im
Zellkern, Zytoplasma und/oder Zellmembran. Bei einigen Patienten erfolgte zu-
sdtzlich ein HSV-Direktnachweis aus einem Bldschen im Labor der Klinik fiir
Dermatologie und Venerologie der Universitit Rostock (HSV1/HSV2 Collection
Kit, MicroTrak PathoD,Herpes Typing Kit, remel).

Im Rahmen einer Kooperation mit dem Institut fiir Virologie der Universitét
Frankfurt erfolgte eine VZV-Gentypisierung mittels PCR (Schmidt-Chanasit
et al., |2008)).

Die Tab gibt einen Uberblick iiber die bestimmten Laborparameter.

2.2 ELISPOT-Assay Anwendung

In Kapitel 2.2.1. wird die Gewinnung der PBMC erldutert. Danach erfolgt in
Kapitel 2.2.2. die theoretische Erlauterung des ELISPOT-Assay und der MACS-
Isolierung. Kapitel 2.2.3. beschreibt die praktische Durchfiihrung des ELISPOT-
Assay.
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2.2.1 PBMC-Isolierung

Die fiir den ELISPOT-Assay benétigten PBMC wurden aus 5-6 Rohrchen

Heparin-Vollblut mit dem Ficoll-Gradienten (Boyum), 1976) unter sterilen Be-
dingungen isoliert. Fiir die Blutentnahme wurden NH,-Heparin Rohrchen (S-
Monovette) verwendet. Das unverdiinnte Heparin-Vollblut eines Patienten wur-
de auf zwei Falcon-Rohrchen (PP-Tubes 50 ml, Fisher Scientific, Mexico) bei
Zimmertemperatur (20° Celsius) pipettiert. Vorher wurden diese mit 15,5 ml
Lymphoprep (1114547, LymphoprepTM, Progen, Norway) unter einer steri-
len Sicherheitsarbeitswerkbank (HeraSafe, Heraeus Instruments, Germany) be-
stiickt (Einmalpipetten PP, greiner, Germany). Das Rohrchen wurde fir 20°
Celsius bei 1800 U/min (400 g) fiir 20 Minuten zentrifugiert (CPKR Centrifuge,
Beckmann, Germany). Nach der Zentrifugation wurde die PBMC-Phase, wel-
che hauptsichlich aus Lymphozyten, Monozyten und Thrombozyten bestand,
vorsichtig abpipettiert und in ein Falcon-Réhrchen iiberfiihrt. Dabei wurde es
vorher mit 10 ml DPBS-Waschpuffer unter Eiskiihlung bestiickt. Das Réhrchen
wurde auf 50 ml mit DPBS-Losung aufgefiillt und bei 4° Celsius mit 1500 U /min
(300 g) fiir 10 Minuten zentrifugiert. Das gewonnene Zellpellet wurde nach Ent-
fernung des Uberstandes auf 50 ml DPBS resuspendiert und von Zellklustern,
sowie iiberschiissigen Proteinen iiber ein Zellsieb (BD Falcon Cellstrainer 40 pm
Nylon, Bedford USA) separiert. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 4° Celsius
mit 1200 U/min (200 g) fiir 10 Minuten und anschliefend erfolgte der dritte
Waschschritt des Pellet, ebenfalls mit 50 ml DPBS und Zentrifugation fiir wei-
tere 10 Minuten bei 4° Celsisus und 1200 U/min (200 g). Anschliefend wurde
das Zellpellet in 40 ml DPBS gelost und die Zellsuspension auf eine Neubauer
Zahlkammer beschichtet und die Zahl der PBMC unter einem Mikroskop (Hund
Wetzlar) bei 200facher Vergroferung manuell gezihlt. Wahrend des Zahlvorgan-
ges erfolgte die letzte Zentrifugation mit 1200 U/min (200 g) fiir 10 Minuten.
Abschliekend wurde das Zellpellet entsprechend einer Zellzahl von 2-4 x 107 Zel-
len und 1 ml Einfriermedium pro vail (Cryovial PK-100 Suport, Quebec, Cana-
da) verteilt. Das Einfriermedium bestand aus einer 1:10 Verdiinnung von fetal
calf serum (FCS) (,Gold* PAA, ZAP) und Dimethyl sulfoxide, 99,9% A.C.S.
(154938500ML, Sigma, Aldrich, Steinheim, Germany). Da Dimethyl sulfoxide,
99,9% A.C.S. bei Zimmertemperatur zelltoxisch ist, wurde wiahrend der gesam-
ten Durchfithrung stets auf die Einhaltung von Kiihlung durch Eis grofsen Wert
gelegt. Die Vails wurden bei -70° Celisus kryokonserviert, um spéter fiir die
Durchfiihrung des ELISPOT-Assay verwendet werden zu konnen. Initial wurde
ein Nalgene Cryo 1C Freezing Container (Nalgene, USA) verwendet, um die
Zellen schonend zu konservieren. 2001 konnte die dquivalente y-Interferon Ant-
wort von fresh-frozen PBMC und frisch isolierten Zellen im ELISPOT Assay auf
Varicella-Zoster-Virus gezeigt werden. Weiterhin wurde kein Aktivitétsverlust
bei Konservierung in Trockeneis iiber 48 Stunden nachgewiesen (Smith et al.,
2001). Andere Arbeiten zeigten auch die uneingeschrénkte - Interferon Sekre-
tion bei CD4+ und CD8+ Zellen nach Kryokonservation (Kreher et al., |2003).
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2.2.2 Prinzip des ELISPOT-Assays und der MACS-Cell-
Separation

Der ELISPOT-Assay ermoglicht den Nachweis antigenspezifischer T-Zellen auf
Einzelzellebene, in dem das von einer T-Zelle produzierte Zytokin sichtbar ge-
macht wird. Auf Nitrocellulosebéden einer Mikrotiterplatte werden cytokinspe-
zifische Antikorper beschichtet, welche sich gegen ein spezifisches, zu untersu-
chendes Zytokin (hier «-Interferon) richten. Am folgenden Tag werden nicht
haftende Antikorper in einem Waschschritt entfernt und gebundene monoklo-
nale Antikérper mit Human-Serum geblockt (Vogtmann| 2005). Das in 2.2.3
vorgestellte Protokoll ist es weitgehend an die von Janetzki et al. verdffentlichte
methodische Standardisierung des ELISPOT-Assays angelehnt (Janetzki et al.
2005).

In die Vertiefungen der Mikrotiter-Platte werden T-Zellpopulationen (hier CD4-
und CD8-), welche vorher mit der Magnetic-assisted cell sorting (MACS-Technik)
separiert werden und die zu bestimmenden Antigene (hier Varicella-Zoster-
Virus) zugegeben. Damit erfolgt die Stimulation der aktivierten T-Zellen direkt
auf der Platte. Zusétzlich erfolgt eine Negativkontrolle (T-Zellpopulationen oh-
ne Antigen, hier T-Zellen mit RPMI/HS 10%). RPMI steht fir Roswell Park
Memory Institute, welches das Zellkulturmedium auf Basis eines Hydrogen-
carbonat-Puffersystems entwickelte. HS ist die Abkiirzung fiir Humanes Serum.
Als weitere Negativkontrolle werden T-Zellpopulationen mit einem Kontroll-
Antigen inkubiert. In dieser Arbeit werden T-Zellen mit dem Kontroll-Antigen
der Firma Viriron/Serion D (Wiirzburg, Germany) verwendet. Mit dieser Kon-
trolle kann {iberpriift werden, ob die T-Zellen eine spezifische Funktion auf das
Zell-Kulturmedium besitzen, in dem das Virus an geziichtet wurde. Bei der un-
spezifischen Positivkontrolle werden T-Zellen mit Lectin inkubiert, wobei hier
das Lectin PHA (Phaseolus vulgaris Leucoagglutinin, Sigma Aldrich, Steinheim,
Germany) genutzt wird. Lectine sind zuckerbindende Proteine mit der Eigen-
schaft, Zellen zu agglutinieren. Hier wird gepriift, ob die eingesetzten T-Zellen
prinzipiell ihre Immunfunktion erhalten haben. Weitere Negativkontrollen fiir
die verwendeten Antigene erfolgen, indem diese mit dem Medium (RPMI/HS
10% ohne Zellen) angelegt werden. Mit dieser Negativkontrolle soll ausgeschlos-
sen werden, dass eine Antikdrpersezernierung nach alleinigem Kontakt mit dem
Zellkulturmedium erfolgt. In einer genau einzuhaltenden Inkubationszeit von 20
Stunden findet die Antigenerkennung mit den T-Zellen statt.

Die aktivierten T-Zellen sezernieren bei Erkennung des Antigens (hier VZV-
Antigen) Zytokine (hier y-Interferon), welches an den gebundenen monoklonalen
Antikorper bindet (Abb, 1). Die nicht gebundenen zelluldren Bestandteile
werden nun in einem Waschschritt entfernt. (AbbR2.4], 2).
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Abbildung 2.4: Prinzip des ELISPOT-Assay

1. Zytokinspezifischer Antikérper bindet an den Nitrocelluloseboden.
Stimulation der T-Zellen durch Antigenprésentierende Zellen (APC) und Anti-
gen. Daraufhin Sekretion von Zytokinen.

2. Waschschritt.

3. Der biotylinierte Antikérper bindet an die bereits gebundenen Antikorper.
4. Indikator-Reaktion durch Enzymsubstrat.

Der Antikorper-Zytokin-Komplex wird mit einem zweiten Enzym-gekoppelten
Anti-Zytokin-Antikérper gebunden (Abb. ,3) und durch spezielle Farbreak-
tionen durch Zugabe eines Enzymsubstrates sichtbar gemacht (Abb, 4). Da-
bei entsteht ein Fleck aus einem unléslichen farbigen Prizipitat, welcher als Spot
bezeichnet wird. Bei der von uns verwandten horse-radish-Peroxidase (HPRO)-
Technik werden braunlich-rote Spots erzeugt. Jeder dieser Spots représentiert ei-
ne spezifische T-Zelle, die mit Zytokinsekretion auf das Antigen reagiert hat, das
heifst, ein Spot ist dquivalent zu einer T-Zelle (Abb. Die entstandenen Spots
auf dem Boden der Mikrotiter-Platte konnen dauerhaft aufbewahrt werden. Sie
stehen beliebig oft zu einer wiederholten Auswertung mit dem ELISPOT-Reader
zur Verfligung.
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Abbildung 2.5: v-Spot

MACS-Cell-Separation
Bei der MACS-Cell-Separation kénnen Zellen nach Bindung an magnetisch ge-
bundene Antikérper selektiert werden (Abb[2.6]).

Die von Milteny biotec 1990 entwickelte Methode hat den Vorteil einer ho-
hen Reinheit (> 95%), hohen Gewinnrate und der schnellen Durchfiihrbarkeit
(Miltenyi et al., [1990). Die Methode der spezifischen Zell-Separation wird stan-
dardmifig in vielen Bereichen der medizinischen Forschung angewendet (Qiu
et al., |2008)).

Bei der in dieser Arbeit verwendeten Selektion handelt es sich um die Abreiche-
rung (Depletion). Es werden nach der Abtrennung unmarkierte Zellen gewon-
nen. Hingegen werden bei der positiven Selektion markierte Zielzellen fiir die
weitere Verwendung gewonnen.

Magnetsaule

-

CD8- /CD4-Zellen

\E

Durchfluss U

Abbildung 2.6: Prinzip MACS- Separation

Dafiir werden zuerst die PBMC nach rascher Auftauung mit magnetisch mar-
kierten MACS MicroBeads inkubiert. Die MicroBeads bestehen aus Eisenoxid
und einer Umhiillung aus Polysacchariden. An diese sind Antikorper (hier CD4
und CD8) gebunden. Es werden CD4- T-Zellen (entsprechen CD8+ T-Zellen)
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und CD8- T-Zellen (entsprechen CD4+ T-Zellen) gewonnen. Die Zellen werden
dafiir nach der magnetischen Kennzeichnung iber large scale (LS-Sdule) gege-
ben, welche ferromagnetischen Kugeln enthalten und in ein magnetisches Feld
des MACS-Separators eingespannt sind. Die LS-Saulen bestehen aus Plastik und
kénnen eukaryonte Zellen, Bakterien, Viren und subzelluludres Material mit ei-
nem Durchmesser kleiner als 30 pm separieren. Eine verwendete Sdule besitzt die
Kapazitit fiir 1x10® bis 2x10°magnetisch markierter Zellen. Dabei werden die
CD4+ und CD8+ markierten T-Zellen im Magnetfeld zuriickbehalten, so dass
im Durchfluss nicht markierte Ziel-Zellen (CD4- und CD8- T-Zellen) enthalten
sind.

2.2.3 Praktische Durchfiihrung des ELISPOT-Assay

Zur Herstellung des ~y-Interferon-ELISPOT-Assays wurden unter sterilen Be-
dingungen (HeraSafe, Heraeus Instruments, Germany) in die Vertiefungen ei-
ner 96-well-Multiscreen- Platte (0,45 pm Porengrofe) (Millipore MAHA S4510,
Tullagreen, Ireland) in einer Verdiinnung von 1:100 der Coating-Antikorper, das
heift 1 pl Anti-human IFN-y mAb 1-D1K, purified (Mabtech, Hamburg, Ger-
many) mit 100 nl DPBS (Lonza, Verviers, Belgium) pipettiert. Bei 4° Celsius
wurden die Platten {iber 24 Stunden inkubiert.

Nach der Inkubationszeit wurden nicht gebundene monoklonale Antikérper auf
dem Nitrocelluloseboden der ELISPOT-Platten durch Waschpuffer entfernt. Die
wells wurden drei Mal mit anschliefender fiinf miniitiger Inkubationszeit mit je
150 ul DPBS/well gewaschen, welche mit Hilfe einer Mulitkanalpipette (Whea-
ton Acra 851, Eppendorf) aufgetragen wurde. Abschliefend wurden die gebun-
denen Antikérper mit 150 pl RPMI/HS 10% pro well (HS = human serum)
geblockt und mindestens eine Stunde bei 37° Celsius und 5% COs im Brut-
schrank (Heraeus, Function line) inkubiert.

Parallel wurden die eingefrorenen PBMC aufgetaut und gewaschen. Die in FCS/
10% DMSO konservierten Zellen wurden mit 1 ml RPMI/FCS 10% aufgenom-
men und in ein Rohrchen (PP-Test Tubs, 15ml, Cellstar greiner bio-one, Germa-
ny), welches mit 8 ml eisgekiihltemn RPMI/FCS 10% aufgefiillt wurde, tiberfiihrt.
Anschliefend wurden die ins Medium {iberbrachten Zellen mit 1500 U/min (300
g) und 4° Celsius fiir 4 Minuten zentrifugiert. Das gewonnene Zellpellet wur-
de erneut mit 10 ml RPMI/FCS 10% gewaschen, sowie mit 1500 U/min (300
g) und 4° Celsius fiir 4 Minuten zentrifugiert. Nach dem zweiten Waschschritt
wurde das Pellet nun mit 10 ml RPMI/FCS 10% aufgenommen und 25 ul der
Zellsuspension wurden auf eine Neubauer-Zdhlkammer pipettiert, um die Zell-
zahl unter dem Mikroskop manuell zu bestimmen. Die verbleibende Suspension
wurde vor der MACS-Zell-Isolierung mit 1500 U/min (300 g) und 4° Celsius fiir
4 Minuten zentrifugiert und eisgekiihlt.

Fiir die MACS-Cell-Separation wurden die entsprechenden Zellzahlen der PBMC
mit AntiCD8-Antikorper bzw. AntiCD4-Antikérper inkubiert, welche mit ma-
gnetischen MACS MicroBeads markiert sind, so dass CD4+ und CD8+ T-Zellen
gewonnen werden konnten. Nach der letzten Zentrifugation wurde der Uberstand
genau abpipettiert und das Zellpellet mechanisch gelést. Pro 1 x 107 Zellen
wurden zuerst 20 pl MicroBeads (CD4: 5050330053, CD8: 5050419059, Miltenyi
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biotec, Germany) und 80 pl MACS-Puffer, welcher vorher steril filtriert wur-
de (Steritop, Vaccum Driven Disposable Bottle Top Filter, 0,22 pm, Millipore,
Schwalbach, Germany) in errechneter Menge zugegeben. Es erfolgte eine Inku-
bation mit 4° Celsius fiir 15 Minuten, wobei nach der Hélfte der Zeit die Suspen-
sionen mechanisch aufgeschiittelt wurden, um zu gewé#hrleisten, dass moglichst
viele Zellen mit dem AntikOrper reagieren. Parallel dazu wurden die MACS-
Separation Sdulen (MACS Separation Columns LS, Miltenyi biotec, Germany
130-042-401) mit 4 ml eisgekiihlten MACS-Puffer gewaschen. Die inkubierten
Zellen wurden mit 4 ml MACS-Puffer aufgenommen und mit 1500 U/min (300
g) bei 4° Celsius fiir 5 Minuten zentrifugiert, um nicht gebundene Antikérper zu
entfernen. Nachdem der Uberstand abdekantiert wurde, ist das Pellet mit 4 ml
MACS-Puffer aufgenommen worden. Es wurde in die Magnetsdule pipettiert,
welches mit einem Zellsieb (BD Falcon Cellstrainer 40pm Nylon, Bedford USA)
versehen war. Nachdem die Suspension vollstéindig durchgelaufen war, wurde
das Rohrchen mit der ehemals inkubierten MicroBeads-Zellsuspension mit 4 ml
MACS-Puffer ausgespiilt. Dieses Volumen wurde ebenfalls {iber das Zellsieb und
die Magnetsiule gegeben, um moglichst alle Zellen zu gewinnen. Abschliefsend
wurde das Zellsieb verworfen und direkt 4 ml MACS-Puffer auf die Sdule pi-
pettiert. Nachdem die Zellen komplett durch die magnetischen Sdulen gelaufen
waren, wurden sie nun bei 1500 U/min (300 g) bei 4° Celsius tiber fiinf Minuten
zentrifugiert. Siehe auch Abb2.7]

Abbildung 2.7: Foto der MACS-Cell-Separation

Der Abstand iiber dem Pellet wurde genau abpippettiert und in RPMI/HS 10
% gelost. Dabei war die Grofe des Pellet abzuschétzen (Volumen ca. 50 pl) und
entsprechend der erwarteten Zellzahl zu 16sen. Bei sehr kleinem Pellet wurde
dieses zum Beispiel in 350 nl Medium gelost, bei groferen Pellets konnten bis
zu 950 nl Medium verwendet werden. Als Zielgrofe galt, dass die Zellen spéter
in 50 pul des HS-Medium pro well geldst sein sollten. 10 ul des Zell-RPMI/HS
10% wurden nun direkt auf die Neubauer-Zahlkammer gegeben. Die tatsichlich
gezihlte Zellzahl der spezifischen T-Zellen, wurde spéter in gewiinschter Zellkon-
zentration auf die wells aufgebracht, welche im ersten Schritt mit einem gegen
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~-Interferon gerichteten Antikorper beschichtet wurde. Es wurde eine Zellzahl
von 3 x 10° /well bis max. 10 x 10° /well e der isolierten Zellen eingesetzt. Ent-
sprechend der errechneten well-Anzahl wurden die geldsten Zellen mit RPMI/HS
10 % aufgefiillt.

Der Uberstand der inkubierten Microtiterplatte wurde abgeschiittet und die Zel-
len (50 pl pro well), sowie die Antigene hinzu gegeben. Als Standardansatz fiir
ca. 10 wells wurden 20 pl des VZV-Antigen (Serion KBR 1191, Viron/Serion
D, Wiirzburg, Germany) mit 500 pl RPMI/HS 10% und 5 pl Ko-Stimulanz
verwendet. Als negative Kontrolle wurden 50 ul RPMI/HS 10% pro well inku-
biert. Eine weitere negative Kontrolle stellte das Kontroll-Antigen VZV (Serion
KBR 2191, Virion/Serion D, Wiirzburg, Germany) dar, welches ebenfalls als
Standardansatz fiir 10 wells mit 20 pl CAg-VZV und 500 pul RPMI/HS 10%
hergestellt wurde. Fiir die unspezifische positive Kontrolle mit Lectin (L4144,
Lectin from Phaseolus vulgaris Leucoagglutinin, Sigma Aldrich, Steinheim, Ger-
many) wurden 1 ul PHA / well und 50 ul RMPI/HS 10% pro well verwendet. Bei
dem hier durchgefiihrten ELISPOT-Assay wurde eine Dreifachbestimmung der
CD4+ und CD8+ Zellen mit dem Antigen, bzw. den Kontrollreihen angestrebt.
Als weitere Negativ-Kontrolle wurde jedes der verwendeten Antigene einmal mit
dem Medium in Reaktion gebracht. Nach Beschichtung der ELISPOT-Platte er-
folgte eine Inkubation fiir 20 Stunden bei 37° Celsius und 5% COs. Siehe auch
Abb2g.

Die Entwicklung der Spots nach der Inkubationszeit am dritten Tag erfolgte un-
steril. Die wells der ELISPOT-Platte wurden fiinf Mal mit PBS/Tween 0,05%
und einmal mit der Multikanalpipette (100 nl/well) gewaschen und anschliefend
mit einem zweiten Antikorper beschichtet, welcher an das von den T-Zellen se-
zernierte y-Interferon andockt. Anti-h-IFN-v-mAB (7-B6-1, biotinylated, 3420-
6-1000, Mabtech, Hamburg, Germany) wurde mit PBS / BSA 0,5% (BSA =
Bovine Serum Albumine) in eine Verdiinnung von 1:500 gebracht und davon
werden 100 pl pro well pipettiert. Danach schloss sich eine zweistiindige Inku-
bationszeit bei 37° Celsius und 5 % CO» an.

Anschliefend wurden die wells wie oben beschrieben mit PBS/Tween 0,05% ge-
waschen und mit dem Avidin-Peroxidase-Komplex, der zur Farbung der enzym-
gebundenen Antikoérper dient, in Reaktion gebracht. Der Farbekomplex wurde
aus 10 ml PBS/Tween 0,1 % und einem Tropfen Reagenz A (= Avidin DH,;
Elite PK 6100 Standard, Vectastain ABC Kit, Burlingame, USA) und einem
Tropfen Reagenz B (= biotinylated Enzyme, Elite PK 6100, Vectastain ABC
Kit, Burlingame, USA) hergestellt, welcher vor dem Verwenden 30 Minuten bei
Raumtemperatur in Dunkelheit inkubiert wurde. 100 pul des Komplexes wurden
pro well pipettiert und anschlieffend 1 Stunde bei 20° Celsius gelagert.

Nach dieser Inkubationszeit erfolgte ein dreimaliger Waschgang mit PBS/Tween
0,05 % und dreimalig mit PBS. Im letzten Schritt wurden 100 pl well einer
Substratlosung in jedes well der Millipore-Platte gegeben, welcher als Enzym-
komplex den Avidin-Peroxidase-Komplex spaltete und den Spot darstellte. Da-
fiir wurden 13,5 ml Aqua dest und 1,5 ml Natrium-Acetat-Losung vermischt
und 11 ml dieses Substrates zusammen mit 46,9 ml Aqua dest und 4,6 ml
Essigsdure-Losung 0,1 N gegeben. 47,5 ml dieser Losung werden mit 2,5 ml N-
N-Dimethylformatide (D4551-500ML, Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) und
1 Tablette AEC (= 3-Amino-9-Ethylcarbazole Tablets; A6926-50TAB, Sigma-
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Aldrich, Steinheim, Germany) aufgelost. Abschliefend wurden zu diesem Volu-
men 25 pl Hy0530% pipettiert und iiber einen 0,45 pm Spritzenfilter (Millex-HV,
Millipore, Carrigtwohill, Ireland) filtriert. Nachdem die Substratlosung auf die
wells pipettiert wurde, wurde nach einer Inkubationszeit von 4 Minuten unter
20° Celsius die Farbreaktion unter fliefendem Leitungswasser abgestoppt und
die ELISPOT-Platte in Dunkelheit getrocknet. Nun konnten die Spots ausgele-
sen werden.

Tabelle im Anhang listet alle selbst hergestellten Substrate des ELISPOT-
Assay mit Zusammensetzung und Herstellernachweis auf.

Abbildung 2.8: Beispiel einer Mikrotiterplatte mit Spots.

2.3 Auswertung des ELISPOT-Assay

Zur Auswertung der entstandenen Spots standen automatisierte Bildanalyse-
systeme und die manuelle Auswertung zur Verfiigung (Cui and Chang), [1997).
Das hier verwendete System KS ELISPOT compact wurde 1997 von der Carl
Zeiss Vision GmbH (Gé&ttingen, Deutschland) entwickelt (Herr et al. [1997).
Das System besteht aus den Komponenten Mikroskop, Kamera, Scannertisch
mit Steuerung, Computer und der Analysesoftware. Siehe Abb[2.9]

Zur Auswertung wurden die ELISPOT Platten direkt in einen Halterahmen auf
dem Motortisch (Mérzhduser Motortisch 112 x 102 mm) aufgebracht oder die
Nitrocellulosebéden der Miktrotiterplatten direkt auf eine Klebefolie fixiert. Das
KS ELISPOT System compact ist mit dem Stemi 2000 C Mikroskop und einer
Farbkamera (Hitachi HV-C20A) ausgestattet, welche die Zytokin-Spots in den
wells aufnehmen. Die Priméireinstellung erfolgte manuell mittels Joystick. Die
Beweglichkeit bei der spédteren Auswertung ist mit Hilfe einer automatischen
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Steuerung und der Software mdglich.

Abbildung 2.9: Foto des KS ELISPOT compact von Carl Zeiss Vision GmbH

Pro well wurde eine Auswertung in zwei Mikroskopvergréfserungen durchgefiihrt.
Mit einem 0.65-Zoom wurde ein Bild pro well aufgenommen, wobei Spots ab ei-
nem Durchmesser von 30 pm erfasst werden konnten. Bei einem Zoom von 1.25
wurden vier Einzelaufnahmen pro well erzeugt und dann zu einem Gesamtbild
zusammengefasst, wobei Spots ab einem Durchmesser von 20 pm erkannt wur-
den. Mit 24-Bit Farbtiefe (3x 8-Bit RGB) wurden diese digitalisiert und iiber
die KS ELISPOT Software 4.10 ausgewertet und gespeichert.

g Stery HR125 e I ety e 2

Abbildung 2.10: Screenshot der Auswertesoftware fiir ELISPOT-Assay

Die Auswertung der Spots mittels KS ELISPOT Software basiert auf einer Er-
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kennungsroutine, die sich auf sechs wesentliche Parameter stiitzt. Diese bestehen
aus dem Spotdurchmesser (Diameter), Farbwert (Hue), Farbséttigung (Saturati-
on), Kontrast (Contrast), Form (Shape) und der Randsteigung/Kantensteilheit
(Slope).

Dabei ist ein echter Spot ein rundes Farbareal mit am Rand flieRendem Uber-
gang zum Hintergrund und einer vom Zentrum zur Peripherie hin kontinuier-
lich abnehmenden Farbintensitdt. In Abhéngigkeit von verwendeten Reagenzi-
en konnen die Spots variieren, womit sich die Notwendigkeit der Anpassung
der Systemparameter zur Optimierung der Erkennung ergibt. Im Rahmen eines
Settings werden die oben genannten Paramter individuell auf die hier durchge-
fiihrten Proben angepasst und gespeichert. Siehe Abb2.10]

Janetzki et al. konnten zeigen, dass die automatisierte Bildauswertung gegen-
iiber der manuellen Auswertung (mittels Mikroskop und Auge) beziiglich der
Reproduzierbarkeit und Objektivierbarkeit tiberlegen ist (Janetzki et al., 2004).
Weiterhin ist belegt, dass computerassistiert die Spots exakter zu zdhlen sind,
als mit dem Stereomikroskop (Vaquerano et al., [1998).

Abbildung 2.11: a) Beispielhafte Illustration typischer Spots mit maximaler Zy-
tokinkonzentration im Zentrum.
b) Vereinzelte Spots bei ausgeprigter Schleierbildung.

Deshalb wurden in dieser Arbeit die Spots automatisch eingelesen. Daneben ste-
hen sie als gespeicherte Bilddateien fiir weitere Auswertungen zur Verfligung.
Die hier statistisch ausgewertete Anzahl der Spots wurde jedoch auf Basis der
Einstellungen manuell ausgezihlt, da sich eine mangelhafte Abgrenzung der
,wahren zu ,falschen“ Spots zeigte. Falsche Spots kdnnen als Verunreinigun-
gen oder artifizielle Farbpunkte bezeichnet werden. Es zeigte sich bei der au-
tomatischen Auswertung ein mangelhafter Farbwert, sowie Farbséttigung und
Kontrast fiir eine suffiziente automatische Auswertung, so dass “wahre” Spots
als diese nicht erkannt werden konnten. Dies ist mit der auffillig hohen Anzahl
von Monozyten wahrend des Infekts bei Patienten mit akutem Herpes Zoster zu
begriinden. Monozyten kénnen im ELISPOT-Assay einen Art Schleier erzeugen.
Zur Verdeutlichung werden in Abb[2.T1] zwei wells mit spots dargestellt.
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Fiir weitere Informationen zu dem KS ELISPOT-Reader sei auf Malkusch et al.
verwiesen (Malkuschl [2005).

2.4 Statistik

Die Ergebnisse der untersuchten Probandengruppen wurden im Vergleich zwi-
schen den Gruppen, also Zoster-Patient versus VZV-seropositiver Trager (inter-
individuell), sowie innerhalb einer Probandengruppe (intraindividuell) iiber die
drei jeweiligen Zeitpunkte ausgewertet.

Im Aktenstudium wurden die Zoster-Patienten als einzelne Gruppe dargestellt,
sowie mit denen in die Studie eingeschlossenen Zoster-Patienten verglichen. In-
nerhalb der aktenkundigen Zoster-Patienten wurden die Daten nach verglei-
chenden Kriterien, wie Geschlecht (ménnlich und weiblich), Altersspanne (<45
Jahre, 46-55 Jahre, 56-65 Jahre, 66-75 Jahre, 76-85 Jahre, >86 Jahre) und glei-
che Lokalisation des Herpes Zoster weiter untersucht.

Die beschreibende und schliefsende Statistik wurde mittels Statistikprogramm
SPSS 16.0 (Statistical Products and Service Solutions) durchgefiihrt, welches
von N. Nie und D. Bent 1965 an der Stanford University, San Fransisco entwi-
ckelt wurde. In der beschreibenden Statistik wurde der arithmetische Mittelwert
(x) und die Standardabweichung (STABW) errechnet und graphisch veranschau-
licht.

Bei der schlieffenden Statistik wurden die qualitativen Merkmale mittels Chi-
Quadrat-Test nach Pearson ausgewertet. Die Signifikanzen der quantitativen
Merkmale wurden mit Hilfe des U-Test nach Mann, Whitney (Vergleich Zoster-
Patient versus Kontroll-Gruppe) ermittelt (Mann and Whitney, [1947). Der U-
Test vergleicht zwei unabhéngige Stichproben auf Basis der Vergabe von Rang-
zahlen (Krentz, [2005). Mit dem Friedmann-Test wurde untersucht, ob es inner-
halb einer Probandengruppe zwischen den Zeitpunkten (akut, nach vier Wo-
chen, nach 6 Monaten) signifikante Unterschiede gab (abhingige Stichproben).
Ergab sich eine asymptotische Signifikanz im Friedmann-Test anndhernd p<0.05
(vgl. Tab wurden die einzelnen Merkmale paarweise mit dem Wilcoxon Test
(Wilcoxon, [1945)) zwischen jeweils zwei Zeitpunkten gepriift.

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass auf Grund der kleinen Stichproben-
grofle zum dritten Mefzeitpunkt (nach sechs Monaten) statistisch keine Aussa-
gekraft gewonnen werden kann.

Irrtumswahrscheinlichkeit‘ Bedeutung ‘ Symbol
p >0.05 nicht signifkant ns
p < 0.05 signifkankt *
p < 0.01 sehr signifkant K
p < 0.001 hoch signikant Horx

Tabelle 2.1: Signifikanzniveau (nach (Krentz, 2005))

Bei der Durchfiihrung des ELISPOT-Assay wurde eine Dreifachbestimmung pro
Antigen angestrebt, war jedoch aufgrund der niedrigen Zellzahl nicht moglich.
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Ergebnisse

3.1 Darstellung der Ergebnisse

Die Ubersicht zum Aktenstudium und der Untersuchungsbdgen, der in die Stu-
die eingeschlossenen Patienten, erfolgt zu Beginn (Aktenstudium in 3.2. und
Untersuchungsbdgen in 3.3.). Damit soll ein orientierender Uberblick iiber die
untersuchten Probanden gegeben werden. Es konnten hierbei keine Signifikan-
zen festgestellt werden. Die Daten werden sowohl graphisch gezeigt. Eine Zu-
sammenfassung der Daten zum Aktenstudium findet sich im Anhang unter 6.4.1
und die der Untersuchungssbogen unter 6.4.2.

Danach erfolgt die graphische Darstellung der signifikanten Labordaten (Blut-
bilder in 3.4., Lymphozytenstatus in 3.5., Serologie in 3.6.) und die ermittelten
Spots durch den ELISPOT-Assay (in 3.7.).

Beim Vergleich zwischen den Probandengruppen (interindividuell) werden zu-
erst die Zoster-Patienten (Zoster) und dann die VZV-seropositiven Tréiger, wel-
che zur einfachen Nennung als Kontroll-Patient (Kontroll) ausgewiesen werden,
in einer Graphik vorgestellt. Die komplett erhobenen Labodraten im Anhang
unter 6.4.2 - 6.4.7 tabellarisch gezeigt.

Beim zeitlichen Verlauf innerhalb einer Gruppe (intraindividuell) erfolgt die II-
lustration getrennt nach der Gruppe, wobei auch hier primér die Ergebnisse
der Zoster-Patienten gezeigt werden. Die Graphiken zeigen die Verdnderungen
in der Zeitachse bei akut (akuter Zosterbeginn) bzw. x0 (beliebiger Zeitpunkt),
nach vier Wochen und nach sechs Monaten.

Die Ergebnisse der signifikanten Messwerte werden durch ein Balkendiagramm
mit dem jeweiligen arithmetischen Mittelwert (Angabe als Wert gerundet auf ei-
ne Dezimalstelle) und dem positiven Fehlerindikator veranschaulicht. Das Signi-
fikanzniveau wird im Text aufgezeigt. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen
erstem und zweitem Zeitpunkt, wurde mit Pfeilen in der Graphik veranschau-
licht.

Die Anzahl der in die Statistik eingegangen Werte der Probanden ist mit "n”
unterhalb der Probandengruppe zum jeweiligen Zeitpunkt aufgefiihrt. Es fallt
auf, dass gerade bei den Subpopulationen der Lymphozyten und auch der Blut-
bilder die Anzahl der Werte oft kleiner als 22 ist. Obwohl die Patienten wie in

40
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Kapitel 2.1. beschrieben wurde, untersucht worden sind. Diese Defizite kommen
durch labortechnische Probleme und darauf folgende fehlende Bereitschaft der
Patienten zu einer weiteren Blutentnahme zu Stande. Mangelnde Teilnahme-
bereitschaft war auch ein Grund fiir die geringe Anzahl der Kontroll-Patienten
und in beiden Gruppen Teilnehmende zum dritten Untersuchungszeitpunkt nach
sechs Monaten. Weiterhin werden Werte grofer als n=22 bei der Auswertung
des ELISPOT-Assays auf Grund der maximalen Dreifachbestimmung der Anti-
gene pro Patient erzeugt.

Bei der Auswertung der Blutbilder konnten Signifikanzen zwischen den Ge-
schlechtern innerhalb der vergleichenden Gruppen festgestellt werden. Da diese
geschlechtsspezifischen Unterschiede allgemein bekannt sind und sie fiir diese
Untersuchung keine Wertigkeit besitzen, werden sie nur tabellarisch aufgefiihrt
und finden keine weitere Erlduterungen.

Die Ergebnisse, insbesondere der Immunstatus und die Daten zum ELISPOT-
Assay, wurden teilweise auf der

o XXXYV. Jahrestagung der Arbeitsgemeinschaft Dermatologische Forschung
e.V. (28.02.-01.03.2008 in Erlangen) |S.G.Schaed| (2008),

e bei der 21. Jahrestagung der Paul-Ehrlich-Gesellschaft (09.10.-11.10.2008
in Bonn) R. Baukholt| (2008),

o sowie auf der 46. Tagung der Deutschen Dermatologischen Gesellschaft
(30.03.-02.04.2011 in Dresden) |Schaed S.G| (2011) verdffentlicht.

Nach praktischem Abschluss dieser Dissertation wurde fiir den Forderzeitraum
von 2008-2011 unter dem FORUN-Antrag Nr. 889038 unter dem FORUN-Fo6rder
zweig Anschub interne Forschungsmittel der medizinischen Fakultét der Univer-
sitéit Rostock auf Grund der hier vorliegenden Daten bewilligt.

3.2 Aktenstudium

Beim Aktenstudium der Zoster-Patienten, welche in der Klinik fiir Dermatologie
und Venerologie vorstellig wurden, konnten keine Signifikanzen im Vergleich der
Patienten nach dem Jahr der Erkrankung (2006 und 2007), sowie zwischen den
Zoster-Patienten und den Studien-Patienten gemessen werden.

Es erfolgt hier keine Darstellung getrennt nach den Jahren 2006 und 2007, son-
dern die erfassten Patienten werden zusammen dargestellt. Im Jahr 2006 wurden
wéhrend der Durchfiihrung der Studie nach Aktenlage 82 Patienten und im Jahr
2007 24 Patienten erfasst, insgesamt also 106 Patienten, davon waren 22 Pati-
enten Studienpatienten.

Zuerst werden graphisch das Alter, Geschlecht, das betroffene Dermatom, die
Anzahl der betroffenen Dermatome und der Schmerzverlauf gezeigt.

In Anhang 6.4.1 werden die nicht illustrierten, im Rahmen des Aktenstudiums
ermittelten Werte als Zusammenfassung tabellarisch aufgefiihrt.

AbbJ3] illustriert die Vollstéindigkeit der Datenerfassung fiir die Patienten mit
einem Herpes Zoster nach Aktenlage. Anzumerken ist, dass nicht alle Daten,
besonders die Labordiagnostik bei jedem Patienten retrospektiv an Hand der
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Akten ermittelt werden konnten.

100% -

90%
80% -
70%
60%
50% o
40%
30% o
20%
10%
0%

Abbildung 3.1: Datenverfiigbarkeit zusammengefasst fiir das Jahr 2006
und 2007 beim Aktenstudium.

Datenmaterial in %

3.2.1 Altersklassen und Geschlecht

Die Patienten waren im Mittelwert 64,65 Jahre alt. Der jiingste Patient war 17
Jahre alt und der &lteste Patient 91 Jahre alt. In der folgenden Graphik werden
die Patienten in Altersklassen unterteilt (Abb. [3.2]). Dabei wurden sie in fol-
gende Altersklassen gegliedert: <45 Jahren, 46-55 Jahren, 56-65 Jahren, 66-75
Jahren, 75-85 Jahren, >86 Jahren.

Bei den Patienten des Aktenstudiums waren 15 Patienten <45 Jahre alt, 10
Patienten zwischen 46-55 Jahre alt, 11 Patienten 56-65 Jahre alt, 19 Patienten
66-75 Jahre alt, 22 Patienten 75-85 Jahre alt und 7 Patienten waren >86 Jahre
alt.

Bei den Studienpatienten war 1 Patienten <45 Jahre alt, 3 Patienten zwischen
46-55 Jahre alt, 5 Patienten 56-65 Jahre alt, 6 Patienten 66-75 Jahre alt, 6
Patienten 75-85 Jahre alt und 1 Patient war >86 Jahre alt. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Studienpatienten und allen an Zoster
erkrankten Patienten gemessen werden.

Daten nicht vorhanden

M Daten vorhanden
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Abbildung 3.2: Altersklassen nach Patienten, die im Aktenstudium er-
fasst wurden im Vergleich zu Studienpatienten.
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Abbildung 3.3: Geschlecht innerhalb der Altersklassen. Die Abbildung
zeigt die Absolutzahlen analog zu den o.g. Altersklassen unterteilt nach dem
Geschlecht.

Eine weitere Abbildung (Abb). gibt die Geschlechtsverteilung innerhalb
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der untersuchten Altersgruppen wieder. Insgesamt wurden 55 weibliche und 51
maéannliche Patienten untersucht. Im Jahr 2006 waren von 82 Patienten 45 weib-
lich und 37 ménnlich. Im Jahr 2007 wurden wéhrend des Zeitraumes der Studie
24 Zoster-Patienten betreut, wovon 10 weiblich und 14 ménnlich waren. Bei den
Patienten waren 7 Frauen und 9 Minner <45 Jahre alt, 4 Frauen und 9 Ménner
waren zwischen 46-55 Jahre alt, 8 Frauen und 8 Manner waren zwischen 56-65
Jahre alt, 12 Frauen und 13 Méanner waren zwischen 66-75 Jahre alt, 18 Frauen
und 10 Méanner waren zwischen 75-85 Jahre alt und 6 Frauen und 2 Ménner
waren >86 Jahre alt.

3.2.2 Dermatome

In den beiden untersuchten Jahren wurde eine Erkrankung im Dermatom Tri-
geminus 1 bei 39,5% (n=49) aller Patienten diagnostiziert. Das Dermatom Tri-
geminus 2 war bei 4% (n=>5) und das Dermatom Trigeminus 3 war bei 1,6%
(n=2) aller Patienten betroffen. Der Zoster zeigte sich bei 10,5% (n=13) aller
Patienten in den cervikalen Dermatomen. In den thorakalen Dermatome wa-
ren 26,6% (n=33) aller Patienten erkrankt. Ein Herpes Zoster wurde bei 12,1%
(n=15) aller Patienten in den lumbalen Dermatomen erhoben. Bei 5,6% (n=7)
aller Patienten fand eine kutane Reaktivierung des VZV-Virus in den sakralen
Dermatomen statt. Ein Patient hatte ein Zoster sine herpete (graphisch nicht
dargestellt). Graphisch sind die Werte der Abb zu entnehmen. Anzumerken
ist, dass mehr als ein Dermatom bei einer akuten Zostererkrankung betoffen
sein kann. Daher ist die Absolutzahl der betoffenen Dermatome n=124 bei ins-
gesamt 106 Patienten nach Aktenstudium. Siehe auch folgende Abb[3.6]

M Trigeminusl

M Trigeminus 2

B Trigeminus 3

B Cervikal

B Thorakal
Lurnbal

m Sakral

Abbildung 3.4: Betroffene Dermatome. Angabe der betroffenen Dermatome
in Absolutzahlen.

In der AbbB3l werden die betroffenen Dermatome zusammen fiir das Jahr 2006
und das Jahr 2007 getrennt nach dem Geschlecht aufgezeigt. Das Dermatom Tri-
geminus 1 war bei 17,7% (n=22) aller Frauen und 21,8% (n=27) aller M&nner
betroffen (insgesamt Frauen und Méinner n=49). Im Dermatom Trigeminus 2
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waren 1,6% (n=2) aller Frauen und 2,4% (n=3) aller M&nner erkrankt (insge-
samt Frauen und Ménner n=5). Eine Manifestation im Dermatom Trigeminus
3 war bei keiner (n=0) Frau und bei 1,6% (n=2) aller Manner zu erheben (ins-
gesamt Frauen und Ménner n=2). In den cervikalen Dermatome fand sich ein
Herpes Zoster bei 6,5% (n=8) aller Frauen und 4,0% (n=5) aller Ménner (insge-
samt Frauen und Ménner n=13). In den thorakalen Dermatome zeigte sich bei
14,5% (n=18) aller Frauen und 12,1% (n=15) aller Méanner eine Zostererkran-
kung (insgesamt Frauen und Méanner n=33). Die lumbalen Dermatome waren
bei 7,3% (n=9) aller Frauen und 4,8% (n=6) aller Manner betroffen (insgesamt
Frauen und Méinner n=15). Eine kutane Reaktivierung fand in den sakralen
Dermatomen bei 3,2% (n=4) aller Frauen und 2,4% (n=3) aller Méanner statt
(insgesamt Frauen und Méinner n=7). Es waren keine Signifikanzen zwischen
den Geschlechtern bzgl. eines betroffenen Dermatom messbar.

30
27,0
25
22,0
20 1 18,0
15,0
15
10 A 8.0 9.0
>0 - 4.0
5 '
2.0 3,0 2.0 3,0
0.0
0
Trigeminus 1 Trigeminus 2 Trigeminus 3 Cervikal Tharakal Lumbal Sakral

Abbildung 3.5: Betroffene Dermatome nach dem Geschlecht. Angabe der
betroffenen Dermatome in Absolutzahlen.

Die Analyse der Anzahl der betroffenen Dermatome ergab, dass bei 106 Patien-
ten insgesamt 124 Dermatome betroffen waren (da bei einem Patienten mehrere
Dermatome betroffen sein kénnen). Die drei Aste des N. trigeminus (V1-V3)
wurden jeweils als einzelnes Dermatom gezdhlt. Waren jedoch z.B. C1-C3 be-
troffen, wurden diese als ein Dermatom benannt. Diese Auswertung wurde vor-
genommen, da in den Akten nicht alle betroffenen Dermatome genau benannt
wurden (z.B. nur Thorakal, exakt wére jedoch z.B. Th8). So fehlte weiterhin
auch héufig die Seitenangabe der Lokalisation.

Ein Patient (0,9%) litt unter einem Zoster sine herpete. Bei 88 Patienten (83,0%)
war ein Dermatom betroffen. Bei 16 Patienten (15,1%) wurde eine Zostererkran-
kung in zwei Dermatome diagnostiziert. Bei einem Patienten (0,9%) wurde eine
Manifestation in vier Dermatomen dokumentiert. Bei 14 Patienten (13,2%) wur-
de in den Akten eine Generalisation notiert (graphisch nicht dargestellt). Die
AbbJ3:6] zeigt absolut die Haufigkeit der betroffenen Dermatome. .

weiblich

mannlich
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W Zostersine herpete
1 Dermatom
W 2 Dermatome

B 4 Dermatome

Abbildung 3.6: Anzahl der betroffenen Dermatome. Angabe in Absolut-
zahlen

3.2.3 Schmerzskala

Zeitpunkt Akut Die Abb[377 veranschaulicht die erhobenen Daten zur An-
gabe der Schmerzen bei akutem Herpes Zoster auf der Visuelle-Analog-Skala
(VAS). Nach Aktenlage konnten retrospektiv fiir 60 Patienten (56,6% aller un-
tersuchten Patienten mit akutem Zoster) Messwerte erhoben werden. Wie in
Abb. 3.1. dargelegt, konnten bei fehlender Angabe in den Krankenakten nicht
alle Schmerzverldufe ermittelt werden.

Werden die einzelnen Stufen der VAS betrachtet, waren 13 Patienten schmerz-
frei (VAS = 0), was einem Anteil von 21,7% entspricht. 4 Patienten (6,7%)
gaben Schmerzen der VAS 1 an, 5 Patienten (8,3%) benannten den Schmerz
auf der VAS mit 2 und auf der VAS 3 ordneten sich 2 Patienten (3,3%) ein.
Den akuten Zosterschmerz betitelten 4 Patienten (6,7%) mit VAS 4. 8 Patien-
ten (13,3%) fanden sich auf der VAS 5, 4 Zosterpatienten (6,7%) auf der VAS
6 und 7 Patienten (11,7%) auf der VAS 7 wieder. Starke Schmerzen mit der
VAS 8 gaben 6 Patienten (10%) an, 3 Patienten (5%) ordneten ihren subjektiv
empfundenen Schmerz auf der VAS 9 und 4 Patienten (6,7%) auf der VAS 10 ein.

> -
v

Abbildung 3.7: Schmerzskala zum Zeitpunkt akut. VAS = Visuelle-Analog-
Skala (0-10). a) Angabe in Absolutzahlen und b) in Prozent.
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Bei der Wiedervorstellung in der Klinik fiir Dermatologie und Venerologie
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konnte bei 52 Patienten nach Aktenlage die Schmerzskala nach vier Wochen
ermittelt werden. Von diesen Patienten gaben 36 Patienten (69,2%) Schmerz-
freiheit (VAS = 0) an. 1 Patient (1,9%) bezifferte die Schmerzen auf der VAS
mit 1/10, 4 Patienten (7,7%) gaben ihr Schmerzempfinden mit VAS 2 an, 1
Patient (1,9%) mit VAS 3 und 3 Patienten (5,8%) mit VAS 4. Auf der VAS 5
fanden sich 2 Patienten (3,8%) wieder, auf der VAS 6 3 Patienten (5,8%) und
auf der VAS 7 kein Patient. Ein Patient (1,9%) ordnete seinen Schmerz auf der
VAS 8 ein, kein Patient auf der VAS 9 und ein Patient auf der VAS 10 (1,9%).
Die Absolut- und Prozentzahlen sind der AbbB.8l zu entnehmen.

EYASO

EVAS1

n
EWVAS2 VAs0

n
WYAS3 vast

n
BVAS4 vasz

vass WVAS3

VASE WVAS4

vasT WVASS

W VASE
VASE

VASE

HVASS

a) VAS10 b)

VAS10

Abbildung 3.8: Schmerzskala zum Zeitpunkt nach vier Wochen. VAS =
Visuelle-Analog-Skala (0-10). a) Angabe in Absolutzahlen und b) in Prozent.

3.3 Untersuchungsbogen

Es wurden 22 Patienten (9 weibliche und 13 ménnliche Patienten) mit akutem
Herpes Zoster in der Studie untersucht. Als Kontrollgruppe wurden 18 VZV-
seropositive Tréger (8 weibliche und 10 ménnliche Patienten) eingeschlossen. Die
Zoster-Patienten wurden aus den 106 Patienten, die mit einem Herpes Zoster,
die in der Klinik fiir Venerologie und Dermatologie vorstellig wurden, akquiriert.
Insgesamt wurden von den 106 Patienten (Aktenstudium) 22 Patienten in die
Studie eingeschlossen. Bei diesen 22 Zoster-Patienten erfolgten die in Kapitel
2.1.2. genannten Untersuchungen zum Zeitpunkt akut, bei 21 Patienten nach
vier Wochen und bei 6 Patienten nach sechs Monaten. Der ELISPOT wurde fiir
die genannten Zeitpunkte einmal durchgefiihrt und bei 5 dieser Patienten als
Wiederholung zum Nachweis der Reproduzierbarkeit zwei Mal.

Bei den 18 VZV-seropositiven Trigern erfolgten die Untersuchungen zum Zeit-
punkt x0 (beliebiger Zeitpunkt der 1. Untersuchung), bei 17 Patienten nach
vier Wochen und bei 3 Patienten nach sechs Monaten. In dieser Patientengrup-
pe wurde der ELISPOT bei 18 Patienten einmal und bei 3 Patienten zwei Mal
(als Wiederholung) durchgefiihrt.

Im arithmetischen Mittelwert lag das Alter der Zoster-Patienten bei 67,7 Jahren
und der VZV-seropositiven Triger bei 68,3 Jahren.

In den Untersuchungsbigen wurden subjektive Merkmale (z.B. Paristhesien,
Schmerzen) und die Anamnese der in die Studie eingeschlossenen Patienten mit
Herpes Zoster und VZV-seropositive Tréger (Kontroll-Patienten) erhoben. Im
Anhang sind in der Tab[6.10] und der Tab5.11] nur Merkmale dargestellt, die
bei einer der untersuchten Probandengruppe oder bei beiden Probandengrup-
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pen vorhanden waren. Die Untersuchungsbogen sind in Kapitel 6.2. exemplarisch
dargestellt.

3.4 Blutbild und mikroskopische Differenzierung

An dieser Stelle sei auf Tabelle[6.25] im Anhang hingewiesen. Dort werden die fiir
diese Arbeit verwendeten laborspezifischen Laborwerte des Blutbildes und der
mikroskopischen Differenzierung gegeben. Weiter findet sich im Anhang unter
6.4.3 eine Zusammenfassung aller erhobenen Daten zum Blutbild, sowie mikro-
skopische Differenzierung und unter 6.3.3 die tabellarische Auflistung der signi-
fikanten geschlechtsspezifischen Unterschiede innerhalb der Probandengruppen.

3.4.1 Lymphozyten

Vergleich innerhalb der Probandengruppe

Bei den Zoster-Patienten war ein signifikanter Unterschied mit p=0.046 zwi-
schen dem akuten Zoster-Beginn und der Verlaufskontrolle nach sechs Monaten
messbar. AbbB9 demonstriert den zeitlichen Verlauf. Zu den ersten beiden
Messzeitpunkten konnten mit 21,94+15,2% bei Zoster akut und nach vier Wo-
chen mit 22,3+12,1% nahezu identische Werte ermittelt werden. Bei Betrach-
tung der letzten Messung nach sechs Monaten ist ein prozentualer Anstieg der
Lymphozytenzahl auf 28,04+13,4% zu beobachten.
Die gemessenen Zellzahlen lagen alle im Normbereich (20-42%).
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Abbildung 3.9: Zoster-Patient. Im zeitlichen Verlauf zeigte sich ein signifikan-
ter Anstieg zwischen dem ersten und letzten Messpunkt.

3.4.2 Thrombozyten

Vergleich innerhalb der Probandengruppe
Die untersuchten Zoster-Patienten zeigten zwischen der ersten und zweiten
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Messung einen hoch signifikanten (p=0.001) Anstieg der Thrombozyten. Zum
akuten Zosterbeginn wurde ein Wert von 207,1479,1 x10°/1 gemessen, nach
vier Wochen lag dieser bei 282,2+124,5 x10°/1 (Abb[3.10]). Im Verlauf zum
Zeitpunkt nach sechs Monaten sank die Zellzahl auf 237,0+79,2 x10° /1 und lag
damit weiter erh6ht gegeniiber dem akuten Krankheitsbeginn.

Alle gemessenen Werte der Zoster-Patienten lagen innerhalb der Normwerte
(150-450 x10°/1).
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Abbildung 3.10: Zoster-Patient. Es konnte eine hoch signifikante Erhohung
dieser Zellpopulation zwischen der akuten Erkrankung und der ersten Verlaufs-
untersuchung eruiert werden.

3.4.3 Eosinophile Granulozyten
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Abbildung 3.11: Prozentualer Anteil der eosinophilen Granulozyten der
Zosterpatienten im Vergleich zu VZV-seropositiven Kontrollperso-
nen.
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Vergleich Zoster-Patient versus VZV-seropositiver Triger Zum ers-
ten Untersuchungszeitpunkt betrugen die Zellzahlen bei den Zoster-Patienten
2,0+1,9% und bei den Kontrollpersonen 3,34+3,4% (p=0.362). Es konnte ei-
ne signifikante (p=0.030) Erhoéhung des prozentualen Anteils der eosinophilen
Granulozyten bei den Zoster-Patienten mit 2,84+1,9% gegeniiber der Kontroll-
Gruppe mit 1,54+1,6% zum Untersuchungszeitpunkt nach vier Wochen fest-
gestellt werden. Auch zum dritten Untersuchungszeitpunkt nach sechs Mona-
ten wurde ein signifikanter (p=0.027) Unterschied zwischen den Gruppen ge-
messen. Der prozentuale Anteil der eosinophilen Granulozyten stieg bei den
Zoster-Patienten auf 4,5+3,6% und sank bei den VZV-seropositiven Tragern
auf 0,3+0,6% (AbbB.11]).

Damit lagen die gemessenen Werte zu allen Zeitpunkten bei allen Patienten
innerhalb der Normwerte <5%.

Vergleich innerhalb der Probandengruppe

Fiir die Kontrollgruppe der VZV-seropositiven Triger ergab sich im zeitlichen
Verlauf ein signifikanter Unterschied beim Vergleich zwischen den Zeitpunkten
x0 (3,34+3,4%) und der Untersuchung nach vier Wochen (1,5+1,6%) mit p=0.023
(AbbB.12]). Im Vergleich zum Zeitpunkt nach sechs Monaten 0,3+0,6% war
keine Signifikanz messbar. Es wurden keine Abweichung von den Normwerten
(<5%) festgestellt.
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Abbildung 3.12: Kontroll-Gruppe. Im zeitlichen Verlauf zeigt sich eine Sen-
kung des prozentualen Anteils der eosinophilen Granulozyten, welche zwischen
den ersten beiden Messpunkten signifikant war.

3.4.4 Neutrophile Stabkernige

Vergleich Zoster-Patient versus VZV-seropositiver Triger

Zum Zeitpunkt der akuten Zoster-Erkrankung bzw. x0 wurde ein hoch si-
gnifikanter Unterschied (p=0.001) des prozentualen Anteils der neutrophilen
Stabkernigen der Zosterpatienten im Vergleich zu denen der VZV-seropositiven
Kontrollpatienten gemessen. Der prozentuale Anteil der Zoster-Patienten war
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mit 10,3+11,6% im Vergleich zu den VZV-seropositiven Tragern mit 2,4+3,3%
erhoht. Die folgende Abbildung (Abb[3.13]) veranschaulicht die Ergebnisse die-
ser Messung. Nach vier Wochen war bei den Zoster-Patienten der prozentuale
Anteil auf 5,5+5,3% erniedrigt und die der Kontrollgruppe auf 6,5+4,8% ange-
stiegen. Bei der letzten Untersuchung nach sechs Monaten betrug der Anteil der
an einem Zoster erkrankten Patienten 3,2+1,5% und die der VZV-seropositiven
Trager 4,7+3,5%.

Die gemessenen Mittelwerte lagen sdmtlich, aufser bei den Zosterpatienten beim
akuten Krankheitsbeginn, unterhalb der Norm <8%.
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Abbildung 3.13: Prozentualer Anteil der Neutrophilen Stabkernigen der
Zosterpatienten im Vergleich zu VZV-seropositiven Kontrollperso-
nen.
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Abbildung 3.14: Kontroll-Patient. Hier verdeutlicht die Graphik den Anstieg
des prozentualen Anteils der Neutrophilen Stabkernigen im zeitlichen Verlauf,
welcher sich signifikant zwischen den ersten beiden Messpunkten zeigte.
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Vergleich innerhalb der Probandengruppe
Bei den VZV-seropositiven Kontroll-Patienten zeigte sich ein signifikanter Un-
terschied bei der Betrachtung zwischen den Zeitpunkten der Untersuchung.

Zum ersten Messpunkt x0 betrug der prozentuale Anteil der neutrophilen Stab-
kernigen 2,4+3,3% und stieg zum zweiten Messpunkt signifikant (p=0.045) auf
5,6+4,9% ab. Nach sechs Monaten fiel der prozentuale Anteil auf 4,7+3,5% ab

(AbbB1d}).

3.5 Immunstatus

An dieser Stelle sei auf Tabelle im Anhang hingewiesen. Sie enthélt die in
dieser Arbeit verwendeten laborspezifischen Referenzwerte fiir die Lymphozyten
Subpopulationen. Unter 6.4.5 sind im Anhang alle Daten zum Immunstatus
aufgefiihrt.

3.5.1 Gesamt-Lymphozyten

Vergleich Zoster-Patient versus VZV-seropositiver Triger

Bei den Absolutzahlen waren fiir den Zeitpunkt akut bzw. x0 die Anzahl der
Gesamt-Lymphozyten bei den Zoster-Patienten mit 1361,4+ 891,6/ul zu dem
Wert der Kontrollgruppe aus VZV-seropositiven Tragern mit 2516,7 +1583,0/ul
sehr signifikant (p=0.003) erniedrigt. Bei der Verlaufskontrolle nach vier Wochen
waren die Werte der Zoster-Patienten weiter signifikant mit 1578,6 +641,3/ul
gegeniiber der Kontrollgruppe mit 2132,4+ 929,7/ul (p=0.047) erniedrigt. Nach
sechs Monaten glichen sich die Absolutzahlen der Gesamt-Lym phozyten der
Zoster-Patienten denen der Kontroll-Patienten mit 1730,0 & 780/pl zu 1573,3 /ul
+ 851,5/ul wieder an (p=0.796) (Abb[3.15]).
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Abbildung 3.15: Anzahl der Gesamt-Lymphozyten der Zosterpatienten
im Vergleich zu VZV-seropositiven Kontrollpersonen.
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Die Werte der Zosterpatienten befanden sich zum akuten Zeitpunkt und nach
vier Wochen unterhalb der Normwerte (1600-2400/ul). Nach 6 Monaten lagen
die Werte im Normbereich, die gemessenen Werte der VZV-seropositiven Tra-
gern lagen zu allen drei Zeitpunkten im Normbereich.

Die Gesamt-Lymphozyten wurden nicht nur absolut, sondern auch prozentual
als Anteil der Lymphozyten am Gesamtblutbild ermittelt. Dieser prozentuale
Anteil war fiir den Zeitpunkt akut bzw. x0 bei den Zoster-Patienten mit 23,2
+19,4% gegeniiber den VZV-seropositiven Trégern mit 31,2+12,1% sehr signifi-
kant (p=0.015) erniedrigt. Nach vier Wochen erholten sich die Werte der Zoster-
Patienten mit 25,9+11,4% und waren damit dhnlich zu den Zellzahlen zum ers-
ten Messzeitpunkt unterhalb der Normgrenze (28-29%) weiter verringert. Die
Zellzahlen der Kontrollgruppe lagen mit 27,7+9,6% nahezu gleichbleibend er-
niedrigt vor. Somit waren die Zellzahlen im Vergleich statistisch gesehen gleich
(p=0.566). Nach sechs Monaten war der prozentuale Anteil der Zoster-Patienten
im Vergleich der Kontroll-Gruppe mit 31,048,8% zu 26,34+11,2% leicht erhoht
(p=0.795) (AbbJ3.16]).

Der Normbereich fiir die Gesamt-Lymphozyten liegt bei 28-29%, d.h. bei den
Patienten mit einem akuten Zoster lagen die Werte bei den ersten beiden Mess-
zeitpunkten unterhalb der Norm und nach 6 Monaten oberhalb der Norm.
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Abbildung 3.16: Prozentualer Anteil der Gesamt-Lymphozyten der Zos-
terpatienten im Vergleich zu VZV-seropositiven Kontrollpersonen.

3.5.2 T-Lymphozyten

Vergleich Zoster-Patient versus VZV-seropositiver Triager

Es zeigt sich bei der ersten Untersuchung eine sehr signifikante (p=0.004)
Erniedrigung der Absolutzahlen der T-Lymphozyten bei den Zoster-Patienten
mit 989,0+711,8/ul gegeniiber der Kontrollgruppe mit 1845,0+1391,5/ul. Nach
vier Wochen war die Zellpopulation der an einem Zoster erkrankten Proban-
dengruppe mit 1199,1+489,1/ul gegeniiber der Gruppe der VZV-seropositiven
Trégern 1534,7+839,1/ul noch erniedrigt, jedoch nicht signifikant (p=0.223).
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Bei einer Kontrolle der Zellzahlen nach sechs Monaten waren die Absolutzahlen
der Zosterpatienten mit 1381,74+682,7/ul im Vergleich der Absolutzahlen der
Kontrollpatienten mit 1136,7+653,1/ul erhdht (p=0.302). (Abb[3.17).

Die Messwerte der Zosterpatienten lagen zum ersten Untersuchungszeitpunkt
unterhalb des Normbereiches (1100-1700/ /) und zum Zeitpunkt nach 4 Wochen
und nach 6 Monaten innerhalb des normalen Bereiches. Die Kontrollpatienten
hatten bei allen drei Messungen Zellzahlen, die innerhalb des Normbereiches
lagen.
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Abbildung 3.17: Anzahl der T-Lymphozyten der Zosterpatienten im
Vergleich zu VZV-seropositiven Kontrollpersonen.

Die Messwerte des prozentualen Anteils der T-Lymphozyten an den Gesamtlym-
phozyten zeigt sich zum ersten Untersuchungszeitpunkt (akut bzw. x0) bei den
Zosterpatienten mit 76,947,9% gegeniiber den Kontrollpatienten mit 71,4+9,5%
leicht erh6ht (p=0.062).

149 1 O Zoster
*

T 0=0.023 Kontroll

32 80 4 T 4‘ I

[ 758 T 78,7

'c T | 71 74.2 . 727

3 60 -+

==

~

2

o 40 4

E

=]

- 20 -
n=12 | n=18 n=22 | n=17 n=6 | n=3

a : : !

akut/x0 nach 4 Wochen nach 6 Monaten

Abbildung 3.18: Prozentualer Anteil der T-Lymphozyten der Zosterpa-
tienten im Vergleich zu VZV-seropositiven Kontrollpersonen.



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 95

Nach vier Wochen wurden signifikant (p=0.023) erhéhte Prozentzahlen der
Zoster-Patienten mit 74,24+15,9% im Vergleich zu denjenigen der VZV-seropositiven
Trigern (68,8+10,0%) gemessen. Zum Zeitpunkt nach sechs Monaten waren die
Werte im Vergleich der Zosterpatienten mit 78,74+2,9% mit denen der Kontroll-
patienten 72,7+12,7% wenig erh6ht (p—0.437). Abb stellt den Verlauf der
prozentualen Zellzahlen der T-Lym phozyten dar.

Die Zellzahlen der Zosterpatienten und der Kontrollpatienten lagen zu jedem
Zeitpunkt innerhalb des Normbereiches (67-76%).

3.5.3 B-Lymphozyten

Vergleich Zoster-Patient versus VZV-seropositiver-Triger

Bei der Zellpopulation der B-Lymphozyten zeigt sich zum Zeitpunkt akut/x0
eine sehr signifikante (p=0.006) Verminderung der Absolutzahlen in der Zos-
tergruppe. Diese betrugen 98,4+84,7/ul, wihrend bei der Kontroll-Gruppe ein
Mittelwert von 201,1+163,6/ul messbar war. Nach vier Wochen waren die Wer-
te der Zoster-Patienten mit 112,8468,8/ul gegeniiber den VZV-seropositiven
Trigern mit 173,5 £112,5/ul weiter erniedrigt (p=0.108). Bei einer Kontrolle
nach 6 Monaten waren die Zellzahlen im Mittel beider untersuchten Gruppen
gleich hoch (Zosterpatienten 140+66,3/ 1! und Kontrollpatienten 1404+149,3 /ul)
(p=0.439) (AbbJ3.19]).
Der Normbereich der B-Lymphozyten liegt zwischen 200-400/x0 und damit lie-
gen die gemessenen Zellzahlen der Zosterpatienten zu allen drei Messzeitpunkten
unterhalb des Normbereichs. Bei den Kontrollpatienten lagen die Werte nach 4
Wochen und nach 6 Monaten unterhalb von 200/ pl.
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Abbildung 3.19: Anzahl der B-Lymphozyten der Zosterpatienten im
Vergleich zu VZV-seropositiven Kontrollpersonen.

Zum Zeitpunkt akut/x0 waren auch die B-Lymphozyten prozentual bei den
Zoster-Patienten mit 8,3+4,9% gegeniiber der Kontrollgruppe mit 7,9+3,6% er-
niedrigt (p=0.806). Nach vier Wochen waren die Werte der Zoster-Patienten
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mit 7,14+3,6% gegentiber den VZV-seropositiven Trigern (8 +3,3%) erhdht.
Dieser messbare Unterschied war statistisch nicht signifikant (p=0.385). Bei ei-
ner Kontrolle nach 6 Monaten war der prozentuale Anteil der B-Lymphozyten
bei den Zosterpatienten mit 8,3+2,7% im Vergleich mit den Werten der VZV-
seropositiven Triiger mit 7+2,6% erhoht (p—0.439) (AbbJ3.20}).

Bei den Zoster- und Kontrollpatienten lagen zu allen drei Messzeitpunkten der
prozentuale Anteil der B-Lymphozyten unterhalb der Normwerte (11-16%).
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Abbildung 3.20: Prozentualer Anteil der B-Lymphozyten der Zosterpa-
tienten im Vergleich zu VZV-seropositiven Kontrollpersonen.

3.5.4 T-Suppressorzellen
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Abbildung 3.21: Anzahl der T-Suppressorzellen der Zosterpatienten im
Vergleich zu VZV-seropositiven Kontrollpersonen.

Vergleich Zoster-Patient versus VZV-seropositiver Triager
Die Absolutzahlen der T-Suppressorzellen waren in der Untersuchung zum
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Zeitpunkt akut/x0 bei den Zoster-Patienten im arithmetischen Mittelwert mit
371,9+359,6/ul im Vergleich zu denen der Kontroll-Patienten mit 555,0+492,2/
ul signifikant (p=0.047) erniedrigt. Im Verlauf nach vier Wochen erhalten sich
die Werte der Zosterpatienten mit 467,1+272,3/ul und waren gegeniiber den
Kontrollpatienten mit 430,6+254,7/ul leicht erhdht (p=0.547). Im Vergleich
zum dritten Untersuchungszeitpunkt nach sechs Monaten zeigten sich bei der
Zostergruppe (455+247,4/ul) gegeniiber der Kontrollgruppe (270,0£173,5/ ul)
erhhte Werte, die jedoch nicht signifikant waren (p=0.243)(Abb[3.21]).

Aufser zum ersten Messzeitpunkt x0 der Kontrollpatienten lagen alle Messwer-
te der Zoster- und Kontrollpatienten aufserhalb des Normbereichs von 500 bis
900/ ul.

Bei der Analyse des prozentualen Anteiles der T-Suppressorzellen zum Zeit-
punkt akut/x0 waren diese bei den Zosterpatienten mit 28,3+12,4% gegeniiber
der Kontrollgruppe (21,3+6,3%) erhoht (p=0.134). In der Messung der Verlaufs-
untersuchung nach vier Wochen, stiegen diese signifikant an (p=0.013). Es konn-
te bei den Zoster-Patienten ein Messwert von 31,4+15,1% und bei den VZV-
seropositiven Trigern ein Wert von 19,945,9% ermittelt werden. Nach 6 Mona-
ten fielen die Prozentzahlen der an Zoster erkrankten Patienten (26,8+9,6%),
waren aber im Vergleich mit den Werten der VZV-seropositiven Tréiger (18+9,0%)
nicht signifikant (p=0.197) erhoht. Abb veranschaulicht diesen Zusammen-
hang.

Der Normbereich der T-Suppressorzellen in Prozent liegt bei 31-40%. Aufier zum
Zeitpunkt nach 4 Wochen bei den Zosterpatienten, liegen somit alle gemessenen
Werte der Zoster- und Kontrollpatienten zum ersten Zeitpunkt, nach 4 Wochen
und nach 6 Monaten unterhalb der Norm.

50 7 O Zoster
Kontroll
aé 40 .
't =0.013
g P
g 30 314
=
5 I _
b .
z |
= - 21,3
o 19,9
= 18,0
3
AT
'—
n=32 | n=18 n=22 n=17 n=6 n=3
0 : : :
akut/x0 nach 4 Wochen nach & Monaten

Abbildung 3.22: Prozentualer Anteil der T-Suppressorzellen der Zos-
terpatienten im Vergleich zu VZV-seropositiven Kontrollpersonen.

Vergleich innerhalb der Probandengruppe

Die Anzahl der absoluten T-Suppressorzellzahlen der Zoster-Patienten lagen
beim akuten Krankheitsbeginn bei 371,9+13,4/ul, stiegen nach vier Wochen auf
467,14272,3/pl an und fielen nach sechs Monaten leicht auf 455,0+247,4/ul.
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Zwischen dem ersten und zweiten Messzeitpunkt war dieser Unterschied signi-

fikant (p=0.044) (Abb[3.23]).
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Abbildung 3.23: Zoster-Patient. Der Vergleich der absoluten Mittelwerte zwi-
schen dem Zeitpunkt akut und der Zellzahlmessung nach vier Wochen ist signi-

fikant.

3.5.5 T-Helferzellen

Vergleich Zoster-Patient versus VZV-seropositiver Triger

Es zeigten sich bei den Zoster-Patienten hoch signifikant (p=0.001) vermin-
derte Absolutzahlen der T-Helferzellen zum akuten/x0 Zeitpunkt mit 604,7
+467,6/pl im Vergleich zu den VZV-seropositiven Trégern mit 1313,3+945,4/ul
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Abbildung 3.24: Anzahl der T-Helferzellen der Zosterpatienten im Ver-

gleich zu VZV-seropositiven Kontrollpersonen.
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Nach vier Wochen war zwischen den Probandengruppen weiterhin ein signi-
fikanter (p=0.034) Unterschied messbar. Bei den Zoster-Patienten lagen die
Absolutwerte bei 711,94394,1/ul und bei den VZV-seropositiven Triagern bei
1104,7+663,8/ul. Nach sechs Monaten waren die Zellzahlen der Zosterpatien-
ten auf 981,74592,6/ul angestiegen, und bei der Kontrollgruppe lagen sie bei
870,0+482,2/ul (p=0.697).

Der Normbereich der T-Helferzellen liegt bei 700-1100/ul. Die Werte der Zoster-
Patienten zum akuten Erkrankungsbeginn lagen unterhalb der Normwerte.

Die prozentualen Messwerte der T-Helferzellen an den Lymphozyten-Subpop
ulationen waren zum ersten Untersuchungszeitpunkt bei den Zosterpatienten
(48,2£13,7%) im Vergleich zu denen der Kontrollpatienten (51+9,6%) vermin-
dert (p=0.744). Nach vier Wochen waren die Zellzahlen der an einem Zoster
erkrankten Patienten mit 43,7+13,6% weiter erniedrigt. Der prozentuale Anteil
der Kontrollgruppe lag bei 49,4+10,0%. Dieser Unterschied war nicht signifikant
(p=0.251). Bei einer weiteren Kontrolle nach 6 Monaten lag der prozentuale An-
teil der T-Helferzellen bei der Gruppe der Zosterpatienten mit 54,5+7,2% &hn-
lich zu denen der VZV-seropositiven Tréiger mit 55,3+5,0% (p=0.795). Abb[3.25]
zeigt den Verlauf des prozentualen Anteiles der T-Helferzellen im Vergleich zwi-
schen den Gruppen.

Die gemessenen Werte lagen bei beiden Probandengruppen zu allen Zeitpunkten
innerhalb oder oberhalb der Norm (38-46%).
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Abbildung 3.25: Prozentualer Anteil der T-Helferzellen der Zosterpati-
enten im Vergleich zu VZV-seropositiven Kontrollpersonen.

3.5.6 Aktivierte T-Zellen

Vergleich Zoster-Patient versus VZV-seropositiver Triger

Zum Zeitpunkt der ersten Messung war eine signifikante (p—0.034) Suppressi-
on der absoluten Zellpopulation der aktivierten T-Zellen (CD3+, CD4+) bei
den Zoster-Patienten mit 144,3+100,7/ul im Vergleich zu der Kontrollgruppe
(257,24£227,5/1ul) zu vermerken. Nach vier Wochen waren die Zellen der Zos-
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terpatienten auf 197,1+193,6/ul angestiegen und die Absolutzahlen der Kon-
trollgruppe auf 217,1+193,1/ul abgefallen. Im Vergleich zwischen den Gruppen
war keine Signifikanz (p=0.480) messbar. Zum dritten Untersuchungszeitpunkt
nach sechs Monaten sanken die absoluten Zellzahlen der an einem Zoster er-
krankten Patienten auf 90,04+42,0/ul und die der VZV-seropositiven Triger auf
133,3+25,2/pul (p=0.118) (Abb[3.26]).
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Abbildung 3.26: Anzahl der aktivierten T-Zellen der Zosterpatienten
im Vergleich zu VZV-seropositiven Kontrollpersonen.
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Abbildung 3.27: Prozentualer Anteil der aktivierten T-Zellen der Zos-
terpatienten im Vergleich zu VZV-seropositiven Kontrollpersonen.

Der Vergleich des gemessenen prozentualen Anteils der aktivierten T-Zellen
war zwischen den Gruppen zu keinem Zeitpunkt signifikant. Die Zellzahlen
der Zoster-Patienten lagen zum Zeitpunkt akut/x0 bei 13,246,0% und die der
Gruppe der VZV-seropositiven Trigern bei 9,8+4,1% (p=0.076). Bei der Kon-
trolle der Zellzahlen nach vier Wochen waren die Zellen der Zosterpatienten
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auf 11,6+9,6% gefallen und die der Kontrollgruppe auf 12,54+6,9% angestie-
gen (p=0.670). Zum letzten Untersuchungszeitpunkt nach sechs Monaten war
der prozentuale Anteil der aktivierten T-Zellen bei den Zoster-Patienten mit
5,3+2,9% und die der Kontrollgruppe mit 9,3+4,2% messbar (p=0.120)

(Abb[527).

Vergleich innerhalb der Probandengruppe

Bei den Zoster-Patienten konnten signifikante prozentuale Werte der aktivier-
ten T-Zellen zwischen den Zeitpunkten des akuten Zosters (13,2+6,03%) und der
ersten Verlaufskontrolle nach vier Wochen (11,6+6,93%) mit p=0.028 gemessen
werden. Auch der Vergleich zwischen den Zeitpunkten nach vier (13,246,03%)
und nach sechs Monaten (5,33+2,88%) war signifikant (p=0.027) (Abb[3.28])
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Abbildung 3.28: Zoster-Patient. Es zeigten sich Signifikanzen zwischen den je-
weiligen Zeitpunkten Zoster akut und Verlauf nach vier Wochen, sowie zwischen
den Untersuchungen zwischen vier Wochen und sechs Monaten.

3.5.7 NK-Zellen (CD 16+, CD 56-+)

Vergleich Zoster-Patient versus VZV-seropositiver Triger

Die NK- Zellen zeigten sich in der Untersuchung bei den Zoster-Patienten so-
wohl zu Beginn als auch bei der Verlaufskontrolle nach vier Wochen deutlich er-
niedrigt. Es konnte zu Beginn eine hoch signifikante (p=0.001) Erniedrigung der
absoluten Zellzahlen der NK-Zellen im Vergleich der an Zoster erkrankten Pro-
banden (119,5+101,2/ul) zu den VZV-seropositiven Trigern (462,24+503,0/ul)
gemessen werden (Abb[3:29]). Nach vier Wochen zeigte sich eine Zunahme der
Zellzahl innerhalb der an einem Zoster erkrankten Probandengruppe und eine
Abnahme der Zellzahl bei den Kontroll-Patienten. Der Unterschied der NK-
Zellen blieb hoch signifikant mit p=0.001 zwischen den Zoster-Patienten mit
219,54228,0/ ! und den Kontroll-Patienten 394,14+152,3 /1l bestehen. Nach sechs
Monaten waren die Absolutzahlen der NK-Zellen bei den Zoster-Patienten
(175+44,6/ul) im Vergleich zu der Kontrollgruppe bei (290+175,2/ul) deutlich
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erniedrigt, jedoch nicht signifikant messbar (p=0.364).

Der Normbereich liegt zwischen 200 und 400/ pl. Zum akuten Untersuchungszeit-
punkt und nach sechs Monaten liegen die Werte der Zosterpatienten unterhalb
der normalen Werte.
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Abbildung 3.29: Anzahl der NK-Zellen (CD16+, CD56+) der Zoster-
patienten im Vergleich zu VZV-seropositiven Kontrollpersonen.

Die Suppression des Immunsystems zeigt sich bei dieser Zellpopulation auch im
prozentualen Anteil.
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Abbildung 3.30: Prozentualer Anteil der NK-Zellen (CD16+, CD56+)
der Zosterpatienten im Vergleich zu VZV-seropositiven Kontrollper-
sonen.

Zum ersten Untersuchungszeitpunkt war ein signifikanter (p=0.043) Unterschied
zwischen den an einem Zoster erkrankten Probanden (11,5+8,1%) und der Kon-
trollgruppe (17,4+£10,5%) feststellbar. Die Messwerte nach vier Wochen der
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Zoster-Patienten mit 13,3+9,3% im Vergleich zu den VZV-seropositiven Tragern
mit 21,0411,2% ergaben eine Signifikanz von p—0.017. Zum Untersuchungs-
zeitpunkt nach sechs Monaten war eine Zellzahl von 1143,4% bei den Zoster-
Patienten und 19,7+12,4% bei den Kontrollpatienten eruierbar (p=0.195). Der
Zellverlauf wird in Abb[3:30] dargestellt.

Zu jedem Zeitpunkt liegen die Werte der Zoster- und Kontrollpatienten inner-
halb des Normbereichs (10-19%).

Vergleich innerhalb der Probandengruppe

Bei der Messung der NK-Zellen der Zoster-Patienten zeigte sich eine Signi-
fikanz (p=0.028) zwischen den Zeitpunkten akut mit 119,54+101,2/ul und der
Verlaufskontrolle nach sechs Monaten mit 175,0+44,6/ul. Nach vier Wochen war
die Zellzahl bei 219,54+228,0/ul messbar. Dieser Zusammenhang ist graphisch
in Abb331] veranschaulicht.
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Abbildung 3.31: Zoster-Patient. Innerhalb dieser Patientengruppe zeigte sich
eine Signifikanz zwischen der ersten und der letzten Messung nach sechs Mona-
ten.

3.5.8 NK-Zellen (CD3+, CD16+, CD56+)

Vergleich Zoster-Patient versus VZV-seropositver Triger

Zum Zeitpunkt akut/x0 waren die Absolutwerte der an einem Zoster erkrank-
ten Probanden mit 77,64+101,2/ul und bei den VZV-seropositiven Tragern mit
97,8460,1/ul messbar (p=0.070). Nach vier Wochen lagen die Zellzahlen der
Zoster-Patienten (70+£62,2/ul) deutlich niedriger als bei der Kontrollgruppe
(115,9£82,8/ul) (p=0.059). Zum letzten Untersuchungszeitpunkt nach sechs
Monaten stiegen die Zellzahlen der Zoster-Patienten auf 111,74+87,0/ul und die
der VZV-seropositiven Triagern waren mit 73,3+45,1/ul nahezu stabil (p=0.559)

(Abb. B33).
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Abbildung 3.32: Anzahl der NK-Zellen (CD3-+, CD16+, CD56+) der
Zosterpatienten im Vergleich zu VZV-seropositiven Kontrollperso-
nen.

Bei der Analyse des prozentualen Anteils der NK-Zellen (CD3+, CD16+, CD56+)
zum Zeitpunkt akut/x0 waren diese bei den Zoster-Patienten mit 7,3+7,3%
gegeniiber den Kontroll-Patienten mit 4,3+2,9% erh6ht messbar. Dieser Un-
terschied war jedoch nicht signifikant (p=0.147). Nach vier Wochen lagen die
Werte bei den an einem Zoster erkrankten Probanden bei 5,3+5,1% und bei
den VZV-seropositiven Tragern bei 6,54+5,1% (p=0.298). Zum letzten Untersu-
chungszeitpunkt nach sechs Monaten stieg der prozentuale Anteil der NK-Zellen
(CD3+, CD16+, CD56+) der Zoster-Patienten auf 6,2+3,7% und fiel bei der
Kontrollgruppe auf 5+3% (p=0.692) (Abb. [3.33]).
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Abbildung 3.33: Prozentualer Anteil der NK-Zellen (CD3+, CD16+,
CD56+) der Zosterpatienten im Vergleich zu VZV-seropositiven Kon-
trollpersonen.
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Vergleich innerhalb der Probandengruppe

Eine Signifikanz (p=0.043) innerhalb der VZV-seropositiven Trigern fand sich
bei den CD3, CD16 und CD56+ NK-Zellen zwischen den Zeitpunkten akut/x0
mit 4,34+2,9% und der Verlaufskontrolle nach vier Wochen mit 6,5+5,1%. Dabei
zeigte sich insgesamt ein Anstieg der prozentualen Zellpopulation. Nach sechs
Monaten waren die Zellzahlen prozentual mit 5£+3% messbar. In der Abb
wird dies verdeutlicht.
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Abbildung 3.34: Kontroll-Patient. Hier zeigten sich signifikante Werte zwi-
schen den Zeitpunkten x0 und nach vier Wochen.

3.5.9 CD4/CD8-Ratio
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Abbildung 3.35: CD4/CD8-Ratio der Zosterpatienten im Vergleich zu
VZV-seropositiven Kontrollpersonen.
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Zoster-Patienten versus VZV-seropositive Tréiger

Die CD4/CD8-Ratio war zwischen den Gruppen zum ersten Untersuchungs-

zeitpunkt dhnlich. Sie betrug bei den Zoster-Patienten 2,54+2,3 und bei den

Kontroll-Patienten 2,7+1,4 (p=0.253). Nach vier Wochen lag der Wert der Zos-

terpatienten (1,941,6) signifikant (p=0.012) niedriger im Vergleich zu den VZV-

seropositiven Trigern (2,7+1,2). Zum letzten Untersuchungszeitpunkt nach sechs
Monaten stieg die Ratio der an einem Zoster erkrankten Patienten auf 2,4+1,3

und die der Kontroll-Patienten ohne Signifikanzunterschied auf 3,6+1,7 (p=0.121)

(Abb. B35).

3.6 Serologie

Im Anhang unter 6.4.6 findet sich eine vollstindige tabellarische Auflistung aller
erhobenen serologischen Labordaten.

3.6.1 VZV Immunglobulin G
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Abbildung 3.36: Anzahl des VZV Immunglobulin G im Vergleich zu

VZV-seropositiven Kontrollpersonen.

Vergleich Zoster-Patient versus VZV-seropositiver Triger

Zum ersten Messzeitpunkt akut /x0 waren bei den Zoster-Patienten Mittelwer-
te von 1432,6+994,3 mlU/m,l und bei den Kontrollpersonen wurde zum ersten
Zeitpunkt nur bei einer Person das VZV-Immunglobulin G gemessen und be-
trug 3000+0 mlU/ml. Da zu diesem Zeitpunkt zu viele Werte fehlten, konnte
keine Gruppen-Signifikanz nachgewiesen werden. Bei der Messung der VZV-
spezifischen Immunglobuline G nach vier Wochen zeigte sich bei den Zoster-
Patienten eine deutliche Erhéhung der Werte gegeniiber den Kontroll-Patienten,
welche sich hoch signifikant (p=0.001) darstellte. So wurden bei den an Zoster
erkrankten Patienten im Mittelwert IgG Werte von 3.323,34+2.907,3 mlU/ml
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und bei den VZV-seropositiven Trigern 1.166,0+906,7 mlU/ml gemessen
(Abb[3:36]). Nach sechs Monaten fiel der IgG Wert im Mittel bei den Zoster-
Patienten auf 2563,4+976,3 mlU/ml. Bei den Kontroll-Patienten wurde nach
sechs Monaten keine Messung durchgefiihrt.

Vergleich innerhalb der Probandengruppe

Bei der Betrachtung der Patientengruppe mit akutem Herpes Zoster {iber die
drei Zeitpunkte, fillt ein hoch signifikanter (p=0.001) Anstieg des IgG zwischen
dem ersten (1.431,64+994,3 ml/Uml) und zweiten Messpunkt (3.323,34+-2907,3
ml/Uml) auf. Weiterhin ist zwischen dem Messzeitpunkt nach vier Wochen
mit 3.323,3 + 2907,3 ml/Uml gegeniiber der Messung nach sechs Monaten mit
2.563,44976,3 ml/Uml ein signifikanter (p=0.042) Abfall des Immunglobulin G
festzustellen. AbbB.37 veranschaulicht diesen Sachverhalt.
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Abbildung 3.37: Zoster-Patient. Zwischen den Zeitpunkten des akuten Zosters
und der Kontrolluntersuchung nach vier Wochen zeigt sich eine hoch signifikante
Erhohung. Zwischen den letzten beiden Messpunkten ist eine signfikante Ernied-
rigung zu messen.

3.6.2 VZV Immunglobulin M

Vergleich Zoster-Patient versus VZV-seropositiver Triger

Bei der Auswertung wurde ein positives VZV Ig M mit 1 definiert und ein
negatives VZV Ig M mit einer 2 definiert. Trat ein grenzwertiges Ergebnisse auf,
wurde dieses mit 3 beziffert.
Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Probandengrup-
pen zum ersten Messwert. Bei den Zosterpatienten war ein Mittelwert von
1,9540,2 und bei den Kontroll-Patienten 2+0 (n=1). Zum zweiten Zeitpunkt
(nach vier Wochen) konnte eine Signifikanz (p=0.022) festgestellt werden. Hier
zeigten die Zoster-Patienten einen Mittelwert von 1,6210,7 gegeniiber den VZV-
seropositiven Tragern mit 2,0£0,0 (Abb). Nach sechs Monaten waren bei
allen Zoster-Patienten die VZV IgM-Werte negativ (2,0+0,0).
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Abbildung 3.38: Anzahl des VZV Immunglobulin M im Vergleich zu
VZV-seropositiven Kontrollpersonen. positives VZV IgM = 1, negatives
VZV IgM = 2, grenzwertiges IgM = 3.

3.7 ELISPOT-Assay Ergebnisse

Die vollsténdigen Daten sind im Anhang unter 6.4.7 dargestellt.

Bei der ndheren Betrachtung der Ergebnisse ist zusammenzufassen, dass die
VZV-spezifischen T-Zellen nie mit dem Medium reagiert haben. Das Medium
fingierte als unspezifische negative Kontrolle, da es das Medium RPMI/HS 10%
und die zu VZV-spezifischen CD4+ oder CD8+ T-Zellen enthielt.

Die Ergebnisse der VZV-spezifischen CD4+ und CD8+ T-Zellen bei Reaktion
mit dem VZV-Antigen werden graphisch und im Text im Kapitel 3.7.1 ausfiihr-
lich erdrtert.

Als weitere Negativkontrolle wurde neben dem Medium auch das Kontroll-
Antigen eingesetzt. Nach Produktinformation der Herstellerfirma Insitut Viri-
on/Serion GmbH handelt es sich bei dem Kontroll-Antigen "um ein entsprechend
zur Antigenherstellung aufgearbeitet, nicht infiziertes Zellmaterial der jeweili-
gen Zelllinie”. Bei den Ergebnissen in dieser Arbeit fillt auf, dass es sowohl bei
den Zoster-Patienten, als auch bei den Kontroll-Patienten eine VZV-spezifische
CD4+ und CD8+ T-Zellreaktion gemessen werden konnte. Dies war nicht zu
erwarten und ist zu diskutieren.

Bei den CD4+-T-Zellen wurde bei den Zoster-Patienten beim akuten Krankheits-
beginn erhghte SFC mit 0,47+1,61 VZV-spezifische CD4+T-Zelle/6x10°CD8-
PBMC im Vergleich zu den VZV-seropositiven Tragern (0,06+0,27 VZV-spez ifi-
sche CD4+T-Zelle/6x10° CD8-PBMC nach Reaktion mit dem Kontroll-Antigen
gemessen. Bei der zweiten Messung nach vier Wochen stieg die Anzahl der SFC
auf 0,7741,44 VZV-spezifische CD4+T-Zelle/6x10°> CD8-PBMC bei den Zoster-
Patienten sehr signifikant (p=0.027) gegeniiber 0,22+0,59 VZV-spezifische CD4+
T-Zelle/6x10°> CD8-PBMC der Kontrollgruppe. Nach sechs Monaten sank die
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Anzahl der SFC bei den Zoster-Patienten 0,21+0,60 VZV-spezifische CD4+T-
Zelle/6x10°> CD8-PBMC.

Die Anzahl der VZV-spezifischen CD8+T-Zellen war beim ersten Messzeitpunkt
mit 0,44+0,86 VZV-spezifische CD8+T-Zelle/6x10°> CD4-PBMC bei den Zoster-
Patienten deutlich gegeniiber den VZV-seropositiven Trigern mit 0,1940,75
VZV-spezifische CD8+T-Zelle/6x10° CD4-PBMC erhoht. Nach vier Wochen
stieg die SFC der Zosterpatienten 0,9143,06 VZV-spezifische CD8+T-Zelle/6x10°
CD4-PBMC und bei den Kontrollpatienten sank sie auf 0,08+0,34 VZV-spez ifi-
sche CD8+T-Zelle/6x10° CD4-PBMC. Zu diesem Zeitpunkt lag im Vergleich ein
signifikanter Unterschied * mit p=0.034 vor. Zum letzten Messzeitpunkt nach
sechs Monaten waren bei den Zosterpatienten keine VZV-spezifischen CD8+ T-
Zellen nach Inkubation mit dem Kontroll-Antigen messbar.

Als unspezifische positive Kontrolle wurde in dieser Arbeit das Lectin PHA
genutzt. Es soll gepriift werden, ob die eingesetzten T-Zellen prinzipiell ihre Im-
munfunktion erhalten haben. Sowohl bei den Zoster-Patienten, als auch bei den
VZV-seropositiven Trigern konnte zu jedem Messzeitpunkt SFC nach Separa-
tion der CD4+ T-Zellen und CD8+ T-Zellen gemessen werden.

3.7.1 VZV-spezifische T-Zellantwort

Die eingesetzten Zellzahlen nach der MACS-Separation (3 x 10°CD8-PBMC
bzw. CD4-PBMC/ well bis auf maximal 10 x 10°CD8-PBMC bzw. CD4-PBMC/
well) wurden zur statistischen Vergleichbarkeit auf 6x10°/°CD8-PBMC bzw.
CD4-PBMC umgerechnet.

Vergleich VZV-spezifischer T-Zellen im Vergleich zwischen Zoster-
Patient versus VZV-seropositiver Tréger

VZV-spezifische CD4+ T-Zellen

Zum ersten Untersuchungszeitpunkt konnte bei den Patienten mit akutem
Herpes Zoster eine hochsignifikante (p=0.001) Erhéhung der Anzahl der spoting
forming cells (SFC = VZV-spezifische Zellen) mit 3,0+5,3 VZV-spezifische CD4+
T-Zelle/6x10°CD8-PBMC (das entspricht 1,0 von 200.000 CD4+T-Zellen) im
Vergleich zu den VZV-seropositiven Tragern (0,2+0,9 VZV-spezifische CD4+T-
Zelle/6x10° CD8-PBMC, was 1,0 von 3.000.000 CD4+T-Zellen) nach Inkuba-
tion mit dem VZV-Antigen festgestellt werden. Bei der zweiten Messung nach
vier Wochen konnte ebenfalls ein signifikanter (p= 0.026) Unterschied zwischen
den beiden Probandengruppen gemessen werden. Dieser war mit 0,7+£2,4 VZV-
spezifische CD4+T-Zelle/6x10° CD8-PBMC (entspricht 1,0 von 857.143 CD4+
T-Zellen) bei den Zoster-Patienten gegeniiber 0,1+0,3 VZV-spezifische CD4+T-
Zelle/6x10° CD8&-PBMC (entspricht 1,0 von 6000.000 CD4+ T-Zellen) bei den
Kontroll-Patienten messbar. Nach sechs Monaten betrug die Anzahl der SFC bei
den Zoster-Patienten 0,1+0,2 VZV-spezifische CD4+T-Zelle/6x105> CD8-PBMC



KAPITEL 3. ERGEBNISSE

70

(entspricht 1,0 von 6000.000 CD4+ T-Zellen). Fiir die VZV-seropositiven Tréiger
liegen zum Zeitpunkt nach sechs Monaten keine Daten vor (Siehe Abb ).

10,0 +

Anzahl der SFC/6x10E5 CD8-PBMC

0,0

8,0

6,0

4,0 -

2,0 -

—4—Zoster

Kontrolle

Akut/x0

nach 4 Wochen

v

nach 6 Monaten

Abbildung 3.39: Anzahl der SFC (spoting forming cells) der CD 8-
PBMC (entspricht der VZV-spezifischen CD4+4 T-Zellantwort) der
Zosterpatienten im Vergleich zu VZV-seropositiven Kontrollperso-

nen.
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Abbildung 3.40: Anzahl der SFC der CD 4-PBMC (entspricht der VZV-
spezifischen CD8-+ T-Zellantwort) der Zosterpatienten im Vergleich
zu VZV-seropositiven Kontrollpersonen.

VZV-spezifische CD8+T-Zellen

Zum ersten Messzeitpunkt akut war die Anzahl der VZV-spezifischen CD8+T-
Zellen ebenfalls im Vergleich zwischen den Zoster-Patienten zu den VZV-sero
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positiven Kontrollpersonen sehr signifikant (p= 0.003) erhoht. Die Anzahl der
SFC war mit 1,5 42,9 VZV-spezifische CD8+T-Zelle/6x10° CD4-PBMC (ent-
spricht 1,0 von 400.000 CD8+ T-Zellen) bei den Zoster-Patienten deutlich ge-
geniiber den VZV-seropositiven Trégern mit 0,3+0,9 VZV-spezifische CD8+T-
Zelle/6x10° CD4-PBMC (entspricht 1,0 von 2.000.000 CD8+ T-Zellen) erhoht.
Abb[3:40] veranschaulicht diesen Sachverhalt graphisch. Nach vier Wochen be-
trug die SFC der Zosterpatienten 0,4+1,1 VZV-spezifische CD8+T-Zelle/6x10°
CD4-PBMC (entspricht 1,0 von 1.500.000 CD8+ T-Zellen) und bei der Kontroll-
gruppe 0,4+1,4 VZV-spezifische CD8+T-Zelle/6x10° CD4-PBMC (entspricht
1,0 von 1.500.000 CD8-+ T-Zellen). Es war zu diesem Messzeitpunkt kein signifi-
kanter Unterschied messbar. Nach sechs Monaten waren bei den Zosterpatienten
0,04+0,1 VZV-spezifische CD8+T-Zelle/6x10° CD4-PBMC messbar.

Verlauf der VZV-spezifischen T-Zellen der Zoster-Patienten zu Zos-
terbeginn im Vergleich zu vier Wochen und nach sechs Monaten

VZV-spezifische CD4-+ T-Zellen

Im Vergleich zwischen den drei Messzeitpunkten zeigte sich bei den Zoster-
Patienten bei den VZV-spezifischen CD4+ T-Zellen zwischen der ersten und
letzten Messung eine signifikante (p— 0.046) Senkung der Zellzahlen im Verlauf.
Zum akuten Zoster-Beginn betrug die SFC 3,0+£5,3 VZV-spezifische CD4+T-
Zelle/6x10°CD8-PBMC (entspricht 1,0 von 200.000 CD4+ T-Zellen), um dann
nach vier Wochen auf 0,743,4 VZV-spezifische CD4+T-Zelle/6x10°CD8-PBMC
(entspricht entspricht 1,0 von 857.143 CD4+ T-Zellen) zu sinken. Nach sechs
Monaten waren die Messwerte weiter auf 0,1+0,2 VZV-spezifische CD4+T-
Zelle/6x10°CD8-PBMC (entspricht 1,0 von 6000.000 CD4+ T-Zellen) gesunken

(AbbE-AT).
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Abbildung 3.41: Zoster-Patient. Es zeigt sich eine signifikante Erniedrigung
der VZV-spezifischen CD4+ T-Zellen zwischen dem Zeitpunkt der akuten Er-
krankung und nach vier Wochen.
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VZV-spezifische CD8+ T-Zellen

Auch die VZV-spezifischen CD8+ T-Zellen zeigten bei den Zoster-Patienten
im Verlauf signifikante Unterschiede. Zum ersten Messzeitpunkt betrug die An-
zahl der SFC 1,542,9 VZV-spezifische CD8+T-Zelle/6x10°CD4-PBMC (ent-
spricht 1,0 von 400.000 CD8+ T-Zellen) und nach vier Wochen konnten sin-
kende Messwerte mit 0,44-1,1 VZV-spezifische CD8+T-Zelle/6x10°CD4-PBMC
(entspricht 1,0 von 1.500.000 CD8+ T-Zellen) festgestellt werden. Im Vergleich
waren diese Werte mit p= 0.006 sehr signifikant. Bei der Betrachtung nach
sechs Monaten fallt die Anzahl der VZV-spezifischen CD8+ T-Zellen weiter auf
0,04+0,2 VZV-spezifische CD8+T-Zelle/6x10°CD4-PBMC ab. Dieser Zusam-
menhang ist in Abb[3:42] veranschaulicht.
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Abbildung 3.42: Zoster-Patient. Bei der Betrachtung zwischen dem ersten
und zweiten Messzeitpunkt konnte eine sehr signifikante Erniedrigung der VZV-
spezifischen CD8+ T-Zellen gemessen werden.



Kapitel 4

Diskussion

4.1 Allgemeine Aspekte

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob ein Abfall der spezifischen zellulé-
ren Immunitdt von Patienten mit einem akuten Herpes Zoster im Vergleich zu
Varicella-Zoster Virus-seropositiven Kontrollpatienten gemessen werden kann.
Weiter soll gepriift werden, ob der ELISPOT-Assay eine Nachweismethode ist,
um die VZV-spezifischen T-Zellen bei Zoster-Patienten zu messen. Es sollen Be-
trachtungen erfolgen, wie der ELISPOT-Assay in der hier angewandten Analyse
verbessert oder vereinfacht werden kann.

Weiter soll herausgestellt werden, welche Pradispositionen sich bei Patienten
fiir die Manifestation eines Herpes Zoster finden. Es soll untersucht werden, ob
hieraus die Ursache fiir die Reaktivierung des Varicella-Zoster Virus gezogen
werden kann.

Zur Untersuchung der zelluldren Immunitédt stehen verschiedene Labormetho-
den zur Verfiigung, diese sind in 1.2. vorgestellt. Warum gerade der ELISPOT-
Assay fiir diese Arbeit ausgewahlt wurde, ist im Kapitel 1.2.1. dargestellt. Unter
4.1.2. werden noch einmal Vor-und Nachteile herausgestellt und auf die in 2.2.
erlauterte Durchfithrung des ELISPOT-Assay wird Bezug genommen.

4.1.1 Aspekte zur Auswahl der Studienpatienten und des
Studiendesigns

Das Patientenkollektiv wurde nach den Kriterien, die in 2.1.1. aufgefiihrt sind,
ausgewahlt.

Kennzeichnend fiir die Studienpatienten als ein Ausschlusskriterium ist eine a
priori Beeinflussung des Immunsystems durch bestimmte Erkrankungen oder
auch immunsuppressive Therapien. Der Einfluss auf das Immunsystem durch
Immunsuppression und Immunmodulation spiegelt sich in vielen wissenschaft-
lichen Arbeiten wieder (Kaspar, [1968; Khvedelidze et al., [2008).

Wieso kommt es zur Immunsuppression beim &lteren Menschen und damit zur
Erkrankung eines Herpes Zoster?

73
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Wie in Kapitel 1.4. vorgestellt, geht Arvin et al. (Arvin} [2005) von einer deut-
lichen Abnahme der spezifischen zellularen Immunitét im Alter aus, womit die
Reaktivierung des Varicella-Zoster Virus erklart wird. Zahlreiche Autoren be-
legen die Abnahme der zelluldren Immunitét im Alter (Utsuyama et al.l [1992;
Hirokawa et al., 1992). Rink et al. erkliren in ihrer Ubersichtsarbeit die zwei
Hauptunterschiede im Immunsystem zwischen jungen Patienten und &lteren Pa-
tienten. Es zeigen sich im Vergleich verdnderte Lymphozyten-Subpopulationen
und eine Dysfunktion der einzelnen Subpopulationen. Rink et. al. zeigen an meh-
reren Arbeiten, dass gerade im Alter die y-Interferon Sekretion stark dezimiert
ist. Lymphozyten von jungen Probanden sezernieren v-Interferon schneller und
in hoheren Mengen als Lymphozyten von &lteren Personen (Rink et al., |[1998).
Da in dieser Arbeit ausschlieflich &ltere Probanden untersucht wurden, kann
durch die verminderte v-Interferon Sekretion ein Einfluss im ELISPOT-Assay
nicht ausgeschlossen werden (Ouyang et al., [2002)). Ist die y-Interferon Sekretion
nach Antigenkontaktbei &lteren Patienten vermindert, kénnte dies eine Ursache
der geringen Anzahl von SFC sein.

In den Kapiteln 4.2.-4.8. wird zu den zu den anamnestisch erhobenen Daten
anhand des Aktenstudiums und der Untersuchungsbégen, sowie der gemessenen
Daten im Immunstatus, des Blutbildes, der Serologie und des ELISPOT-Assays
in dieser Arbeit Stellung bezogen.

VZV-seropositive Kontrollpersonen

In diesem Kontext muss trotz gewissenhafter Auswahl der Studienpatienten
kritisch angemerkt werden, dass nahezu alle Kontrollpatienten aus der Klinik
fiir Dermatologie und Venerologie der Universitit Rostock akquiriert wurden.
Es wurde somit eine Kontrollgruppe gewéhlt, die so sehr durch eine dermatolo-
gische Krankheit gezeichnet ist, dass die Indikation zur stationiren Behandlung
arztlicherseits gestellt wurde. Daher ist keine repréasentative Kontrollgruppe der
normalen Durchschnittsbevolkerung gegeben.
Um weitere Fehlerquellen auszuschlieffen, wurde darauf geachtet, dass die VZV-
seropositiven Kontrollpatienten zu den zu untersuchenden Patienten mit einem
akutem Herpes Zoster nur eine maximale Altersdifferenz von fiinf Jahren aufwei-
sen und weiterhin ein entsprechend &hnliches Krankheitsprofil (arterielle Hyper-
tonie, Diabetes mellitus, Herzinsuffienz, etc.) enthielten. So wurde eine moglichst
grofse Kongruenz zwischen den beiden Studiengruppen geschaffen. Zur Auswer-
tung der Anamnese der untersuchten Patienten sei auf Kapitel 4.3. verwiesen.

Zoster-Patienten

Die Ursachen der Immunsuppression und damit den Einfluss der zelluldren
Immunitédt auf die Manifestation eines Herpes Zoster konnten nicht untersucht
werden, da die Patienten zum Zeitpunkt der akuten Herpes Zoster-Erkrankung
ausgewdhlt wurden. Das heifst also, die Patienten wurden nicht vor dem Be-
ginn der Erkrankung erfasst, sondern nach der Manifestation. Es konnte nicht
verhindert werden, dass auch Patienten eingeschlossen wurden, bei denen ana-
munestisch der Herpes Zoster mit unspezifischen Symptomen seit mehreren Tagen
bestand. In der Regel wurden die Patienten jedoch bei Hautmanifestation mit
Pustulae und Erythem vorstellig. Es ist also anzunehmen, dass die vorgestellten
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Ergebnisse entweder auf einer vor der Erkrankung bestehenden Immunsuppres-
sion beruhen oder aber die dargestellte Immunsuppression Folge der Erkrankung
Herpes Zoster ist. Damit kann das Ziel dieser Arbeit, ob ein Abfall der spezi-
fischen zelluldren Immunitét bei diesen Zosterpatienten gemssen werden kann,
verfolgt werden. Die vollstédndige Diskussion des Immunstatus erfolgt in Kapitel
44.

Studiendesign

Aufgrund der dargelegten Griinde, ware diese Arbeit also idealerweis als eine
prospektive Langzeitstudie einer gesunden Altersgruppe > 50 Jahre angelegt
worden. Die hier dargestellten Laboruntersuchungen wéren direkt bei der Ma-
nifestation eines Herpes Zoster in der Prodromalphase noch vor Ausbruch des
makulo-pustuldsen Exanthem ausgefiihrt worden. Aus Griinden der Praktikabi-
litdt, Ethik und Wirtschaftlichkeit ist eine solche Studie kaum durchzufiihren.
Es kann daher nur eine Studie zum frithen Erkrankungszeitpunkt, wie in dieser
Arbeit, erfolgen.

4.1.2 Aspekte zur Methode des ELISPOT-Assay

Protokoll Um einen effizienten ELISPOT-Assay durchzufiihren, werden nach
(Janetzki et al.,[2005) neben dem richtigen Material und der routinierten Durch-
fiihrung drei Optimierungen benannt. Die Blutentnahme, die PBMC Separa-
tion und die Kryokonservierung. Eine Blutentnahme (EDTA-Vollblut) und die
schnelle Weiterverarbeitung des peripheren Venenblutes innerhalb von acht Stun-
den wird empfohlen. In dieser Arbeit wurden die Blutproben sofort auf Kiihl-
schranktemperatur gekiihlt und innerhalb von vier Stunden erfolgte die PBMC-
Isolierung. Die PBMC-Isolierung wurde, wie mit dem von Janetzki et. al. pro-
pagierten Ficoll-Gradient separiert. Der Ficoll-Gradient hat sich etabliert. Als
letzte Optimierungsmafnahme wird die Kryokonservierung genannt, die manu-
ell, mit einem Nalgene Cryo 1C Freezing Container ("Mr. Frosty Nalgene”) oder
automatisch erfolgen kann (Janetzki et al., 2005]).

Smith et. al. beschreibt das weiter, dass das System der Zellkultur, das enzym-
vermittelter Erfassungssystem und die Techniken der Spotzdhlung zu einem
suffizienten ELISPOT-Assay fiihren (Smith et al., [2001). Diese technischen Vor-
aussetzungen sind modifiziert in Abbildung [4.1] veranschaulicht.

Zellverlust Als wesentlicher kritischer Schritt der zum Zellverlust fiihrt, wird
die Kryokonservierung angesehen. Um eine optimale Konservierung der isolier-
ten Zellen zu erreichen, sollen diese langsam herunter gekiihlt werden. Dafiir
kénnen DMSO und Mr. Frosty Nalgene verwendet werden (Janetzki et al.,2005)).
Diese Methodik wurde ebenfalls in dieser Arbeit angewendet.

Die Arbeitsgruppe um Smith. et. al. suchte nach weiteren Kriterien, um zell-
vermittelte Assays mit kryokonservierten Zellen unter bestimmten Konditionen
weiter eingrenzen zu konnen. Dabei wurde die Vitalitat und Apoptose der Zellen
auf drei Arten gemessen. Die Vitalitdt wurde durch eine blaue Tryptan Farbung,
die frithe Apoptose der Zellen durch den Guava-Annexin-Assay nachgewiesen
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Blutentnahme
PBMC-Isolierung Zellkultur
= PBMC
Kryokonservierung
Interferon y
Antigen
Enzym-detektierendes System
Material + Methode ym ys
= ELISPOT-Assay
Inkubationszeit
manuell
ZahisystemderSpots
= ELISPOT-Reader
automatisch

Abbildung 4.1: Voraussetzungen fiir einen suffizienten ELISPOT-Assay modifi-
ziert nach Smith et. al.(Smith et al., 2001

und die PHA-Antwort im ~-Interferon-ELISPOT-Asssay gemessen. Die Apop-
tosemessung stellte die effektivste Methode dar, um die Antigenanregung zu
messen (Smith et al., [2007).

In dieser Arbeit wurde bei der Durchfiihrung des ELISPOT-Assays ebenfalls die
unspezifische Immunantwort der separierten T-Lymphozyten auf Lectin (hier
PHA) gemessen. Da regelhaft SFC nach Inkubation mit PHA gemessen werden
konnten (Siehe auch Abbildung[2.11]), ist davon auszugehen, dass die eingesetz-
ten separierten CD44 und CD8+ T-Zellen eine funktionstiichtige Immunfunk-
tion haben.

Bei sachgemafser Durchfithrung sind keine Unterschiede im ELISPOT-Assay
zwischen kryokonservierten und frischen PMBC zu erwarten (Smith et al.,|2001)).
Eine weitere Ursache fiir den Verlust von Zellen ist die mehrmalige Anwendung
einer Zentrifuge (Varisli et al., [2009; Lotfian et al., 2003)). Praktisch war diese
Anwendung nicht zu vermeiden.
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Materialfehler Wie bereits geschildert, zeigte sich bei der Auswertung der
ELISPOT-Platten teilweise eine mangelnde Entwicklung der Spots und insbe-
sondere eine Schleierbildung auf den wells. Auf der Suche nach Ursachen kann im
Vergleich zu den bisher aufgefiithrten Arbeiten ein Materialfehler ausgeschlossen
werden, da dquivalente Materialien und Reagenzien benutzt wurden (Janetzki
et all 2008)). Die in der Literatur gezeigten Artefakte der Spots lassen sich auf
eine falsche Materialauswahl, eine zu geringe Antikérperkonzentration und ei-
ne fehlerhafte Beschichtung der Platte, sowie eine falsche Waschung der Platten
zuriickfithren (Janetzki et al.,2005). Im folgenden wird als Ursache auf den Ein-
satz der Antikorper und Antigene, sowie der Zellzahl als mogliche Fehlerursache
eingegangen.

Antikérper- und Antigeneinsatz, Zellzahl Fiir eine effektive Antigen-
Antikérperbindung muss u.a. eine optimale Konzentration zwischen Antikor-
pern, VZV-Antigen und dem sezernierten ~-Interferon erreicht werden.

Dieser Sachverhalt spiegelt sich z.B. bei der Prézipitation in der Heidelber-
ger Kurve wieder. In dieser zeigt sich das Maximum der Antigen-Antikérper-
Komplexbildung weder bei freien Antigen noch freien Antikérpern. Es kann eine
Analogie hergestellt werden, wobei der ELISPOT-Assay mit seinen drei Haupt-
komponenten der Immunreaktion ein komplexeres System darstellt.

So beschreibt Smith et. al. eine Konzentration von 2,5-10ug/ml fiir den Anti-
Interferon ~y-Antikérper und fiir den zweiten detektierenden Antikorper eine
Konzentration von 0,1-2,5ug/ml (Smith et al.; 2001)). Eine zu geringe Antikor-
perkonzentration kann in dieser Arbeit ausgeschlossen werden, da beim ersten
Antikérper 10ug/ml und beim zweiten Antikérper 2ug/ml verwendet wurden.

Das VZV-Antigen wurde bei Smith et. al. mit einer Verdiinnung von 1:80 mit
den Zellen inkubiert (Smith et al.| |2001). Mit der Verwendung von 1:25 (20 ul
VZV-Antigen auf 500 pl RPMI/10% HS-Medium) wurde in dieser Arbeit eine
wesentlich geringere Konzentration eingesetzt. Sadaoka et al. stellten heraus,
dass der beste Effekt bei einer Antigenkonzentration von 3 x 10* pfu/ml (pfu =
plaque forming unit) liegt (Sadaoka et al., 2008).

Beim Vergleich zwischen den eingesetzten Zellzahlen ergeben sich weiterhin Un-
terschiede. So fand Smith et. al. heraus, dass die Anzahl der SFC am Hochsten
bei einer Zellzahl von 2 x 10°- 6 x 10° Zellen/well lag (Smith et al., 2001).
Sadaoka et al. grenzten die Zellzahl weiter ein, ein Optimum liegt bei 4 x 10°
Zellen/well (Sadaoka et all [2008]). Wie in Kapitel 2.2.3. angemerkt, wurde je-
doch durch mangelnde Spot-Entwicklung in dieser Arbeit die Zellzahl von 3 x
10° CD8-PBMC bzw. CD4-PBMC /well bis auf maximal 10 x 10> CD8-PBMC
bzw. CD4-PBMC/well erhoht. Die hier eingesetzte Zellzahl liegt hoher als bei
(Smith et al., 2001), liegt aber mit 10 Millionen/well noch in dem von Janetzki
et al. angegeben Bereich der eingesetzten Zellzahlen. Diese Arbeitsgruppe fand
heraus, dass eine Zellzahl unter 8 Millionen und iiber 20 Millionen zu einer
falschen Spotanzahl fiihren kann. Andererseits konnte keine Korrelation zwi-
schen Anzahl der gezdhlten Zellen und der Anzahl der geziahlten Spots gezeigt
werden (Janetzki et al. |2008). Hingegen belegt eine andere Arbeit, dass ab ei-
ner Konzentration von 6 x 10° Zellen/well eine deutliche Reduktion der Spots
festzustellen ist (Sadaoka et al., |2008]).
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Im Vergleich zur oben genannten Arbeit zeigt sich also ein zu geringer VZV-
Antigen Einsatz und zu hoher Zellzahleinsatz, damit kénnte die geringe Spot-
Anzahl erkldrt werden.

Einen weiteren Erklarungsansatz liefert die Arbeitsgruppe um Sadaoka et al. fiir
die geringe Spot-Anzahl. Denn es konnte eine Verminderung der Sensitivitit des
ELISPOT-Assays mit zunehmendem Alter festgestellt werden (Sadaoka et al.,
2008). So war eine deutliche Reduktion der Spotanzahl bei Patienten &lter als
fiinfzig Jahren messbar. Da in dieser Arbeit wesentlich &ltere Patienten (siehe
Kapitel 4.3. Alter) untersucht wurden, kann somit eine Ursache der geringen
Spotanzahl im Alter des untersuchten Patienten-Kollektivs gefunden werden.

Inkubationszeit Als Ursache fiir die geringe Anzahl der SFC auf das VZV-
Antigen kann die Gesamtldnge der Inkubationszeit ausgeschlossen werden. Die
Inkubationszeit betrug nach Auftragen des antigendetektierenden Antikorpers
am ersten Tag 24 Stunden. Von Tag zwei zu Tag drei, also der Zeit in dem die
VZV-spezifischen CD8-PBMC bzw. CD4-PBMC der Patienten mit dem Antigen
VZV reagierten, betrug die Inkubationszeit 20 Stunden. In der Literatur wird
iiber eine dquivalente Spotanzahl und auch Qualitdt der Spots wéhrend einer
Inkubationszeit von 16-21 Stunden am Tag zwei zu Tag drei berichtet. Dariiber
hinaus wird kein Anstieg der Anzahl erreicht, sondern die Spots erscheinen und
iiberlappen sich, so dass eine Auswertung erschwert wird (Smith et al.| |2001).

Ursache Schleierbildung Die in dieser Arbeit zu bemingelnde Schleierbil-
dung auf den wells wird auf die hohe eingesetzte Zellkonzentration der isolierten
Patientenzellen mit bis zu Maximal 10 x 10'°Zellen /well und die hohe Mono-
zytenzellzahl zuriickgefiihrt. Es konnte sich zu dem dargestellten Problem keine
vergleichende Literatur finden.

Da in dieser Arbeit die spezifische T-Zellfunktion untersucht werden sollte, fand
eine Separation der gewonnenen PBMC in CD4+ und CD8+ Zellen statt. Der
Oberflichenmarker CD4 findet sich unter anderem bei T-Zellen, neutrophilen
Zellen, Monozyten und Makrophagen (Zola et al., 2007)). Es wurden also durch
die Selektion mittels MACS-Technik keine reine T-Zellpopulation gewonnen. Al-
so musste eine weitere Eingrenzung durch einen zytokindetektierenden Antikor-
per erfolgen (Antikérper gegen v-Interferon). Jedoch kénnen auch Monozyten
und Makrophagen durch Zytokine von T-Zellen stiumliert werden, z.B. auch
~-Interferon (Kantari et al., |2008). Das heifst also, dass von T-Lymphozyten
sezerniertes y-Interferon nach Antigenkontakt mit dem Varicella-Zoster Virus
Monozyten stimuliert haben kénnte. Dadurch wire eine Schleierbildung erklér-
bar. Unterstiitzt wird diese These dadurch, dass bei Patienten mit einem Her-
pes Zoster eine Dysfunktion der Monozyten festgestellt werden kann (Twomey
et al. |[1974) und signifikant erh6hte Monozytenzahlen gemessen werden kénnen
(im Vergleich zu anderen Erkrankungen ausgelost durch Herpes-Viridae) (Tsu-
kahara et al., (1992).

Zur Verdeutlichung der hohen gemessenen Monozytenwerte sind diese in Ta-
belle [£.T] dargestellt. Dabei sei darauf hingewiesen, dass der hier angenommene
Referenzwert bei 3-5 % Monozyten liegt.
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Zeitpunkt VZV-Patient Kontroll-
Patient
akut 9,8 7,4
nach 4 Wochen 8,1 7,9
nach 6 Monaten 7 12,7

Tabelle 4.1: Monozyten (Immunstatus) im Verlauf zwischen VZV-
Patient und Kontroll-Patient. Angabe Mittelwert in Prozent

Verbesserung des ELISPOT-Assay

Eine Moglichkeit zur Erhohung der Sensitivitét stellt eine Vorstimulation der
Zellen dar. Godard et al. zeigt dies mit dem Cytomegalie-Virus bei CD8+ T-
Lymphozyten (Godard et al.l 2004). Wahrend der praktischen Durchfiihrung
dieser Arbeit wurde versuchsweise zur Erh6hung der Spotanzahl eine Vorstim-
mulation mit dem VZV-Antigen und IL-2 iiber fiinf Tage durchgefiihrt. Dabei
zeigten sich jedoch keine erhohten SFC.

Aus den bisher dargestellten Sachverhalten ergeben sich fiir zukiinftige Arbeiten
folgende Losungsansitze:

Praktisch stellte sich die geringe Zellzahl der akut erkrankten Patienten und
der hohen benétigten Zellzahl (Siehe Kapitel 3.1.) als Problem dar. Eine auf die
Menge bezogene grofiere Blutentnahme kénnte dieses Problem 16sen und miisste
ethisch geklirt werden.

Es wurde ein Antikérper gegen ~y-Interferon sezernierende T-Zellen eingesetzt.
Aus einer anderen Arbeit ergibt sich eine hohe Koexpression dieses Zytokins
mit Interleukin 2 (IL-2) und dem Tumornekorsefaktor oo (TNF «) (Schub et al.,
2014; |Zhang et al., 2011)). Eine Kombination kénnte eine Mdglichkeit sein, die
Sensitivitdt der VZV-spezifischen T-Zellen im ELISPOT-Assay zu erhShen.
Jedoch kann mit dem erhohten Einsatz des Antigens eine erste Strategie verfolgt
werden.

Es wird beschrieben, dass eine Zellverklumpung wéhrend der Konservierung
durch den Einsatz von Endonukleasen, wie Benzonase, verhindert werden kann
(Smith et al.l 2001). Dieser Ansatz sollte vergleichend mit der in dieser Arbeit
verwendeten mechanischen Komponente, dem Cellstrainer 40 pm Nylon, wei-
ter verfolgt werden. Liegen die Zellen in Clustern zusammen, konnten die Bin-
dungsstellen fiir Antigene, aber auch fiir Antigen prasentierende Zellen nicht zur
Verfiigung stehen und somit die v -Interferon Ausschiittung der Zellen blockiert
werden.

Weiterhin kénnen verschiedene VZV-Antigene miteinander verglichen werden,
um herauszustellen mit welchen Antigenen die grofite Anzahl von Spots zu er-
zielen ist. In dieser Arbeit wurde ein KBR-Antigen eingesetzt, dieses ist im
Gegensatz zu einem ELISA-Antigen nicht hochgereinigt (Herstelleraussage Vi-
rion/serion). Es miisste also eine hohere Anzahl von Spots im ELISPOT-Assay
zu erwarten sein, wenn ein ELISA-Antigen eingesetzt wird. Dies ist in weiteren
Studien zu kldren. Weiterhin kénnen Bulk-Antigene mit den bisher vorgestell-
ten VZV-Antigen verglichen werden. Die Bulk-Antigene VZV-Vollvirus-Antigen
und VZV-Glykoproteinantigen werden ebenfalls fiir den ELISA eingesetzt.



KAPITEL 4. DISKUSSION 80

4.2 Aktenstudium

Es sei darauf verwiesen, dass bei der Auswertung der Daten von Patienten mit
einem Herpes Zoster nach Aktenlage keine Signifikanzen im Vergleich der Pa-
tienten nach dem Jahr der Erkrankung (2006 und 2007), sowie zwischen den
Zoster-Patienten und den Studien-Patienten gemessen werden konnten.

Altersklassen Die Erkrankung Herpes Zoster tritt in jedem Alter auf, den-
noch ist eine erhdhte Inzidenz mit zunehmendem Alter festzustellen (Insinga,
et al., |2005)).

Schmader et al. vergleicht Arbeiten in verschiedenen Lindern der Erde in Bezug
auf die Inzidenz des Herpes Zoster. Ein Vergleich ist durch die methodischen
Unterschiede schwierig, dennoch ist zusammenfassend festzustellen, dass die In-
zidenz ab dem Alter 50 - 60 Jahre deutlich ansteigt. So kann bei der Gruppe
der iiber 80-jdhrigen Patienten die hochste Inzidenz gemessen werden (Schma-
der et al.l |2008). Auch andere Autoren bestitigen diese Darstellung (Weinberg,
2007; |Gross et al., [2003; Wutzler and Meister), [1997)).

In Anlehnung an die hier zitierten Arbeiten konnte in dieser Studie gezeigt wer-
den, dass bei den untersuchten Patienten die Altersgruppe der 75 - 85-jahrigen
Probanden am Haufigsten reprasentiert wurde. In die Studie konnten Patienten
die ambulant behandelt wurden und unbehandelte Patienten mit einem Herpes
Zoster nicht eingeschlossen werden, daher kann anhand dieser Studie keine Aus-
sage zur Inzidenz in der untersuchten Region Rostock getroffen werden.

Geschlecht Aussagen in Bezug auf das Geschlecht sind fiir das Jahr 2007 auf
Grund der geringen Probandenzahl nur begrenzt moglich. Im Jahr 2006 iiber-
wiegt die Anzahl des ménnlichen Geschlechts, im Jahr 2007 die des weiblichen
Geschlechts. Es kann in dieser Arbeit somit keine eindeutige Aussage zur Pré-
disposition in Bezug auf das Geschlecht getroffen werden.

Schmader et al. kommt in einem Review zum selben Ergebnis. So sehen im
internationalen Vergleich einige Studien keine Unterschiede zwischen Mannern
und Frauen, andere hingegen zeigen eine erhdhte Inzidenz fiir einen Herpes Zos-
ter bei Frauen (Schmader et al. 2008). Wutzler et al. fiihrt die bei einer im
Jahr 1994/1995 durchgefithrten Studie an iiber 2000 ambulanten Zoster Pati-
enten in Deutschland gemessene erhohte Inzidenz bei Frauen auf einen héheren
geschlechtsspezifischen Anteil in der Gesamtbevilkerung zuriick (Wutzler and
Meister},[1997)). Der Aspekt der genderspezifischen Einweisungsrate aufgrund der
Erkrankung wurde in dieser Studie nicht untersucht, kdnnte aber eine Ursache
fiir das Geschlechterverhiltnis sein.

Dermatome Bei der Betrachtung der Haufigkeit der betroffenen Dermatome
fallt ein grofer Unterschied zur Literatur auf. Die hier untersuchten Patienten
wiesen am Hiufigsten eine Lokalisation des Herpes Zoster im Dermatom Trige-
minus 1 auf. Dies widerspricht deutlich zahlreichen Studien, die die hiufigste
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Lokalisation in den thorakalen Dermatomen angeben (Meister et al., [1998;
lgozzino et al., [1982; Wutzler and Meister}, [1997).

Dies kann damit erkldrt werden, dass in der Studie nur stationdr therapierte
Patienten untersucht wurden. Eine Indikation zur stationéren Aufnahme ist bei
Patienten mit einem kranio-faszialen Herpes Zoster, Dissemination, Organma-
nifestation und unbekannter Immunschwéche gegeben (Gross et al., 2003).

Bei der Analyse der Anzahl der betroffenen Dermatome findet sich eine Uber-
einstimmung mit der Literatur. Meister et. al. beschreibt bei 66 % der Patienten
ein betroffenes Dermatom und in 31,2 % der Féille von zwei betroffenen Derma-
tomen (Meister et al. [1998). Diese Zahlen variieren nur minimal von denen in
dieser Studie untersuchten Patienten (ein Dermatom 61,3 %; zwei Dermatome
25,2 %).

Schmerzskala

Zeitpunkt akut Neben der Hautmanifestation eines Herpes Zoster ist als
Hauptsymptom der neuropathische Schmerz anzusehen (Weinberg, 2007; Woolf]
land Mannion) 1999). Der akute Schmerz korreliert auch mit dem Risiko einer
Postzoster-Neuralgie (Wood et al.l [1996; Dworkin et al.,[1992)). Deshalb wird ein
Schmerzmonitoring z.B. mittels der Visuellen-Analog-Skala (VAS) bei Patien-
ten mit einem Herpes Zoster angestrebt, um die Therapie evaluieren zu kénnen.
Im Jahr 2006 und 2007 gaben 21,1 % der Patienten zum ersten Untersuchungs-
zeitpunkt keine Schmerzen an. Daraus folgt, dass 78,9% der Patienten Schmer-
zen zum Zeitpunkt der akuten Erkrankung haben. Vergleichend finden sich dqui-
valente Angaben in der Literatur. 60 % - 90 % der Patienten mit einem Herpes
Zoster geben Schmerzen und lokale Sensationen, wie Hypersensitivitit an
|berg, |2007; Dworkin et al., [2007).

Zeitpunkt nach vier Wochen Eine Postzoster-Neuralgie ist definiert als ein
persistierender chronischer Schmerzzustand langer als vier Wochen nach Auftre-
ten eines Herpes Zoster 2002). 10 % - 20 % aller Herpes Zoster Patienten
erleiden eine Post-Zoster-Neuralgie (Gross et al., [2003)). Andere Autoren nennen
mit 10 % - 70 % eine weitaus groRere Anzahl der betroffenen Patienten (Kost|
land Straus, 1996). In einer empirischen Studie aus dem Jahr 1994/1995 wur-
de eine Inzidenz der Post-Zoster-Neuralgie von 28,4 % gemessen
[1997).

Im Jahr 2006 und 2007 waren bei der Kontrolluntersuchung nach vier Wochen 69
% der Patienten schmerzfrei, das heifst 31 % der Patienten hatten persistieren-
de Schmerzen. Ob in einzelnen Fillen die Diagnose einer Postzoster-Neuralgie
gestellt wurde, ist nicht weiter untersucht worden. Auch soll die Therapie ei-
ner Postzoster-Neuralgie nicht Gegenstand dieser Diskussion sein. Fiir weitere
Informationen sei auf Johnson et al. verwiesen (Johnson et al.| [2008).

Zusammenfassend kann also als Préadisposition fiir einen Herpes Zoster ein
erhohtes Alter angenommen werden. Pradispositionen durch die Analyse des
Krankheitsprofils und das Geschlecht ergaben sich statistisch nicht.
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4.3 Untersuchungsbogen

Bei der Auswertung der Untersuchungsbogen ergaben sich keine Signifikanzen
(Gruppenvergleich Zosterpatient versus VZV-seropositiver Kontrollpatient, Ver-
gleich Altersklassen, Vergleich Geschlecht). Deshalb wurden in 3.3. die wichtigs-
ten Merkmale tabellarisch aufgefiihrt, um eine Orientierung iiber die untersuch-
ten Studienpatienten zu geben.

Alter Im Vergleich zu den Patienten des Aktenstudiums (im Mittel 64,65
Jahre alt) waren die Patienten mit einem akuten Herpes Zoster mit 67,7 Jahre
(arithmetischer Mittelwert) alter. Die VZV-seropositiven Kontroll-Patienten wa-
ren mit 68,3 Jahre nur unwesentlich dlter als die Zoster-Patienten. Daraus kann
gefolgert werden, dass die Zosterpatienten des Aktenstudium und Studienpati-
enten eine dhnliche Altersstruktur haben. Auf die Inzidenz bezogen spiegelt sich
in dieser Studie eine Alterspopulation wieder, die auch in der Literatur genannt
wird ((Weinberg), 2007} |Gross et al., [2003; Wutzler and Meister}, [1997; |Schmader
et al.l [2008)).

Dermatome Sowohl die Patienten des Aktenstudiums, als auch die Zoster-
patienten der Studie erkrankten am H&aufigsten im Bereich der thorakalen Der-
matome (40,9%), gefolgt von einer Manifestation im Bereich des Innervations-
gebietes des Nervus opthalmicus (36,4%).

Wie im Aktenstudium dargelegt, zeigen auch die hier untersuchten Patienten
die Erkrankung {iberwiegend in einem Dermatom (59,1%). Bei 13,6% waren
zwel Dermatome und bei 18,2% drei Dermatome betroffen. Die Anzahl der Der-
matome ist bei den Studien-Patienten also hoher als bei den aktenkundigen
Patienten. Im Vergleich zeigten sich jedoch keine Signifikanzen.

Schmerzskala Analog zu den aktenkundigen Patienten im Jahr 2006 und
2007 wurden die Studien-Patienten mit einem Herpes Zoster nach ihrem sub-
jektiven Schmerzempfinden zu den drei Untersuchungszeitpunkten befragt.

Zeitpunkt akut 27,3 % der untersuchten Patienten waren schmerzfrei und
22.7% der Patienten gaben Schmerzen mit dem Skalenwert 7 auf der VAS an.
Im Vergleich zu den aktenkundigen Patienten (2006: 12,2%, 2007 12,5%) waren
also mehr Patienten schmerzfrei. Gaben die Patienten jedoch Schmerzen an,
waren diese deutlich héher (Vergleiche Abb. . Die Einordnung der Patien-
ten mit Schmerzen geht wie auch bei den Patienten des Aktenstudiums mit der
Literatur konform (Weinberg], |2007; Dworkin et al., 2007).

Zeitpunkt nach vier Wochen Beim zweiten Untersuchungszeitpunkt wa-
ren 54,5% schmerzfrei und rund 21% der Patienten gaben Werte zwischen 4
und 6 auf der VAS an. Damit zeigt sich im Verlauf innerhalb der untersuchten
Studien-Patienten eine deutliche Schmerzreduktion und eine Verschiebung zu
kleineren Skalenwerten. Im Vergleich zu den Patienten des Aktenstudiums ist
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weiterhin festzustellen, dass deutlich mehr Patienten nach vier Wochen keine
Schmerzen erlitten (2006: 36,6%, 2007: 25%). Eine Dokumentation liegt nur fiir
die Dosierung der Virustatika und nicht fiir die Analgetika-Therapie der Zoster
Patienten im Jahr 2006 und 2007 vor, so dass keine Riickschliisse fiir die Ursa-
che dieser Differenz gezogen werden kénnen. Es soll lediglich eine orientierende
Darstellung gegeben werden.

Zeitpunkt nach sechs Monaten Zum letzten Zeitpunkt gaben nur 4,5% der
Patienten Schmerzen mit VAS 4 an, das heifst, dass knapp 95% der untersuchten
Patienten schmerzfrei waren. Auf Grund der geringen Anzahl teilnehmender
Patienten (n = 6) kann jedoch keine valide Aussage getroffen werden.

Prodromalphase Standardisiert wurden bei den Patienten mit einem akuten
Herpes Zoster Prodromalerscheinungen (Miidigkeit, Abgeschlagenheit, Fieber,
andere Allgemeinbeschwerden, Parédsthesien, Pruritus) abgefragt. Nicht alle ab-
gefragten Merkmale sind in Tab. und Tab. ausgewiesen.

50% der Patienten gaben vermehrte Miidigkeit und Abgeschlagenheit an. 11%
Parésthesien und 13% Pruritus. Es liegt also bei ein Viertel der untersuchten Pa-
tienten eine Beeintriachtigung des Wohlbefindens durch korperliche Symptome
vor. Wutzler et al. zeigt eine dhnliche Symptommanifestation in der Prodromal-
phase auf. So zeigen 33 % der {iber 2000 untersuchten Patienten Pardsthesien
und 44,9 % Abgeschlagenheit (Wutzler and Meister},|1997). In dieser Arbeit kann
bei 9 % der Patienten eine erhohte Kérpertemperatur gemessen werden, Wutzler
nennt mit 13,6 % eine hohere Anzahl von betroffenen Patienten (Wutzler and
Meister), [1997)).

Neben Schmerzen und den Hauterscheinungen sind also eine Reduktion des All-
gemeinbefinden, Parédsthesien und Pruritus als Hauptmanifestationen vorhan-
den.

Begleitende Erkrankungen Wautzler et al. nennt in seiner Studie als hiu-
figstes Leiden die maligne Erkrankung (5,1 %) (Wutzler and Meister}, [1997)).
Patienten mit einer solchen Erkrankung wurden in dieser Studie ausgeschlos-
sen. Allerdings wiesen anamnestisch 18,2 % der Zoster-Patienten in der Ver-
gangenheit eine neoplastische Erkrankung auf und ebenfalls 5,6 % der VZV-
seropositiven Trager.

Bei der Hilfte aller Zoster- Patienten konnte die Diagnose einer arteriellen Hy-
pertonie anamnestisch erhoben werden, wobei diese Diagnose bei den Kontroll-
Patienten (38,9 %) weniger oft zu erheben war.

Als weitere haufige Erkrankung nennt Wutzler et al. den Diabetes mellitus (5,0
%). (Wutzler and Meister, 1997)). Im Vergleich mit dieser Arbeit féllt auf, dass
hier die Patienten mit einem akuten Herpes-Zoster (9,1 %) h&ufiger betrof-
fen waren, jedoch 16,7 % aller Kontroll-Patienten an einem Diabetes mellitus
erkrankt waren. Kritisch angemerkt werden muss, dass Wutzler sich auf den
insulinabhéngigen Diabetes mellitus bezieht. In den Untersuchungsbégen dieser
Arbeit wurde anamnestisch kein Unterschied zwischen einem nichtinsulinab-
héngigen und insulinabhingigen Diabetes mellitus gemacht. Ragozzino et al.
konnten schon 1983 belegen, dass eine Diabetes mellitus kein Risikofaktor fiir
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einen Herpes Zoster ist (Ragozzino et al., [1983).

In der Literatur wird immer wieder der Zusammenhang des Herpes Zoster mit
einer Immunsuppression diskutiert (Gebo et al., 2005;|Wood et al., 2008} |Khera
et al.l [2009; |Peritz et al., |2008; |[Fuks et al.l [2009; |Volpi and Stanberry, |2007).
In diesem Zusammenhang werden auch andere auslésende Faktoren (u.a. physi-
sches Trauma, psychologischer Stress) genannt, jedoch keine expliziten Erkran-
kungen wie die hier erlauterten Grunderkrankungen (Schmader et al., [2008)).

Zusammenfassend konnen anhand der Datenerhebung aus den Untersuchungs-
bogen als Pradisposition fiir eine Erkrankung an einem Herpes Zoster ein er-
hohtes Alter festgestellt werden. Riickschliisse aus dem Krankheitsprofil der
Patienten konnen nicht als Ursache fiir die Reaktivierung des Varicella-Zoster
Virus geschlossen werden.

4.4 Blutbild und mikroskopische Differenzierung

Die signifikanten Mefiwerte wurden in Kapitel 3.5. dargelegt und sollen nun
diskutiert werden.

Eosinophile Granulozyten Beiden Patienten mit einem akuten Herpes Zos-
ter konnten im Vergleich zur Kontroll-Gruppe (VZV-seropositiver Tréger) je-
weils nach vier Wochen und nach sechs Monaten signifikant erhohte Werte der
eosinophilen Granulozyten gemessen werden. Bei der Betrachtung der Zoster-
Patienten fillt eine Zunahme der Anzahl der eosinophilen Granulozyten im Ver-
lauf auf. Diese Unterschiede innerhalb der Gruppe der Patienten mit einem Her-
pes Zoster waren jedoch nicht signifikant. Bei der Gruppe der VZV-seropositiven
Trager konnte jedoch eine signifikante Abnahme vom ersten Untersuchungszeit-
punkt mit 3,3+3,4 % auf 1,5+1,6 % beim zweiten Untersuchungszeitpunkt nach
vier Wochen gemessen werden.

Es fallt weiter auf, dass sich die Mittelwerte der eosinophilen Granulozyten
innerhalb der Referenzwerte von < 5 % bewegen. An Hand der statistischen
Abweichung ldsst sich belegen, dass viele Ausreifser zu beobachten sind und die
Werte der eosinophilen Granulozyten sehr inhomogen liegen.

Es lassen sich keine Arbeiten finden, die die eosinophilen Granulozyten bei Pa-
tienten mit einem akuten Herpes Zoster untersuchen. Allerdings zeigte sich bei
Untersuchungen zu Windpocken, dass in der akuten Phase und in der Genesung
erhohte eosinophile Granulozyten im peripheren Venenblut messbar waren (Lis-
se et al., 2005)). Die erhohten Werte bei den Zoster-Patienten sind also analog
zu einer Windpocken-Erkrankung als Folge der Infektion zu erkléren. Warum
sich diese Erhohung erst signifikant nach vier Wochen und nach sechs Monaten
zeigt, ist nicht erkldrbar. Vermutet werden kann eine verzogerte unspezifische
Immunreaktion bei den hier untersuchten dlteren Patienten.

Die Funktion der eosinophilen Granolzyten wurde in Kapitel 1.5. erlautert.
Es zeigt sich gerade eine Erhchung der Eosinophilen bei allergischer Genese,
Atemwegserkrankungen (Lemiere), 2004) (Caramori et al., 2005) und parasi-
tédren Erkrankungen (Mahmoud| 1982)). Patienten mit einer akuten Infektion
wurden ausgeschlossen, ebenso Patienten mit einer akuten allergischen Erkran-
kung. Diese Ursachen konnen also fiir die Erhdhung der eosinophilen Granulo-
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zyten ausgeschlossen werden. Die Erhebung der Anamnese ergab jedoch, dass
4.5 % der Zoster-Patienten unter einer Atemwegserkrankung litten und 11,1 %
der Kontroll-Patienten. Damit kénnte die Erhéhung der Eosinophilen bei den
Kontroll-Patienten erklért werden.

Die gemessenen Signifikanzen sind zusammenfassend nicht als spezifische Verin-
derungen bei einem Herpes Zoster zu werten. Unter anderem wird dies dadurch
untermauert, dass die Erhohungen minimal waren und sich innerhalb der Refe-
renzwerte bewegten.

Neutrophile Stabkernige Neutrophile Granulozyten steigen bei akuten In-
fektionen, insbesondere bei Erkrankungen mit bakterieller Genese (Dalel [2009)
an. Allerdings kann auch eine Inflammation von neutrophilen Granulozyten bei
viralen Infektionen gefunden werden (Mckean et al.,|2003)). Insbesondere ist eine
prozentuale Erh6hung der stabkernigen Granulozyten zu erwarten, da Neutro-
phile wihrend der Infektion verbraucht werden und Neue nachgebildet werden
miissen (Siehe auch Kapitel 1.5.).

Signifkante Erhohungen der neutrophilen Stabkernigen waren bei den Patienten
mit einem Herpes Zoster in der akuten Erkrankungsphase im Vergleich zu den
VZV-seropositiven Tragern messbar. Dabei zeigte sich als Ausdruck der akuten
unspezifischen Infektabwehr eine annidhernd vierfache Erhohung der Zellpopula-
tion bei den Zoster-Patienten (10,3+11,6 %) gegeniiber den Kontroll-Patienten
(2,4£3,3 %). Es kann also im Rahmen der Reaktivierung des Varicella-Zoster
Virus von einer Linksverschiebung gesprochen werden, da die neutrophilen Gra-
nulozyten die Referenzwerte von <8 % iiberschritten. Man muss jedoch anmer-
ken, dass die hier gemessene Erhchung bei viraler Genese minimal ist und sich
eine grofe Streuung zeigt.

Bei den VZV-seropositiven Kontroll-Patienten war ein signifikanter Anstieg der
neutrophilen Stabkernigen zwischen der ersten Untersuchung (2,44+3,3 %) und
der Verlaufsuntersuchung nach vier Wochen (5,6+4,9 %) messbar. Dabei lagen
die Messwerte immer in dem angegeben Referenzwert, so dass keine Linksver-
schiebung vorliegt. Bei der genauen Analyse zeigt sich als Ursache fiir die hier
gemessene Erhohung der neutrophilen Stabkernigen das Auftreten von akuten
Erkrankungen bei zwei Patienten. Damit ist auch die hohe Standardabweichung
zu erklaren. Ein Patient war vor der Verlaufsuntersuchung gestiirzt und hat eine
Diarrh6 entwickelt. Ein zweiter Patient war an einer Sinusitis und einem Harn-
wegsinfekt erkrankt. Mit diesem Hintergrund lésst sich die Erhéhung erkliren
und sich als natiirliche Komplikation bei dlteren Menschen deuten.

Bei den Patienten mit einem akuten Herpes Zoster lasst sich eine Verringerung
der neutrophilen Stabkernigen im Verlauf feststellen. Dieses Ergebnis ist als Re-
generation des Immunsystems zu deuten. Dennoch zeigt sich auch hier, wie bei
den Kontrollpatienten bei der ersten Verlaufsuntersuchung, eine grofie Streuung
der Werte (Standardabweichung £5,34). Analog kann diese Messung wie bei den
VZV-seropositiven Patienten auf neu aufgetretene Erkrankungen zuriickgefiihrt
werden (ein Patient mit Sturz und ein Patient mit Pneumonie).

Akute Infektionen wurden a priori bei den Patienten fiir die Aufnahme in die
Studie ausgeschlossen, dennoch ldsst sich ein Auftreten von neuen Infektionen
bei dieser Alterspopulation nicht vermeiden. Es wurde bereits dargelegt, dass
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das Immunsystem bei dieser Population beeintrichtigt ist (Siehe Kapitel 4.4.).
Es wurde auf einen Ausschluss der oben genannten Patienten im Verlauf ver-
zichtet, da die neuen Erkrankungen kleinere Allgemeininfekte (nicht antibioti-
karelevant, symptomatische Therapie) waren und die Anzahl der untersuchten
Patienten dezimiert worden wire.

Thrombozyten Die gemessenen Signifikanzen lagen innerhalb der Referenz-
werte fiir Thrombozyten (150-450 10°/1). Damit kann davon ausgegangen wer-
den, dass die gemessenen Werte klinisch nicht relevant sind.

Es konnte bei den Patienten mit einem akuten Herpes Zoster im Vergleich zwi-
schen dem ersten (207,1+79,1 x 10°/1) und zweiten (282,2+124,5 x 10° /1) Unter-
suchungszeitpunkt ein signifikanter Anstieg der Thrombozytenzahlen gemessen
werden. Dabei zeigt sich eine breite Streuung der Messwerte und ein Anstieg
innerhalb des genannten Referenzbereichs.

Man kann also nicht von einer Thrombozytopenie bei akutem Herpes Zoster
sprechen, die sich im Verlauf regeneriert. Eine Thrombozytopenie durch Kno-
chenmarksuppression ist bei Therapie mit Aciclovir nicht bekannt. Hervorzuhe-
ben sind Nebenwirkungen wie Nephro- und Neurotoxizitét, die in dieser Arbeit
nicht untersucht werden sollten (Adair et al.l [1994; Izzedine et al., [2005).

Die hier gemessen erhchten Werte sind als nicht krankheitsspezifisch und kli-
nisch relevant zu werten.

Lymphozyten Bei der mikroskopischen Differenzierung wird nur die Gesamt-
zahl der Lymphozyten erfasst und nicht die einzelnen Subpopulationen wie bei
dem Immunstatus.

Mit dem Hintergrundwissen der Diskussion des Immunstatus wird eine Abnah-
me der Lymphozyten zum akuten Zeitpunkt der Zostererkrankung erwartet.

Tatséchlich zeigen sowohl die Zoster-Patienten, als auch die VZV-seropositiven
Kontroll-Patienten wéhrend der gesamten Untersuchungsdauer Lymphozyten-
werte die im Referenzbereich von 20-42 % liegen. Mit Lymphozytenzahlen von
21,9415,2% bei der akuten Erkrankung an einem Herpes Zoster und 22,3+12,1%
nach vier Wochen, zeigen sich niedrignormale Werte bei den Zoster-Patienten.
Da die Lymphozyten weiter ansteigen, ist zwischen dem akutem Herpes Zos-
ter und der Untersuchung nach sechs Monaten (28,0+13,4%) eine Signifikanz
(p=0.043) messbar. Da allerdings nur bei sechs der Zoster-Patienten eine Ver-
laufsuntersuchung nach sechs Monaten durchgefiihrt wurde, die Steigerung mar-
ginal ist und sich innerhalb der Referenzwerte bewegt, ist sie als klinisch nicht
relevant zu werten.

Festzustellen ist eine Differenz der Messergebnisse fiir die Lymphozytenzahlen
bei der FACS-Analyse des Immunstatus (Verminderung der Gesamt - Lympho-
zyten) und der hier dargestellten Messergebnisse der mikroskopischen Differen-
zierung durch die Pappenheim-Farbung (niedrignormale Lymphozyten). Diese
Unterschiede kénnten mit der geringen Sensitivitdt der mikroskopischen Diffe-
renzierung erklirt werden, da diese Untersuchung manuell durchgefiihrt wird.
In einer vergleichenden Untersuchung bei der Analyse zwischen einer automati-
schen computergestiitzten Auswertung und der Pappenheim-Farbung fiir Zellen
im Liquor cerebrospinalis zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede
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(Boer et al., 2009). Die unterschiedlichen Messergebnisse dieser Arbeit konnen
also nicht hinreichend durch Anwendung unterschiedlicher Messmethoden er-
klért werden.

Zusammenfassend wird eine Linksverschiebung, d.h. eine Zunahme der neutro-
philen stabkernigen Granulozyten wéhrend der akuten Erkrankung an einem
Herpes Zoster nicht als Prédisposition fiir die Manifestation eines Zosters, son-
dern als Ursache dessen gedeutet. Eine Immunsuppression in Form einer Ernied-
rigung der Lymphozytenzahlen als Pradisposition der Erkrankung eines Herpes
Zoster ist in dieser Arbeit nicht zu belegen, sondern als Folge der Erkrankung
zZu werten.

4.5 Immunstatus

Diskutiert werden nur signifikante Unterschiede beim Vergleich zwischen den un-
tersuchten Gruppen und innerhalb der untersuchten Gruppen (Ergebnisse siehe
Kapitel 3.5.)

Abnahme der zelluliren Immunitéit im Alter

In dieser Studie wurde nicht primér die Immunitét einer gesunden Alterspo-
pulation untersucht. Fiir zukiinftige Studien diesbeziiglich sei auf das SENIEUR
Protokoll (Senior European) verwiesen, in dem Kriterien festgelegt sind, um im-
munologische Studien in der Geriatrie durchzufiihren (Ligthart et al.,[1984)). Der
von Ligthart et al. postulierte Ausschluss von Patienten mit immunsuppressiven
Erkrankungen fand in dieser Arbeit ebenfalls Anwendung. Denn bei immunsup-
primierten Patienten ist eine verminderte zellulire Immunitéit gegeniiber dem
Varicella Zoster Virus messbar (Gershon and Steinberg, 1979).

Da eine altersbedingte Abnahme der Immunitiit feststellbar ist (Hulstaert et al.
[1994} Reichert et al, [1991} [Makinodan and Kayl, [1980}; Mittler and Lee, [2004)),
existieren auch altersspezifische Referenzwerte [6.6] (Hannet et al., 1992). Wenn
also angenommen wird, dass die ausgewéhlten VZV-seropositiven Kontroll-
Patienten einer reprisentativen Bevolkerungsgruppe entspricht, muss eine Ab-
nahme der zelluldren Immunitit gemessen werden kénnen.

Utsuyama et al. vergleichen die zelluldre Immunitét bei Neugeborenen mit an-
deren Alterspopulationen. Dabei zeigte sich insbesondere eine Abnahme der
CD8+ T-Suppressorzellen und B-Zellen im Alter. Bei der Messung von CD4+ T-
Helferzellen und NK-Zellen konnte eine Zunahme dieser Subpopulationen im Al-
ter festgestellt werden (Utsuyama et al.|[1992). Nagel et al. hingegen konnten im
Altersvergleich feststellen, dass bei alten Menschen prozentual die T-Zellen ver-
mindert sind und absolut die T-Suppressorzellen. Bei den T-Helferzellen konnten
keine Unterschiede zwischen jungen und alten Menschen gemessen werden
1950)

Durch den Vergleich der altersspezifischen Referenzwerte mit den Messungen
dieser Arbeit (VZV-seropositive Kontroll-Gruppe) koénnen folgende Aussagen
getroffen werden:
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Es findet sich in dieser Arbeit eine deutlich zunehmende Verschiebung der
CD4/CD8-Ratio im Verlauf iiber die drei Zeitpunkte zu Gunsten der CD4+
Zellen. D.h. hier konnte wie bei Utsuyama et al. eine Zunahme der CD4+ T-
Helferzellen und eine Abnahme der CD8+ T-Suppressorzellen gemessen wer-
den. Bei dem ersten Untersuchungszeitpunkt zeigten sich normale Werte fiir
T-Suppressorzellen, bei den T-Helferzellen zeigten sich nur fiir die ersten beiden
Untersuchungszeitpunkte erhohte Werte. Auch in anderen Arbeiten konnte eine
Abnahme der T-Suppressorzellen gemessen werden (Ligthart et al., |[1986; [Nagel
et al., |1983).

Messbar war eine Abnahme der B-Zellen im Vergleich mit den altersspezifischen
Referenzwerten. Die Aussagen von Utsuyama et al. konnen hier also verifiziert
werden.

Eine Zunahme der NK-Zellen konnte nur fiir den ersten Untersuchungszeitpunkt
gemessen werden, wie es auch in einer anderen Arbeit belegt ist (Ligthart et al.
1986).

In dieser Studie ist zusammenfassend nicht eine generelle Abnahme der Immu-
nitdt im Alter fiir die VZV-seropositiven Kontrollpatienten messbar, sondern
wie bei Sanosi et al. nur eine andere Gewichtung der einzelnen Subpopulationen
(Sanosi et al., 2008). Herausgestellt sei die Funktion der NK-Zellen. So findet
sich bei &lteren Patienten mit niedrigen Zellzahlen dieser Subpopulation eine
erhohte Sterblichkeit (Solana and Mariani, [2000).

Vergleich zwischen Patienten mit einem Herpes Zoster und VZV-
seropositiven Kontroll-Patienten

Zu erwarten ist eine deutliche Beeinflussung des Immunsystem bei der Reak-
tivierung des Varicella-Zoster Virus, da auch bei anderen Virusinfektionen eine
Beeinflussung des Immunsystems messbar ist (Notkins et al., (1970]).
In Anlehnung an Arvin et al. (Arvinl 2005)) ist zu erwarten, dass bei den hier
beobachteten Patienten mit einem akuten Zoster eine deutliche Abnahme der
zelluldren Immunitit messbar sein muss. Nicht verifizierbar ist, ob diese vor der
Manifestation oder mit der Manifestation des Herpes Zoster auftritt (Russell
et al., [1973). Weinberg nimmt an, dass die zellvermittelte Immunitédt unter ei-
nem kritischen Niveau abnimmt und es dadurch zur Reaktivierung des Herpes
Zoster kommt |Weinberg] (2007). Siehe auch Kapitel 4.1.1.
Wie nach (Baadsgaard et al., [1987)) zu erwarten war, war ein signifikanter Un-
terschied der Gesamtlymphozyten (Absolutzahlen und Prozentzahlen) zwischen
den untersuchten Gruppen sowohl zum ersten, als auch zum zweiten Untersu-
chungszeitpunkt messbar. Eine Normalisierung der primiren Suppression der
Gesamtlymphozyten zeigt sich wie bei Baadsgaard et al. erst bei der letzten
Verlaufsuntersuchung. Auf Grund der geringen Stichprobe der Zoster-Patienten
zum dritten Untersuchungszeitpunkt kann hier jedoch keine valide Aussage ge-
troffen werden.

Es wurde schon die besondere Rolle der NK-Zellen und die Zunahme dieser
Subpopulation bei der Kontroll-Gruppe hervorgehoben. Beim ersten und auch
beim zweiten Untersuchungszeitpunkt werden eine signifikante Erniedrigung der
NK-Zellen (CD16+, CD56+) bei den Patienten mit einem akuten Herpes Zoster
im Vergleich zu den VZV-seropositiven Kontrollpersonen gemessen.
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Virusinfektionen kénnen die Produktion von y—Interferon durch NK-Zellen und
antivirale Mechanismen induzieren (Biron et al.,[1999). Damit haben NK-Zellen
eine herausragende Stellung bei der Aktivierung der antiviralen Immunitét
[ron and Brossayl 2001). Es miisste also erwartet werden, dass bei einer viralen
Infektion die NK-Zahlen steigen (Dokun et al., [2001; Bishop et al., [1987). Bei
einer primiren VZV Infektion im Kindesalter lassen sich sehr hohe Zellzahlen
von NK-Zellen messen. Diese werden u.a. fiir die milde Klinik verantwortlich
gemacht (Terada et al., [1996). Cauda et. al. zeigen bei ihren Untersuchungen
iiber den Immunstatus wéhrend des akuten Herpes Zoster jedoch eine vermin-
derte Aktivitat der NK-Zellen (Cauda et al., [1987). In der Arbeit von Cauda
et al. zeigt sich keine quantitative Verminderung der NK-Zellen. Nach 6-14 Ta-
gen zeigte sich eine gesteigerte NK-Zellaktivitéit, die sich nach 14 Tagen wieder
normalisierte. Diese Beobachtungen kénnen auf dem Sachverhalt basieren, dass
sich bei einer effektiven T-Zell-Antwort eine Induktion der Inaktivierung der
NK-Funktion zeigt .

In dieser Studie war eine verringerte Anzahl der NK-Zellen zu messen. Vermut-
lich ist dieser Umstand auf eine generelle Immunsuppression zuriickzufiihren, ist
doch in dieser Arbeit eine Abnahme aller Subpopulationen in der akuten Phase
des Herpes Zoster messbar.

Bei der akuten Reaktivierung des VZV zeigt sich eine signifikante Erniedrigung
der absoluten T-Lymphozyten bei den Zoster-Patienten gegeniiber der Kon-
trollgruppe. Es ist weiter eine signifikante Erniedrigung der T-Suppressorzellen
und T-Helferzellen der akut erkrankten Zoster-Patienten im Vergleich zu den
VZV-seropositiven Kontrollpatienten gemessen worden. Eine Erniedrigung die-
ser Zellzahlen konnte auch von Baadsgaard et al. gemessen werden (Baadsgaard
. Cauda et al. hingegen konnten eine erniedrigte T-Helferzellzahl
und eine erhohte T-Suppressorzellzahl messen (Cauda et al., 1987). Wie bei
Cauda et. al. normalisierten sich auch in dieser Arbeit die Zellzahlen nach der
akuten Phase (Cauda et al.| [1987). Bei den Untersuchungen dieser Arbeit wur-
de nach vier Wochen nicht nur eine Normalisierung sichtbar, sondern es wurde
eine prozentuale Erhchung der T-Lymphozyten und den T-Suppressorzellen im
peripheren Venenblut messbar.

Festzustellen ist also eine deutliche Suppression der T-Lymphozyten wihrend
des akuten Krankheitsbildes, durch den Verbrauch der Zellen bei der virusspezi-
fischen Immunantwort bei den Zoster-Patienten (Szomolanyi-Tsuda et al.,[2002).
Die Erhohung der T-Lymphozyten kann auf einen postinfektiosen Booster-Effekt
zuriickzufiihren sein. Die durch die Down-Regulierung der Zellzahlen nach der
Effektor Phase konnte auch hier bei den Zosterpatienten zum dritten Untersu-
chungszeitpunkt gemessen werden (Szomolanyi-Tsuda et al., [2002).

Die signifikante Erniedrigung der T-Helferzellen wahrend der akuten Phase (1.
Untersuchungszeitpunkt) und der Verlaufsuntersuchung nach vier Wochen un-
terstreicht ihre wichtige Funktion in der Thl (zellvermittelt) und Th2 (Aktivie-
rung der unspezifischen Immunitét und B-Zell-Aktivitat) Antwort
[Tsuda et al., 2002)).

Zu erkldren sind die erniedrigten Werte der CD8+ T-Suppressorzellen in der
akuten Phase damit, dass in dieser Phase die antivirale Immunantwort ihre
volle Effektivitit entfalten muss. Erst im Verlauf, nach vier Wochen und nach
sechs Monaten sind erhShte Zellzahlen messbar. Dies kann darauf zuriickzu-
fiihren sein, dass die Zellen nun ihrer Funktion nachkommen, {iberschiefende
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Reaktionen der T-Helferzellen und zytotoxischen T-Zellen abzumildern.

Die Ursache der verminderten Anzahl (Absolutzahlen) der aktivierten T-Zellen
zum ersten Untersuchungszeitpunkt ist anlog zu den T-Helferzellen zu begriin-
den. Spiegeln sie doch die T-Zellpopulation wieder, die bei der akuten Phase erst
produziert werden muss, um dann Effektor Funktionen zu erfiillen. So zeigt sich
im Verlauf bei den Zoster-Patienten eine prozentuale Erhdhung in der akuten
Phase und eine progressive Erniedrigung der Zellzahlen nach vier Wochen und
nach sechs Monaten.

Das Schaubild modifiziert nach Szomolanyi-Tsuda et. al. verdeutlicht noch
einmal die antivirale Kinetik der T-Zellen, welche sich auch in dieser Arbeit fiir
den Immunstatus widerspiegelt.

Zellzah!

Abbildung 4.2: Kinetik der T-Zellen bei antiviraler T-Zellantwort. Die
obere unterbrochene Kurve zeigt die Anzahl der absoluten T-Zellen und die un-
tere kontinuierlich gezeichnete Kurve die Anzahl der VZV-spezifischen T-Zellen.
Es zeigt sich eine deutliche Erh6hung der T-Zellen wihrend der Virusinfektion.
Nach abklingen der Infektion ist im Vergleich zum Ausgangswert eine erhohte
T-Zellzahl zu messen. (Szomolanyi-Tsuda et al., |2002)

Bei der Betrachtung der B-Zellen ist festzustellen, dass in dieser Arbeit wie in
anderen Arbeiten auch, eine Dezimierung der absoluten Zahlen dieser Subpo-
pulation in der akuten Phase des Herpes Zoster im Vergleich zur alters- und ge-
schlechtsangepassten VZV-seropositiven Kontrollpersonen messbar war (Baads-
gaard et al.l [1987). Wie bisher fiir die T-Zellen angenommen, ist auch fiir die
B-Zellen ein Schwichezustand der Immunitit anzunehmen. In weiteren Arbeiten
ist zu kliren, ob die Suppression des Immunstatus direkte Folge der Krankheit
an sich ist oder aber Folge der Immunantwort auf die Infektion (Baadsgaard
et al., [1987).

Zusammenfassend kann eine Suppression der Lymphozyten-Subpopulationen
(Gesamt-Lymphozyten, CD3+ T-Lymphozyten, CD19+ B-Lymphozyten, CD8+
T-Suppressor- zellen, CD4+ T-Helferzellen, CD3+ HLA DR+ aktivierte T-
Zellen und der CD16+ CD56+ NK-Zellen) zum ersten Messzeitpunkt bei akut
Zoster-Erkrankten im Vergleich zu VZV-seropositiven Kontrollpatienten gemes-
sen werden. Diese Reduktion der immunologischen Zellen war auch nach vier
Wochen noch bei den Gesamt-Lymphozyten, CD3+ T-Lymphozyten, CD8+ T-
Suppressorzellen, CD4+ T-Helferzellen und CD16+ CD56+ NK-Zellen bei den
Zoster-Patienten nachweisbar (Schaed S.G| [2011). Anhand der Daten kann also
bei den Patienten mit einem akuten Herpes Zoster auf eine Immunsuppression
geschlossen werden. Eine Pradisposition zur Manifestation eines Herpes Zoster
auf Grund einer Immunsuppression kann jedoch nicht unmittelbar abgeleitet
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werden.

Weiter sei darauf hingewiesen, dass diese Immunsuppression sich nicht nur auf
die zellularer Ebene auswirkt, sondern auch Auswirkungen auf den akuten Zos-
terschmerz hat (Higa et al.,|1992; Xing et al.l [2013]). Wie in 1.3. dargelegt, stellt
der Schmerz neben den Hauterscheinungen die wesentlichsten Beeintréchtigun-
gen/Komplikationen dar. Somit schliefst sich ein Kreis von der zelluldren Ebene
zum klinischen Erscheinungsbild.

Die Korrelation zwischen der Klinik und des Immunstatus wurden in dieser
Arbeit nicht untersucht, kénnten aber an Hand der erhobenen Daten in einer
neuen Arbeit weiter untersucht werden. Bei keinem der untersuchten 22 Zoster-
Patienten wurde nach vier bzw. sechs Monaten die Diagnose einer Post-Zoster-
Neuralgie gestellt.

Zeitverlauf innerhalb der Herpes Zoster-Patienten

Signifikante Unterschiede der Lymphozyten-Subpopulationen wurden im Ver-
gleich zwischen den drei Messzeitpunkten fiir die Zoster-Erkrankten fiir die
absoluten CD8+ T-Suppressorzellen (zwischen Zeitpunkt akut und nach vier
Wochen), die prozentualen Zahlen der CD3+ HLA DR+ aktivierten T-Zellen
(Zeitpunkt akut - nach vier Wochen, sowie nach vier Wochen - nach sechs Mo-
naten) und der absoluten CD16+ CD56+ NK-Zellen (zwischen Zeitpunkt akut
und sechs Monaten) gemessen.
Ein signifikanter Anstieg der CD8+ T-Supressorzellen zwischen der akuten Zos-
tererkrankung und der Untersuchung nach vier Wochen wurde bereits voran-
gehend im Gruppenvergleich erdrtert. Die akute Erniedrigung spricht fiir den
Verbrauch der T-Zellen in der virusspezifischen Antwort und der Anstieg im
Zeitverlauf, fiir eine Nachbildung der Zellen.

Ein prozentualer Anstieg der CD3+ HLA DR+ aktivierten T-Zellen spiegelt
sich bei den Zoster-Erkrankten signifikant zwischen den ersten Messzeitpunk-
ten als Ausdruck der Effektor-Funktion in der akuten Virusbekdmpfung wieder.
Der Anteil dieser Lymphozyten-Subpopulation liegt mit 13,2+ 6,03 % inner-
halb des Referenzwertes, muss jedoch insgesamt als Anstieg bewertet werden,
da eine Suppression des Immunstatus vorlag. Der signifikante Abfall zwischen
den letzten beiden Untersuchungszeitpunkten muss kritisch hinterfragt werden.
Da die Anzahl der Stichprobe mit sechs Probanden nach sechs Monaten recht
klein war. Die Ergebnisse demonstrieren jedoch, dass die Auseinandersetzung
mit dem Virus abgeschlossen ist und sich die Zellzahlen wieder normalisieren.
Der prozentuale Anteil der aktivierten T-Zellen bewegte sich mit 5,33+2,88 %
immer noch unterhalb des Referenzwertes (13-15%).

Der Zeitverlauf fiir die CD16+, CD56+ NK-Zellen ist kritisch zu hinterfragen.
Trotz mehrmaliger statistischer Uberpriifung war nur ein signifikanter Anstieg
zwischen akutem Krankheitsbeginn (119,54+101,2/ul) und der Verlaufsunter-
suchung nach sechs Monaten (175,0+44,6/ul) messbar, jedoch nicht zwischen
ersten und zweiten Messzeitpunkt (219,54+228,0/ul). Die Reduktion der CD16+
CD56-+ NK-Zellen spiegelt die postulierte Inmunsuppression bei akuter Erkran-
kung (wie bereits im dargestellten Vergleich zwischen den Probandengruppen
Zoster-Erkrankte versus VZV-seropositive Kontrollperson) wieder. Es kann nach
Rekonvaleszenz der Zoster-Erkrankung anhand der Daten eine reaktive Erho-
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hung gefolgert werden. Zum letzten Zeitpunkt kann geschlossen werden, dass
entweder eine Normalisierung der Zellzahlen erfolgt, diese jedoch als Ausdruck
der Erkrankung noch immer unterhalb des Referenzwertes liegt. Interessant wa-
re es in einer folgenden Arbeit, den Zeitverlauf langerfristig zu untersuchen und
herauszustellen, ob eine Korrelation zwischen Zoster-Schmerzen und weiter be-
stehender Immunsuppression besteht.

Zusammenfassend ist bei der Diskussion der Zoster-Patienten in der akuten
Krankheitsphase die erniedrigte Lymphozyten-Subpopulation der CD8+
T-Suppressorzellen, als Ausdruck der Immunsuppression zu werten. Die erhéhte
Anzahl der CD3+ HLA DR+ aktivierten T-Zellen spiegelt die akute Immun-
antwort auf das reaktivierte Varicella-Zoster Virus wider. Auf die Bedeutung
der erniedrigten Population der CD16+ CD56+ NK-Zellen wurde bereits ein-
gegangen.

4.6 Serologie

Immunglobuline sind Antikérper, die nach einem Antigenkontakt gebildet wer-
den.

Zu erwarten ist also bei einer priméren Infektion (Windpocken) ein Anstieg von
IgM und IgG gegen das Varicella-Zoster Virus (Arvin et al. (1986). Weiterhin
kann gefolgert werden, dass Antikorper gegen eine weitere Infektion schiitzen
(Allison| [1972). Die Antikoérperproduktion selbst kann nach einer Virusinfek-
tion vermindert sein, da die Viren B-Zellen infizieren kénnen (Notkins et al.,
1970). Unterschiede bei den IgG Titern gegen VZV zwischen jungen und &lte-
ren Patienten sind nicht zu erwarten (Hayward and Herberger, (1987).

Immunglobulin M In dieser Arbeit wurde qualitativ gemessen, ob IgM po-
sitiv (=1), negativ (=2) oder grenzwertig (=3) ist. Es zeigen sich zum ers-
ten Untersuchungszeitpunkt keine Signifikanzen im Gruppenvergleich. Weiter
ist die Messung mit 1,95+0,22 bei den Zostererkrankten insgesamt als nega-
tiv zu werten. Zu erwarten wéire jedoch ein positiver Nachweis von IgM bei
den Zoster-Patienten und ein negativer Nachweis bei den VZV-seropositiven
Kontroll-Patienten. IgM und IgG wurden aber nur einmalig bei den Kontroll-
Patienten zum zweiten Untersuchungszeitpunkt gemessen, um zu belegen, dass
die Kontrollpatienten VZV-seropositiv waren.

Zum Untersuchungszeitpunkt nach vier Wochen zeigt sich jedoch eine Signi-
fikanz (p=0.022) fiir das ImmunglobulinM. Es wurde eine 100%ige negative
Messung des IgM bei den VZV-seropositiven-Patienten (2,004+0,00) gegeniiber
den Zoster-Patienten (1,6240,74) festgestellt. Zu diesem Zeitpunkt wurden 21
Zoster-Patienten untersucht. Bei dreien von ihnen wurde ein grenzwertiger IgM
Wert, bei 11 Patienten ein positiver und bei 7 Patienten ein negativer IgM-Wert
gemessen.

Man koénnte annehmen, dass die VZV-seropositiven Kontrollpatienten auch zum
ersten Messzeitpunkt dhnliche Werte wie zum zweiten Messzeitpunkt haben.
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Daraus wiirde ein Vergleich von 1,9540,22 bei den Zoster-Patienten gegen-
iber 2,0040,00 erfolgen. D.h. zum ersten Messzeitpunkt, also der akuten Zos-
tererkrankung, zeigen in dieser Arbeit sowohl Zoster-Patienten, als auch VZV-
seropositive Kontrollpersonen durchweg negative IgM Werte fiir das Varicella-
Zoster Virus. Insgesamt kann also eine verzogerte Immunantwort auf IgM belegt
werden. Namazue et. al konnte ebenfalls einen verzdgerten Anstieg des IgM bei
einem Herpes Zoster, aber einen sehr frithen Anstieg bei der Primérinfektion
messen (Namazue et al.l [1986).

In anderen Arbeiten wurde belegt, dass ein IgM Anstieg bei Patienten mit aku-
tem Herpes Zoster gemessen werden kann. Wobei die Nachweisbarkeit zwischen
5 % (Arvin and Koropchak} 1980) und 50 % (Gershon et al., 1982) stark schwan-
ken. Bei VZV-seropositiven Frauen konnte ein Anstieg von IgM in 12 % der Félle
gemessen werden, wenn sie mit Windpockenerkrankten Kindern exponiert wa-
ren (Arvin et all 1983). Man kann also folgern, dass der Nachweis als wenig
sensitiv einzustufen ist. Gershon et al. belegen, dass die Nachweisbarkeit auch
mit dem Nachweisverfahren und dem Zeitpunkt der Bestimmung zusammen-
hingen. So ist der ELISA nicht das sensitivste Nachweisverfahren. Die Gruppe
konnte einen positiven IgM Titer bei 50 % der Patienten ein bis zwei Wochen
nach einer Zoster Erkrankung nachweisen (Gershon et al.,[1982). Es konnte also
vermutet werden, dass die IgM Bestimmung in dieser Arbeit zu friih erfolgte, da
sie nicht nach 1-2 Wochen der Zoster-Manifestation, sondern frithzeitig 1-3 Tage
nach Bldscheneruption erfolgte. Darin kénnte ein Grund fiir die Messergebnisse
zum ersten Untersuchungszeitpunkt liegen.

Immunglobulin G Bei der Auswertung des Immunglobulin G féllt auf, dass
zum Untersuchungszeitpunkt nach vier Wochen die Titer der Patienten mit ei-
nem Herpes Zoster (n=21) hoch signifikant (p=0.001) gegeniiber den Kontroll-
Patienten (n=16) erhoht sind. Daraus kann auf einen Booster-Effekt nach einer
Reaktivierung des Varicella-Zoster Virus geschlossen werden (Doerr et al., (1987}
Arvin et al.| [1983). Eine Messung der Immunglobuline G fand nur bei einem
VZV-seropositiven Kontrollpatienten zum ersten Untersuchungszeitpunk statt,
also konnen nur Signifikanzen zwischen den Gruppen zur zweiten Untersuchung
messbar sein.

Beim Zeitverlauf der Titer fiir IgG bei den Zoster-Patienten zwischen der Mani-
festation des akuten Zoster und nach vier Wochen zeigten sich eine hoch signifi-
kante Erhohung (p=0.001). Nach sechs Monaten féllt der erhéhte Titer langsam
ab, so dass zwischen diesem Messzeitpunkt und der vierten Woche signifikant
erniedrigte IgG Titer messbar sind (p=0.042). Der Titer fiir das Varicella-Zoster
Virus ist mit 2.563,4+976,3 ml/Uml immer noch deutlich gegeniiber den einma-
lig gemessen Titern der VZV-positiven Trager (1.166,04£906,7 mlU/ml) erhoht.
Man kann also anhand der hier erhobenen Daten davon ausgehen, dass die Reak-
tivierung des Herpes Zoster zu einem Booster-Effekt fiihrten, langfristig zu einer
erhohten humoralen Immunitét gegeniiber dem Varicella-Zoster Virus fiihrt und
dabei altersunabhingig ist.

Die Abbildung[£.3] zeigt zusammenfassend die messbaren Antikérper nach VZV-
Kontakt iiber die Zeit.
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Abbildung 4.3: Verlauf Antikorper bei Herpesviridae nach immunologi-
scher Reaktivierung. Aufgetragen ist der Titerverlauf iiber die Zeit fiir IgM
und IgG. (modifiziert nach Produktinformation SERION ELISA)

4.7 ELISPOT-Assay

Die zelluldre Immunitét scheint der effektivste Abwehrmechanismus gegen das
Varicella-Zoster Virus zu sein (Allison) 1972; |Arvin, |2008)). Vermutlich manifes-
tiert sich die Primérinfektion mit dem Varicella-Zoster Virus, den Windpocken,
klinisch um so milder, je hoher sich die VZV spezifische Immunitéit ausbildet
(Arvin et all, [1986). Ist weiterhin bei einem &dlteren Menschen die VZV spe-
zifische Immunitét hoch, ist die Pradisposition fiir den Herpes Zoster gering
(Hayward and Herberger), [1987).

Nach Antigenkontakt mit einem Virus kann y—Interferon sezerniert werden
[1965)). Also muss auch y—Interferon nach Kontakt mit dem Varicella-
Zoster Virus freigesetzt werden (Yu et al.) 2005; [Jenkins et all, [1998]). Dieses
~v—Interferon kann im ELISPOT-Assay gemessen werden (Smith et all 2001}
[Distler et al., 2008), welches von aktivierten Thl-Lymphozyten und NK-Zellen
sezerniert wird (Dorman and Holland), 2000). Bei kurzer Inkubationszeit mit
dem VZV-Antigen stellte sich im IFN-y Secretion Assay (ISA) heraus, dass NK-
Zellen in der Mehrzahl ~-Interferon sezernierte. Bei einer fiinftdgigen Inkubation
hingegen wurde -Interferon mehrheitlich von T-Zellen sezerniert
. Da in dieser Arbeit nur die Sekretion von ~-Interferon der T-Zellen
untersucht werden sollte, wurde eine MACS-Separation durchgefiihrt. Es wurde
also nur die Zytokin-Sekretion von CD4+ T-Helferzellen und CD8+ zytotoxi-
schen T-Zellen untersucht (Zola et al., [2007).

Wenn die zelluldre Immunitét bei der Erkrankung Herpes Zoster vermindert ist
(siehe Kapitel 4.4.), ist dann der ELISPOT-Assay eine Nachweismethode, um
VZV-spezifische T-Zellen bei Zoster-Patienten zu messen und kann ein Abfall
der spezifischen zelluldren Immunitit bei Zoster-Patienten mittels ELISPOT-
Assay gemessen werden?

Beim Vergleich zwischen jungen und &lteren Patienten mit der Intracellular
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Cytokin Detektion (ICC) findet sich eine deutliche Reduktion der VZV-
spezifischen T-Zellen und eine stark verringerte ~y-Interferon Sekretion. Nach
einer Impfung mit einer hohen Dosis VZV Oka strain, zeigte sich eine erhchte
Proliferation von spezifischen T-Zellen und eine erhohte y-Interferon Sekretion
(Asanuma et al., 2000). Auch Ito et al. konnten einen Anstieg der spezifischen
T-Zellen nach der Inkubation von PBMC mit VZV-Antigen beobachten (Ito
et al., |1992).

Wenn man annimmt, dass eine Reaktivierung des Varicella-Zoster Virus zu ei-
nem Herpes Zoster fithrt und wie eine Impfung zu einem Booster Effekt fiihrt,
ist also eine erhohte VZV-spezifische zelluldre Immunantwort messbar (Arvin,
2005; Levin et al., [2008).

Wie in Kapitel 3.7. dargestellt, wurde in dieser Arbeit der Beweis erbracht, dass
der ELISPOT-Assay eine Nachweismethode fiir die VZV-spezifische T-Zellen bei
Zoster-Patienten ist. Allerdings miissen mehrere Punkte weiter diskutiert wer-
den. Eine wesentliche Fehlerursache in dieser Arbeit liegt in dem zu niedrigen
Antigeneinsatz, sowie in dem Einsatz von KBR-Antigenen. Aufgrund der Mate-
rialauswahl eines KBR-Kontrollantigens konnte auch der positive Nachweis ei-
ner VZV-spezifischen CD4+ und CD8+ T-Zellreaktion bei den Studienpatienten
erklart werden. Auf Riickfrage bei der produzierenden Herstellerfirma Virion/
Serion GmbH erscheint es nicht ungewohnlich, dass im ELISPOT-Assay diese
Reaktion auftrat, da es sich um Zellmaterial handelt. Die Ergebnisse der VZV-
spezifischen CD4+ oder CD8+ T-Zellen auf das Varicella-Zoster-Virus (Anti-
gen) sind also kritisch zu hinterfragen. Daher sollte durch weitere Untersuchun-
gen angestrebt werden, ob die hier etablierte Nachweismethode reproduzierbar
ist.

Werden die SFC in Relation gesetzt, dann dominieren in absteigender Anzahl
der gemessen SFC sowohl fiir CD4+, als auch fiir CD8+ T-Zellen zum aku-
ten Zeitpunkt bei allen Studienpatienten PHA, VZV-Antigen und das Kontroll-
Antigen. Daher 1asst sich folgern, dass die eingesetzten T-Zellen funktionstiichtig
waren und eine regelhafte T-Zellreaktion im etablierten ELISPOT-Assay (Re-
aktion auf PHA) messbar war. In Anlehnung an Levin et al. findet sich in der
Literatur der Vorschlag einen ELISPOT-Assay nur als vailde gelten zu lassen,
wenn mehr als 500 PHA-stimulierte SFCs/10° PBMC messbar waren (Weinberg
et al.,[2009). Diese Validierung fand in dieser Arbeit hier nicht statt, da teilweise
VZV-spezifische SFCs messbar waren, jedoch keine PHA, sowie SFCs auf PHA,
jedoch nicht auf das VZV-Antigen.

Insgesamt ist die Anzahl der SFC nach VZV-Antigeneinsatz im Verhéltnis zu
den SFC nach PHA zu gering. Daher konnte eine Unterscheidung in Responder-
und Non-Responder in Anlehnung an (Lewis et al.l [2000) erfolgen. In dieser Ar-
beit wurde an Hand der statistischen Berechnungen eine Zunahme von 12 spots
als positive Antwort (Responder) nach Impfung im Vergleich zwischen Gesun-
den und Kranken gewdhlt. M. Niemer schlégt in ihren Untersuchungen mittels
ELISPOT-Assay zu allergenspezifischen T-Zellen ein Cut-Off vor, in dem der
Mittelwert der Spots der Kontrollgruppe mit der zweiten Standardabweichung
addiert wird (Niemer, [2014). Wird dieses Kriterium in dieser Arbeit angewendet,
miissten bei den 22 Zoster-Patienten zum akuten Zeitpunkt z.B. fiir die VZV-
spezifischen CD8 + T-Zellen nach VZV-Antigenkontakt (bei insgesamt 21 SFC
> 0,0; bei maximaler Dreifachbestimmung) bei einem Cut-Off von >= 2 SFC
neun Patienten als Responder und dreizehn als Non-Responder gewertet wer-
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den (bei insgesamt 15 SFC>= 2). Analog ergibt sich hieraus fiir das angewandte
Kriterium des beschriebenen Cut-Off eine veréinderte Statistik, die in Tabelle[d.2]
dargestellt ist. Dabei muss anhand von (Niemer}, [2014) ein SFC unterhalb des
Cut-Off bei den Zoster-Patienten und den VZV-seropositiven Kontroll-Patienten
gleich 0,0 gewertet. Die Datenlage ist also deutlich dezimiert,.

Zoster-Patient VZV-seropositiver Cut-Off
Kontroll-Patient

akut /x0 2,79 +£5,34 (n=10) 0,17 +£0,87 (n=2) 1,97
VZV-Antigen

CD4+

akut /x0 1,34+ 2,92 (n=9) 0,22 +0,85 (n=2) 2,00
VZV-Antigen

CD8&+
akut /x0 Lektin 7,56 +£30,38 (n=2) | 7,17 £24,29 (n=3) 65,98

CD4+
akut/x0 Lektin 2,34 +8,94 (n=3) 1,26 +£5,98 (n=1) 16,85

CD8+

Tabelle 4.2: Darstellung der VZV-spezifischen SFC/6x10°PBMC in Mittelwer-
ten mit STABW, sowie Anzahl der Responder nach Anwendung des Cut-Off
fiir das VZV-Antigen und Lectin bei den VZV-spezifischen CD4+ und VZV-
spezifischen CD8+ T-Zellen zum ersten Untersuchungszeitpunkt akut/x0.

Die Anwendung des dargestellten Cut-Offs lafst keine statistische Aussage mehr
zu, da mehr Non-Responder als Responder gemessen werden und die Stichprobe
zu klein ist.

Wiirde eine einfache Unterteilung in Responder- und Nonresponder nach gene-
rellem Auftreten von Spots (Non-Responder = keine SFC, Responder = SFC
zdhlbar) erfolgen, ergibe sich daraus fiir die untersuchten Zoster-Patienten zum
ersten Messzeitpunkt fiir die VZV-spezifischen CD4+ T-Zellen 7 Non-Responder
(Null Spots) und 15 Responder (Patienten mit Spots). Ahnliche Ergebnisse sind
fiir die VZV-spezifischen CD8+ T-Zellen bei akuter Zostererkrankung zu sehen
(Zoster-Patient: 10 Responder und 12 Non-Responder). Eine solch einfache Un-
terteilung erscheint jedoch nicht valide, da diese Non-Responder nach Separati-
on in VZV-spezifische CD4+ und CD8+ teilweise sehr gute PHA-Spots zeigten
(Siehe Graphik oben). Daher ist die Hauptursache der teilweise mangelhaften
Abbildung fiir die VZV-spezifischen T-Zellen in den bereits genannten prakti-
schen Ursachen der Durchfiihrung des ELISPOT-Assays zu suchen.

Messergebnis VZV-spezifische CD4+ und CD 8+ T-Zellen Die hoch-
signifikante Erhohung (p=0.001) der VZV-spezifischen CD4+ T-Zellen bei den
Zoster-Patienten zum Zeitpunkt der akuten Erkrankung im Vergleich zu den
Kontroll-Patienten, ist mit einer endogenen Reaktivierung erklérbar (siehe Ka-
pitel 1.5.) Diese Erhohung war auch noch vier Wochen nach der akuten Erkran-
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kung messbar, was fiir eine starke Immunantwort spricht.

Es zeigte sich jedoch nicht nur eine Zunahme der T-Helferzellen, sondern auch
fiir die CD8+ T-Zellen konnte eine sehr signifikante Erhohung (p=0.003) fiir die
Patienten mit einem akuten Herpes Zoster gemessen werden. Die zytotoxischen
T-Zellen kénnen virusinfizierte Zellen erkennen und lysieren (siehe Kapitel 1.5).
Der Herpes Zoster ist eine Reaktivierung des Varicella-Zoster Virus und damit
bestehen nach abgeschlossener primérer Infektion Gedéchtniszellen. Bei einer
Reaktivierung des VZV und damit Erkrankung an einem Herpes Zoster, wer-
den neben B-Zellen auch T-Zellen reaktiviert. Die Zellzahlen der CD44 und
CD8+ T-Zellen miissen also ansteigen. Dieser Anstieg ist in dieser Studie mess-
bar.

Anhand der Messergebnisse mittels ELISPOT-Assay zeigt sich bei den Zoster-
Patienten eine signifikante Abnahme der T-Helferzellen zwischen der akuten
Erkrankung und der Verlaufsuntersuchung nach vier Wochen. Die gemessenen
Mittelwerte der CD4+VZV-spezifischen Immunitéit entsprechen zum dritten
Zeitpunkt (0,140,2 VZV spezifische CD4+T-Zelle/6x10°> CD8-PBMC) ungefihr
den gemessenen Werten der VZV-seropositiven Patienten zum ersten Untersu-
chungszeitpunkt (0,240,9 VZV spezifische CD4+T-Zelle/6x10°> CD8-PBMC).
Man kann also von einem akuten Booster-Effekt ausgehen, der nach einem hal-
ben Jahr in der zelluldren Immunitét nicht mehr messbar ist (Schub et al., 2014;
Weinberg et al., |2009).

Bei dem Vergleich der Messwerte fiir die zytotoxischen T-Zellen der Zoster-
Patienten zeigt sich analog zu den T-Helferzellen eine Abnahme der Zellzahlen
iiber den Verlauf. Eine sehr signifikante Abnahme war zwischen dem ersten und
zweiten Messzeitpunkt eruierbar.

Die Zellzahlen der zytotoxischen T-Zellen (nach vier Wochen) normalisieren sich
also schneller als bei den T-Helferzellen (nach sechs Monaten). Eine Aktivierung
der CD8+T-Zellen ist weiterhin nicht so stark zu beobachten, wie bei den CD4+
T-Zellen. So waren die CD4+T-Zellen mit 3,0+5,3 VZV spezifische CD4+T-
Zelle/6x10°CD8-PBMC zum akuten Krankheitsbeginn deutlich gegeniiber den
CD8+T-Zellen mit 1,5 4 2,9 VZV spezifische CD8+T-Zelle/6x10° CD4-PBMC
erhoht. Ein statistischer Vergleich zeigt sich nicht an, da die Zellen unter-
schiedlicher Morphologie sind und unterschiedliche Funktionen haben. Dennoch
unterstreicht dieser Vergleich, die enorme Bedeutung der VZV-spezifischen T-
Helferzellen bei der Abwehr der endogenen Reaktivierung des Herpes Zoster.
Wie fiir die CD4+VZV-spezifischen Immunitit dargelegt, gleichen sich die mess-
baren Werte fiir die CD8+VZV-spezifischen T-Zellen zwischen den Patienten
mit einem Herpes Zoster (nach sechs Monaten: 0,04+0,1 VZV spezifische CD8-+T-
Zelle /6x10°CD4-PBMC) und den Kontroll-Patienten (erste Untersuchung: 0,3+
0,9 VZV spezifische CD8+T-Zelle/6x10> CD4-PBMC) im Verlauf weiter an.
Tyring et al. benutzen einen IFN-yELISPOT um die zellvermittelte Immuni-
tét in einer alters-und geschlechtsangepassten Studie im Vergleich zum Zoster-
Schmerz zu messen. Altere Erwachsene hatten hier eine niedrigere VZV-spezifische
zelluldre Immunitét als jiingere Probanden zu Beginn der Studie, sowie einen
Anstieg der VZV-spezifischen Immunitdt nach Erkrankung eines Herpes Zos-
ter (Tyring et al.l |2012). Diesen Effekt kann man als Booster-Effekt bezeich-
nen, der auch in dieser Studie dargelegten Daten mit einem Anstieg der VZV-
spezifischen CD4+ T-Zellen und VZV-spezifischen CD8+ T-Zellen bei den akut
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Zoster-Erkrankungen im Vergleich zu den Kontroll-Patienten messbar war.

Ein Abfall der spezifischen zelluldren Immunitét bei Zoster-Patienten mittels
ELISPOT-Assay konnte nicht gemessen werden.

Es wurde im akuten Stadium des Herpes Zoster bei den Zoster Patienten im
Vergleich zu den VZV-seropositiven Kontrollpatienten eine 15-fache Erhohung
der VZV-spezifischen CD4+ T-Zellen und eine 5-fache Erhéhung der VZV-
spezifischen CD8+ T-Zellen gemessen werden. Nach 4 Wochen zeigten sich eine
7-fache Erhohung der VZV-gpezifischen CD4+ T-Zellen und eine 3,5-fache Er-
hohung der VZV-spezifischen CD8+ T-Zellen bei den Zoster-Patienten im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe. Eine Boosterung bei den VZV-spezifischen CD4+
und CD8+ T-Zellen konnte somit nachgewiesen werden (Schaed S.G} [2011)).
Eine Pradisposition zur Erkrankung an einem Herpes Zoster aufgrund der Daten
ist nicht zu sehen.

Reproduzierbarkeit der Daten Aufgrund der eingeschrinkten Anzahl der
isolierten PBMCs konnte nur bei fiinf Zoster-Patienten und bei drei Kontroll-
Patienten eine Wiederholung fiir den ELISPOT-Assay erfolgen. Damit sollte die
Reproduzierbarkeit der Daten gezeigt werden. Allerdings ist einschriankend zu
bemerken, dass an Hand der geringen Patientenzahlen nur ein "Trend” aufgezeigt
werden kann. Daher wurden die Daten auch nicht ausgewertet und in Kapitel
3.7. dargestellt. Bei der Analyse der Zoster-Patienten der Anzahl der SFC zeigt
sich bei der Wiederholung des ELISPOT-Assays eine &hnlich grofe Streuung
wie bei der Durchfiithrung des ersten ELISPOT-Assays, jedoch war die Anzahl
der gemessen SFC sowohl bei den VZV-spezifischen CD4+ T-Zellen, als auch
bei den VZV-spezifischen CD8+ T-Zellen deutlich héher (Siehe Tabelle [4.3)).
Daraus ist zu schliefen, dass der hier etablierte ELISPOT-Assay prinzipiell als
Nachweismethode der VZV-spezifischen T-Zellen geeignet ist. Es bedarf jedoch
noch deutliche Optimierung in der praktischen Durchfiihrung. Weiter muss eine
deutlich hohere Patientenanzahl rekrutiert werden, um eine gute statistische
Aussage zu erreichen.

ELISPOT Wiederholung
ELISPOT
akut VZV-Antigen 0,57+1,16 4,87 +£8,17
akut Lektin 4,15 £4,82 6,04 £10,23

Tabelle 4.3: Mittelwerte der VZV-spezifischen SFC/6x10°CD8+ T-Zellen und
STABW fiir die fiinf Zoster-Patienten zum akuten Zosterbeginn.

4.8 Ausblick

Die Auswirkungen einer Erkrankung an einem Herpes Zoster wurden ausfiihr-
lich beleuchtet. Perspektivisch ergibt sich die Frage, welche Rolle der Herpes
Zoster in Zukunft im Zusammenhang mit der Entwicklung der Zoster-Vakzine
haben wird. Weiter stellt sich die Frage, welchen Einfluss der demographische
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Wandel unserer Gesellschaft auf die Inzidenz haben wird.

In einer Studie der Pharmafirma Merck wurde, wie in den bereits zitierten Pu-
blikationen, die Sicherheit der Impfung in Bezug auf Windpocken bestéitigt.
Allerdings wird in dieser Publikation auch der Herpes Zoster einbezogen. Es
konnten von 697 berichteten Herpes Zoster Erkrankungen nach der Impfung in
57 Fillen der Oka Varicella-Zoster Virus (= Impfvirus) mittels PCR nachge-
wiesen werden. Hingegen nur 38-mal der VZV Wildtyp (Galea et al., [2008). Es
dréngt sich daher die Frage auf, wie sich die VZV- Impfung auf die Erkrankung
Herpes Zoster auswirkt.

Um dieser Frage nachzugehen, konnte Takashi et al. zeigen, dass die Inzidenz von
Herpes Zoster bei geimpften Kindern mit akuter lymphatischer Leukéimie (ALL)
signifikant geringer ist, als bei Kindern ohne Impfung (Takahashi et al., 2008).
Hambleton et al. beobachtete iiber einen Zeitraum von 10-26 Jahren gesunde
Erwachsene nach der VZV-Impfung auf Herpes Zoster. Dabei zeigten von den
363 beobachteten Patienten nur 2 Patienten einen Herpes Zoster
. Zusammenfassend kann jedoch nicht davon ausgegangen werden,
dass die VZV-Impfung ausreichend gegen Herpes Zoster schiitzt
2005). In einer Auswertung des Robert-Koch-Institutes im August 2013 zeig-
te sich ein Anstieg der Zoster-Erkrankungen. Als Ursache hierfiir konnten ein
demographischer Wandel in der Altersstruktur der Bevolkerung, eine erhdhte
Meldebereitschaft der Arzteschaft im Rahmen der Untersuchung zur Varicellen-
impfung herriihren [Siedler et al.| (2013). Die Pravention des Herpes Zoster mit-
tels Zoster-Impfung wird eine herausragende Rolle spielen (Quan et al., [2007).
Dennoch sind immer noch nicht die Mechanismen der Reaktivierung des Va-
ricella Zoster Virus verstanden (Gross and Doerr} 2006b)). Daher sind weitere
Untersuchungen notwendig.

Diese Arbeit kann durch Fortfiihrung der Untersuchungen dazu beitragen, wei-
tere Erklarungsansitze zu finden. So wurden neben den dargestellten Untersu-
chungen auch noch teilweise eine VZV-Gentypisierung (Kapitel 6.3.) durchge-
filhrt und es erfolgten bei 9 Zoster-Patienten und 11 VZV-seropositiven Kontroll-
Patienten die Entnahme von Wangenepithel-Abstrichen zur Durchfiihrung einer
HLA-Analyse (bisher nicht erfolgt).




Kapitel 5

Zusammenfassung

Zusammenfassend kann anhand der Datenerhebung aus dem Aktenstudium und
den Untersuchungsboégen als Préidisposition fiir die Erkrankung an einem Her-
pes Zoster ein erhohtes Alter festgestellt werden. Riickschliisse aus dem Krank-
heitsprofil der Patienten kdnnen nicht als Ursache fiir die Reaktivierung fiir das
Varicella-Zoster Virus geschlossen werden.

An Hand des Blutbildes wird eine Linksverschiebung, d.h. eine Zunahme der
neutrophilen stabkernigen Granulozyten wihrend der akuten Erkrankung an ei-
nem Herpes Zoster nicht als Pradisposition fiir die Manifestation eines Zosters,
sondern als Ursache dessen gedeutet. Eine Immunsuppression in Form einer Er-
niedrigung der Lymphozytenzahlen in der mikroskopischen Differrenzierung als
Pridisposition der Erkrankung eines Herpes Zoster ist in dieser Arbeit nicht zu
belegen, sondern ebenso als Folge der Erkrankung zu werten.

In der FACS-Analyse wurde eine Suppression der Lymphozyten-Subpopulationen
(Gesamt-Lymphozyten, CD3+ T-Lymphozyten, CD19+ B-Lymphozyten, CD8+
T- Suppressorzellen, CD4+ T-Helferzellen, CD3+ HLA DR+ aktivierte T-Zellen
und der CD16+ CD56+ NK-Zellen) zum ersten Messzeitpunkt bei akut Zoster-
Erkrankten, im Vergleich zu VZV-seropositiven Kontrollpatienten gemessen.
Diese Reduktion der immunologischen Zellen war auch nach vier Wochen noch
bei den Gesamt-Lymphozyten, CD3+ T-Lymphozyten, CD8+ T-Suppressorzellen,
CD4+ T-Helferzellen und CD16+ CD56+ NK-Zellen bei den Zoster-Patienten
nachweisbar (Schaed S.G| 2011)). Bei den Zoster-Patienten ist in der akuten
Krankheitsphase die erniedrigte Lymphozyten-Subpopulation der CD8+
T-Suppressorzellen, als Ausdruck der Immunsuppression zu werten. Die erhéhte
Anzahl der CD3+ HLA DR+ aktivierten T-Zellen spiegelt die akute Immun-
antwort auf das reaktivierte Varicella-Zoster Virus wieder. Aufgrund der Daten
kann also bei den Patienten mit einem akuten Herpes Zoster auf eine Immunsup-
pression geschlossen werden. Eine Pridisposition zur Manifestation eines Herpes
Zoster auf Grund einer Immunsuppression kann jedoch durch das Studiendesign
nicht unmittelbar abgeleitet werden.

Ein Abfall der spezifischen zelluldren Immunitét bei Zoster-Patienten mittels
ELISPOT-Assay konnte nicht gemessen werden. Es wurde im akuten Stadi-
um des Herpes Zoster bei den Zoster Patienten im Vergleich zu den VZV-
seropositiven Kontrollpatienten eine 15-fache Erhéhung der VZV-spezifischen
CD4+ T-Zellen und eine 5-fache Erhéhung der VZV-spezifischen CD8+ T-Zellen
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gemessen werden. Nach 4 Wochen zeigten sich eine 7-fache Erhdhung der VZV-
spezifischen CD4+ T-Zellen und eine 3,5-fache Erhéhung der VZV-spezifischen
CD8+ T-Zellen bei den Zoster-Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe (Scha-
ed S.G| 2011)).

Nach (Arvin| [2005) sinkt die Anzahl der VZV-spezifischen T-Zellen im Laufe
des Lebens und es kommt nach Unterschreitung einer Art Zoster-Schwelle zur
Manifestation des Herpes Zoster. Es wird postuliert, dass eine Zoster-Impfung
einen Booster-Effekt ausiibt und somit den Spiegel der VZV-spezifischen T-
Zellen anhebt. Der von Arvin et al. beschriebene Booster-Effekt kann auch nach
einer Erkrankung an einem Herpes Zoster angenommen werden. Die Ergebnisse
aus den Untersuchungen mittels ELISPOT-Assay in dieser Arbeit weisen eine
Boosterung bei den VZV-spezifischen CD4+ und CD8+ T-Zellen bei Erkran-
kung eines Herpes Zoster nach.

Ebenfalls konnte in den serologischen Untersuchungen fiir IgG nach Reaktivie-
rung des Herpes Zoster ein Booster-Effekt nachgewiesen werden.

Der hier etablierte ELISPOT-Assay ist eine Nachweismethode, um die VZV-
spezifischen T-Zellen bei Zoster-Patienten zu messen. Jedoch erscheint die Me-
thode in Anbetracht der geringen Spotanzahl, mangelnden Spotentwicklung, so-
wie Schleierbildung noch weiter verbesserungswiirdig und als noch nicht genug
sensitiv. Daher sind noch weitere Vorstudien notwendig. Es sollte ein erhoh-
ter Antigeneinsatz verfolgt werden. Auferdem stellt der Einsatz eines ELISA-
Antigens (z.B. Bulk-Antigene) eventuell ein Losungsansatz da. Zur Zellverklum-
pung wihrend der Konservierung kann der Einsatz von Endonukleasen verfolgt
werden. Eine erfolgreiche Vorstimulation mit IL-10 erbrachte keine Verbesse-
rung, jedoch ist eine Kombination des ELISPOT-Assay mit anderen Zytokinen
(hier nur -Interferon-Nachweis) zu erwigen. Insgesamt sollte eine deutlich hohe-
re Patientenzahl eingeschlossen werden. Aussagen zur Sensitivitit der Methode
kénnen nicht getroffen werden. Bisher fand die Methode keine Anwendung in
der klinischen Routine. Aufserdem erscheint in zukiinftigen Studien eine Unter-
scheidung in Responder und Non-Responder sinnvoll.
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Kapitel 6

Anhang

6.1 Patienteneinwilligung

Patienteneinwilligung

-1 logische Untersuchung bei Zoster-Patienten und
Kontrollpersonen —

Ich, wurde von unten
genannten Arzt vollstindig tiber Wesen, Bedeutung und Tragweite der klinischen
Untersuchung mit dem o. g. Titel aufgeklart. Ich habe die Patienteninformation gelesen und
verstanden. Ich hatte die Moglichkeit, Fragen zu stellen, und habe die Antworten verstanden
und akzeptiere sie. Mein Arzt hat mich {iber die mit der Teilnahme an der Studie verbundenen
Risiken und den moglichen Nutzen informiert.

Ich hatte ausreichend Zeit, mich zur Teilnahme an dieser Untersuchungsstudie zu entscheiden
und weif3, dal die Teilnahme an dieser klinischen Untersuchung freiwillig ist. Ich weif, daf8
ich jederzeit und ohne Angabe von Griinden diese Zustimmung widerrufen kann, ohne daf3
sich dieser EntschluB nachteilig auf meine spitere Behandlung auswirken wird.

Ich wei, dal ich gegen Schiden, die durch die notwendige Materialentnahme entstehen
konnten, versichert bin.

D zrechtliche Pati inwilligung (§ 40 Abs.1, Satz 2 und Abs. 2, AMG)

Mir ist bekannt, da meine personlichen Daten in verschliisselter (anonymisierter) Form
gespeichert werden. Mir wurde versichert, daB8 dabei die Grundsitze des Datenschutzes
beachtet werden, d.h. meine personenbezogenen Daten vertraulich behandelt und nicht an
andere als die nachfolgend genannten Personen und Stellen weitergegeben werden.

Mit meinem Einverstindnis zur Teilnahme erklire ich gleichzeitig, da ich mit der
Weitergabe der im Rahmen dieser klinischen Priifung/dieses biomedizinischen
Forschungsprojektes erfolgenden Aufzeich meiner Krankheitsd zur Uberpriifung an
den Auftraggeber, an die zustindigen Uberwachungsbehorden oder die zustindige
Bundesoberbehérde einverstanden bin.

Ich gestatte hiermit, daB offizielle Vertreter des Auftraggebers dieser Priifung und zusténdiger
in- und ausldndischer Behorden unter Wahrung der ihnen auferlegten Schweigepflicht
Einblick in meine personenbezogenen Krankenakten am Ort der klinischen Priifung nehmen
konnen. Dies geschieht, um zu gewihrleisten, dass alle studienbezogenen Daten korrekt und
vollstindig erfat worden sind.

SchlieBlich erkldre ich auch mein Einverstindnis fiir die wissenschaftliche Veroffentlichung
der Forschungsergebnisse unter Beachtung der datenschutzrechtlichen Bestimmungen.

Ich habe die Patienteninformation und eine Kopie dieser Einwilligungserklarung erhalten. Ich
erklére hiermit meine freiwillige Teilnahme an dieser klinischen Studie.

Ort und Datum Unterschrift des Patienten

Ort und Datum Stempel/Unterschrift des Priifarztes

Abbildung 6.1: Hier ist die Patienteneinwilligung abgebildet, die jeder Studien-
teilnehmer unterzeichnen musste.
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6.2 Untersuchungsbogen

Varicella-Zoster-Virus L Zeitpunkt akut
Name [
Vorname Datum der L
Geb.Datum Datum
Anamnese:
1) (@-nein, 1) 7) Komplikationen (@-nein, 1-a)
Mudigkeit Hautorgan:
Bakt
leichtes Fieber (Temp) Zoster
andere Allg Zoster
Parésthesien Blaschen
Schmerzen
Angabe: Skala 1-10 Arteritis
Juckreiz Zoster opticus

Mengitis
L

2) Erkrankungsdaver [ JinTagen)
Auge
(0-nein, 1-ja) junktivit

3) i
Grofe i cm) Skleritis
Gewicht (in ko) Uveitis

Nikotin Innere Organe

Alkohol Pneumonie

Drogen Osophaigi
Athritis

4) Begleiterkrankungen Zoster oficus

Tumorleiden l:‘ Harnverhalt
2.Z/2N Infekt Sonstige:

welcher: gastro. Beschwerden
Stress urolog. Beschwerden
Diabetes melitus neurolog. Beschwerden

HIV
Sturz 8) Varizellen in Kindheit [ |(-nein. 1a)

Sonstiges

9) Bisher schon einmal an Zoster

erkrankt? (0-nein, 1-ja)
Wenn ja wann? |Angabe Jahr
5) Bisherige Medikamente (. /oral; Dosis: Datum)
Aciclovir - mg 2B, 1-1-1-1-1 800mg oral seit 8.07.06
Valaclovir mg
Famciclovir mg
Brivudin mg
B mg
Analgetka - - - mg
- mg
6) sonstige Begleitmedikamente
.- mg
I mg
I mg
Untersuchung:
10) (@-nein, 12)
Blaschen
gruppiert stehend
konfluierend
Erythem
krustos
pustulss
Foto
11) Lokalisation
-Zoster segmentalis (Angabe Dermatom) rechts links
- Zoster duplex (©-nein, 12)
- Zoster disseminatus
12) Sonstiges
13) Weitere Diagnostik
Hamokult  (tposs2neg) [ |
Ro-Thorax (Befund)
Sono-Abdomen (Befund)

Abbildung 6.2: Untersuchungsbogen fiir die Erhebung Anamnese und die der-
matologisch symptombezogene klinische Untersuchung bei Zoster- und Kontroll-
patienten zum Zeitpunkt akut/xo.
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Varicella-Zoster-Virus Untersuchungsbogen Zeitpunkt nach 4 Wochen

Name Untersucher

Vorname Datum der Untersuchung
Geb.Datum Datum BE

1) Anamnese (0-nein, 1-ja)

Schmerzen

Angabe: Skala 1-10
Sind weitere Komplikationen aufgetreten?
Wenn ja welche:

Polyneuropathien
2) Begleiterkrankungen
Sind zu den oben genannten Begleiterkrankungen noch neue hinzugetreten? I:[{O-nem 1-ja)

3) Medikamenten

Analgetika - - - mg
- o= - mg
- o= - mg

sonstige:
- - - mg
- - - mg
- o= - mg
- - - mg

4) Hautbefund (0-nein, 1-ja)
hypopigmentierte Narben

depigmentierte Narben

granulomatose Reaktionen

Psoriasis vulgaris (Kobner-Phanomen)

Foto

Abbildung 6.3: Untersuchungsbogen fiir die Erhebung Anamnese und die der-
matologisch symptombezogene klinische Untersuchung bei Zoster- und Kontroll-
patienten fiir den Untersuchungszeitpunkt nach vier Wochen.
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Varicella-Zoster-Virus Untersuchungsbogen Zeitpunkt nach & Monaten

Name Untersucher

Vorname Datum der Untersuchung
Geb.Datum Datum BE

1) Anamnese {0-nein. 1-ja)

Schmerzen

Angabe: Skala 1-10

Sind weitere Komplikationen aufgetraten?
Polyneurapathien

Wenn ja welche:

2) Begleiterkrankungen
Sind in den letzten 6 Monaten neue Begleiterkrankungen hinzugetreten? [ ioren 1

Wenn ja, welche?

3) Hat sich ihre Lebenssituation in den letzten Monaten gendert? [ Jenen i
{Umzug, Tod Angehérige. Arbeitsplatzverlust...)
Wenn ja wie?

4) sonstige Beschwerden

gasirologische Beschwerden (0-nain, 1-ja)
urolagische Beschwerden (0-nein, 1-ja)
neurologische Beschwerden (0-nein. 1-ja)

5) Medikamente
Analgetika

sonstige:

8) Hautbefund {O-nain, 1-ja)
hypepigmentierte Narben

depigmentierte Narben

granulomatdse Reaktionan

Psoaris vulgaris (Kébner-Ph&nomen)

Foto

Abbildung 6.4: Untersuchungsbogen fiir die Erhebung Anamnese und die der-
matologisch symptombezogene klinische Untersuchung bei Zoster- und Kontroll-
patienten zur Untersuchung nach sechs Monaten.
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’ Pat.Nr. 3 4 Uusw.
Name
Vorname
Geburtsdatum

Geschlecht (m,w)

Lokalisation des Zosters
(Dermatom plus
Seitenangabe)

Schmerzskala akut (VAS
1-10)

Schmerzskala im Verlauf
nach Wiedervorstellung

(VAS 1-10)

Diagnosen (anamnestisch in
den Arztbriefen vermerkt)

Serologischer Nachweis von
VZV IgG und IgM,
Direktnachweis VZV

Aciclovir Dosierung

Dauer des Klinikaufenthalt
mit Datum

Tabelle 6.1: Darstellung der erhobenen Daten fiir das Aktenstudium anhand
von Arztbriefen und sonstigen Dokumenten in der Patientenkartei der Zoster-
Patienten in der Klinik fiir Dermatologie und Venerologie der Universitdt Ro-

stock im Zeitraum der Studie (2006-2007). VAS = Visuellen-Analog-Skala.

6.3 Laboruntersuchungen

Prinzip Methode Untersuchungs- Anmerkung
material
Nachweis der PCR Liquor, Goldstandard,
Virus-DNA Bléscheninhalt, spezifisch, sensitiv,
Gewebe, Blut, schnell durchfiihrbar
Fruchtwasser, BAL (ca. 5 Stunden)
Virusisolierung Anziichtung in Blascheninhalt, spezifisch, schwierig,
Zellkultur, Nachweis Gewebe, BAL aufwéndig, lange (3-5
mittels monoklonalem Tage)
Antikorper
Nachweis des IFT mit zellreicher schnell (2-3 Stunden),
Virusantigen monoklonalem Bléascheninhalt, eingeschrinkte
Antikorper Gewebe Sensitivitdt und
Spezifitét,

materialabhingig
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Nachweis von
Viruspartikeln

Elektronenmikroskopie

Blascheninhalt,
Gewebe, BAL

schnell, zuverléssig,

keine Unterscheidung
zu anderen
Herpesviren

Nachweis von
Einschlusskorpern

Histologie bzw.
Zytologie

Paraffinschnitt oder
Zellpraparat

keine Unterscheidung
zu anderen
Herpesviren

Antikérpernachweis

ELISA

Serum, Liquor

einfach, sensitiv,
kommerziell vertrieben
und automatisiert,
Ergebnis in mlU/ml

IFT

Serum, Liquor

einfach, Erfahrung fiir
Auswertung, sensitiv,
z.T. kommerziell
vertrieben, Ergebnis
in Titern

NT

Serum

gute Korrelation mit
FAMA, schwierig,
keine Routinemethode

FAMA

Serum

Bestimmung der
Immunitét, aufwéndig,
keine Routine

KBR

Serum

einfach, keine
Differezierung Im-
munglobulinklassen,
wenig sensitiv, z.T.
kommerziell
vertrieben, Ergebnis
in Titern

Tabelle 6.3: Ubersicht iiber die giingigsten Methoden der Labordiagnostik von
Infektionen mit dem Varicella-Zoster Virus. Modifiziert nach (Wutzler and Sau-|

erbrei, 2000)

PCR = Polymerase Chain Reaction, BAL = bronchoalveoldre Lavage, IFT =
Immunfluoreszenztest, ELISA= Enzyme linked immunosorbent assay, NT —=
Neutralisationstest, FAMA — Fluoreszenz-Antikdrper-Membran-Antigen-Test,
KBR=Komplementbindungsreaktion.
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Probeentnahme Laboruntersuchung
2 EDTA-Rohrchen (je 2,7 ml)
o Blutbild:

Héamoglobin, Hamatokrit,
Erythrozyten, MCV, MCH, MCHC,
Leukozyten, Thrombozyten,
Leukozyten, Monozyten

e Mikroskopische Differenzierung:
eosinophile Granulozyten, neutrophile
Granulozyten, neutrophile Stabkernige,
neutrophile Segmentkernige, basophile
Granulozyten

o Immunstatus (FACS Simultest, BD
Simultest IMK lymphocyte kit):
Absolutzahlen und % Leukozyten:
T-Zellen (CD3 +), B-Zellen (CD19+),
T-Suppressorzellen (CD8+),
T-Helferzellen (CD4+), akt. T-Zellen
(CD3+, HLA-DR), NK- Zellen
(CD16+, CD56+), NK-Zellen (CD3+,
CD16+, CD56+), CD4/CDS8-Ratio

1 Serum Réhrchen (je 7,5 ml)

e Serologie:
VZV IgG AK, VZV IgM AK, HIV
AG/AB-Combo

5-6 Heparin-Rohrchen (je 9 ml)

e PBMC Isolierung:
mit dem Ficoll-Gradienten,
Kryokonservierung bei -702C fiir
ELISPOT-Assay

Direktnachweis VZV aus
Blaschengrund

Direktnachweis HSV aus
Bléschengrund

Zuséatzlich fiir Zoster-Patienten:

e Varicella-Zoster Virus Direct
immunoflorescence Assay, Millipore

e HSV1/HSV2 Collection Kit, MicroTrak
PathoD,Herpes Typing Kit, remel

Tabelle 6.4: Ubersicht zu bestimmten Laborparametern.
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Loésung Zusammensetzung Firma Herstellung
RPMI/FCS RPMI 1640 12-167 F, Cambrex, Belgium | Auf 500 ml, steril
10% +P/S 1% Pen-Streptomycin-Mix filtriert, Lagerung bei
17-602 E, Cambrex, Belgium | 2-8° C
+ L-Glut 1% 17-605 E, Cambrex, Belgium
+ NEAA 1% 13-114E, Cambrex, Belgium
+ FCS 10% Fetales Kalber Serum,
“Gold” PAA, ZAP
RPMI/HS 10% | RPMI 1640 12-167 F, Cambrex, Belgium | Auf 250 ml, steril
+P/S 1% Pen-Streptomycin-Mix filtriert, Lagerung bei
17-602 E, Cambrex, Belgium | 2-8° C
+ L-Glut 1% 17-605 E, Cambrex, Belgium
+NEAA 1% 13-114E, Cambrex, Belgium
+ HS 10% Human Serum, H 4522,
Sigma-Aldrich, Germany
MACS-Puffer 500ml DPBS 17-512 F, DPBS ohne Ca & Unsteril in 50 ml
= PBS pH 7,2 Mg, Cambrex, Belgium Aliquots eingefroren;
/ 0,5% BSA/ + 2,5¢ BSA A 1470, Sigma-Aldrich, vor der Verwendung
2mM EDTA Germany aufgetaut, dann steril
+ 2ml EDTA 0,5 M E 7889, Sigma-Aldrich, filtriert
Germany
0,1 N acetic Acetic acid 2,0 N mit A 8976, Sigma-Aldrich, Unsteril auf 200 ml,
acid Aqua dest auf 1:20 Germany Lagerung bei 20°C
verdiinnt
1 N sodium Sodium acetat 3M mit | 71196, Sigma-Aldrich, Unsteril auf 100 ml,
acetat Aqua dest auf 1:3 Germany Lagerung bei 20°C
verdiinnt
VZV-Antigen Antigen Serion KBR 1191, SFS.32, Steril in 100 pl
Virion/Serion D, Wiirzburg, | Aliquots, bei -70°C
Germany eingefroren
+1 ml DPBS 17-512 F, DPBS ohne Ca &
Mg, 17-512 F, Cambrex,
Belgium
VZV-Kontroll- Antigen Serion KBR 2191, SFS.32, Steril in 100 pl
Antigen Virion/Serion D, Wiirzburg, | Aliquots, bei -70°C
Germany eingefroren
+ 1 ml DPBS 17-512 F DPBS ohne Ca &
Mg, Cambrex, Belgium
Ko-Stimulanz 16 ul DPBS 17-512 F, DPBS ohne Ca & Steril in 100 pl
Mg, Cambrex, Belgium Aliquots, Lagerung bei
+ 2l CD28 340975, BD Biosiences 4°C
+ 2 nl CD49d 340976, BD Biosiences
PBS (1z) / PBS 14200-067, PBS mit CaCl2, Unsteril auf 2 1,
Tween 0,05% MgCl2, Gibco, Germany Lagerung bei 2-8°C
+ Tween P7949-500ML,
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PBS (1z) ] PBS
Tween 0,1%
+Tween

14200-067, PBS mit CaCl2,
MgCl2, Gibco, Germany
P7949-500ML,
Sigma-Aldrich, Germany

Unsteril auf 200 ml,
Lagerung bei 2-8°C

PBS / PBS
BSA 0,5 %
+BSA

14200-067, PBS mit CaCl2,
MgCl2, Gibco, Germany

A 1470, Albumin bovine
serum, Sigma-Aldrich,
Germany

Unsteril auf 250 ml,
Lagerung bei 2-8°C

Tabelle 6.6: Ubersicht der beim ELISPOT-Assay verwendeten selbst hergestell-
ten Substrate mit Zusammensetzung und Herstellernachweis.

6.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

6.4.1 Zusammenfassung Aktenstudium

Zum Zeitpunkt der ersten | Mittelwert | Absolut STABW
Untersuchung
Multimorbide (> 3 15,3 % 0,36
internistische Erkrankungen)
Alter in Jahren zum Zeitpunkt 64,65 17,6
der akuten Erkrankung
Lokalisation Zoster 39,5 % 0,50
Trigeminus 1
Trigeminus 2 4% 0,21
Trigeminus 3 1,6% 0,14
Cervikal 10,5% 0,33
Thorakal 26,6% 0,46
Lumbal 12,1% 0,35
Sakral 5,6% 0,25
Seitenlokalisation: rechts 52,3% 0,50
Seitenlokalisation: links 47.7% 0,49
Anzahl der betroffenen 1,17
Dermatome
1 Dermatom 88 0,38
2 Dermatome 16 0,36
4 Dermatome 1 0,10
Zoster sine herpete 1 0,10
Generalisation des Zosters 14 0,34
Schmerzen akute Erkrankung 4.4 3,34
(VAS = 0-10)
Schmerzen 14 2,43
Verlaufsuntersuchung (VAS =
0-10)
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Zum Zeitpunkt der ersten | Mittelwert | Absolut STABW
Untersuchung
Multimorbide (> 3 15,3 % 0,36
internistische Erkrankungen)
Arterielle Hypertonie 48,6 % 0,50
Herpes Zoster in der 1,9 % 0,14
Vergangenheit
Diabetes mellitus 17,3 % 0,38
Atemwegserkrankungen 9,6 % 0,3
neoplastische Erkrankung in 12,5 % 0,33
Vergangenheit
Herz-Kreislauf Erkrankung 25 % 0,43
akute oder chron. Entziindung 144 % 0,35
Immunsuppression 1,9 % 0,36
Direktnachweis VZV positiv 79,1 % 0,40
VZV IgG im Serum (mlU/ml) 2034,9 1679,6
VZV IgM im Serum positiv 44,6 % 0,59
Medikation mit Aciclovir (in 8,5 1,19 1,19
mg/kg KG 3 x téglich)

Tabelle 6.8: Zoster-Patienten der Klinik fiir Dermatologie und Venerologie der
Universitét Rostock wihrend des Zeitraumes der Studiendurchfiihrung, die nach
Aktenlage im Aktenstudium untersucht wurden.

6.4.2 Zusammenfassung Untersuchungsbégen

’Merkmalquantitativin%‘ Z a ‘ Z vl ‘ Z v2 ‘ K x0 ‘ Kvl ‘ K v2 ‘

neoplastische Erkrankung in 18,2 5,6
der Vergangenheit
Herz-Kreislauf-Erkrankung 36,4 38,9
(aufser arterieller Hypertonie)
Parésthesien 11,0 13,6
Schmerzen (Angabe in VAS)
VAS =1
VAS = 2 9,1 45
VAS =3 4,5
VAS =4 9,1 9,1 4,5
VAS =5 4,5 9,1
VAS =6 9,1 9,1
VAS =7 22,7
VAS =8 9,1 4,5
VAS =9 4,5
VAS =10 4,5
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)

] Merkmal quantitativ in % \ Za \ Z vl \ Z v2 \ K x0 \ Kvl \ K v2 ‘
neoplastische Erkrankung in 18,2 5,6
der Vergangenheit
Herz-Kreislauf-Erkrankung 36,4 38,9
(aufser arterieller Hypertonie)
Juckreiz 13,0 9,1 9,1
Stresssituation 36,4 16,7
arterielle Hypertonie 50,0 38,9
Diabetes mellitus 9,1 16,7
Atemwegserkrankung 4,5 11.1
Multimorbide (> 3 4,5 16,7
internistische Erkrankungen)
analgetische Therapie mit 95,5 11,1
Paracetamol 500 mg
analgetische Therapie mit 77,3
Amitriptylin 25 mg
Bakterielle Sekundé&rinfektion 4.5
des Herpes Zoster
aberrierende Blédschen 31,8
Zoster opticus 13,6
Kopfschmerzen 45,5
Pneumonie 4,5
gastroenterologische 9,1 11,1
Beschwerden
urologische Beschwerden 4,5 5,6
neurologische Beschwerden 9.1
Herpes Zoster in 9,1 11,1
Vergangenheit
’ Dermatom Trigeminus 1 \ 36,4 \ \ \ \ \ ‘
’ Dermatom Trigeminus 2 \ 4,5 \ \ \ \ \ ‘
’ Dermatom Cervikal \ 27,3 \ \ \ \ \ ‘
’ Dermatom Thorakal \ 40,9 \ \ \ \ \ ‘
’ Dermatom Lumbal \ 13,6 \ \ \ \ \ ‘
] Dermatom Sakral | 91 | \ \ \ \ |
Betroffene Dermatomanzahl: .
1 Dermatom 59,1
2 Dermatome 13.6
3 Dermatome 18,2
4 Dermatome 9,1
neue Begleiterkrankungen im 9.1 9,1 111 5,6

Verlauf
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’ Merkmal qualitativ Z a K x0
Alter in Jahren zum Zeitpunkt | 67,7 68,3
der akuten Zoster-Erkrankung
Korpergrofe in cm 169,6 168,9
Korpergewicht in kg 72,2 74,0
Body-Mas-Index 25,1 26,0

Tabelle 6.11: Auswertung Untersuchungsbégen Zoster-Patient und
VZV-seropositiver Triger Merkmal (qualitativ). Angabe als arithme-
tischer Mittelwert. Z = Zoster, K = Kontrolle; a = Zeitpunkt akut bzw. x0
Zeitpunkt 1. Untersuchung, vl = Zeitpunkt nach 4 Wochen, v2 = Zeitpunkt
nach 6 Monaten.

Tabelle 6.10: Auswertung Untersuchungsbégen Zoster-Patient und
VZV-seropositiver Triger Merkmal (quantitativ). Z = Zoster, K = Kon-
trolle; a = Zeitpunkt akut bzw. x0 Zeitpunkt 1. Untersuchung, vl = Zeitpunkt
nach 4 Wochen, v2 — Zeitpunkt nach 6 Monaten; VAS— Visuelle Analog Skala.

6.4.3 Zusammenfassung Blutbilder

Zoster- VZV-sero ok X *
Patient positiver
Trager

Himoglobin 8,3 8,4 p=0.913
akut /x0 +1,0 +0,8

nach 4 Wochen 8,3 8,6 p=0.239
+1,0 +0,9

nach 6 Monaten 8,2 8,6 p=0.431
+0,7 +0,3

Hiamatokrit 0,4 0,4 p=0.935
akut /x0 +0,0 + 0,0

nach 4 Wochen 0,4 0,4 p=0.296
+0,1 +0,0

nach 6 Monaten 0,4 0,4 p=0.896
+0,0 +0,0

Erythrozyten 44 44 p=0.899
akut /x0 +0,6 +0,4

nach 4 Wochen 44 4,5 p=0.325
+0,7 + 0,4

nach 6 Monaten 4,3 44 p=0.697
+ 0,4 +0,4

MCV 90,5 90,2 p=0.596
akut /x0 + 6,4 + 5,7

nach 4 Wochen 91,9 90,9 p=0.472
+6,1 +55

nach 6 Monaten 90,8 93,4 p=0.606
+27 +89
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Zoster- VZV-sero ok K *
Patient positiver
Trager
MCH 1,9 1,9 p=0.531
akut /x0 +0,2 +0,1
nach 4 Wochen 1,9 1,9 p=0.659
+0,2 +0,1
nach 6 Monaten 1,9 2,0 p=1.000
+0,1 +02
MCHC 21,0 21,0 p=0.935
akut /x0 +0,8 +0,6
nach 4 Wochen 20,8 21,0 p=0.185
+0,7 +0,8
nach 6 Monaten 21,1 21,3 p=0.364
+0,4 +0,7
Leukozyten 6,7 7,8 p=0.157
akut /x0 +1,9 +2,2
nach 4 Wochen 7,2 8,0 p=0.371
+22 +29
nach 6 Monaten 5,8 5,9 p=0.796
+1.0 +1,2
Thrombozyten 207,1 263,6 p=0.057
akut /x0 + 79,1 + 105,8
nach 4 Wochen 282,5 236,2 p=0.363
+ 1245 + 62,6
nach 6 Monaten 237,0 242,33 p=1.000
+ 79,2 + 47,3
Eosinophile 2,0 3,3 p=0.362
Granulozyten +1,9 +34
akut /x0
nach 4 Wochen 2,8 1,5 p=0.030
+1,9 + 1,6
nach 6 Monaten 4,5 0,3 p=0.027
+ 3,6 + 0,6
Neutrophile 10,3 2,4 p=0.001
Stabkernige + 11,6 +3,3
akut/x0
nach 4 Wochen 5,5 5,6 p=0.918
+55 +48
nach 6 Monate 3,2 4,7 p=0.433
+15 + 3,5
Neutrophile 57,9 59,3 p=0.849
Segmentkernige + 15,4 + 13,1
akut /x0
nach 4 Wochen 59.8 61,8 p=0.918
+ 145 +8,7
nach 6 Monaten 55,8 04,7 p=0.796
+93 + 8,0
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Zoster- VZV-sero ok K *
Patient positiver
Trager

Lymphozyten 21,9 26,3 p=0.150
akut /x0 + 15,2 +11,9

nach 4 Wochen 22,3 224 p=0.918
+12,1 +95

nach 6 Monaten 28.0 26,3 p=0.897
4+ 134 +11,2

Monozyten 9,8 7.4 p=0.076
akut /x0 +3,9 +4,2

nach 4 Wochen 8,1 7,9 p=0.976
+43 +3.2

nach 6 Monaten 7,0 12,7 p=0.120
+36 +5,0

Basophile 1,8 10,0 p=0.130
Granulozyten + 2,6 +0,9

akut /x0

nach 4 Wochen 0,7 0,4 p=0.153
+0,6 + 0,6

nach 6 Monaten 1,0 0,7 p=0.581
+0,9 + 0,6

Tabelle 6.13: Vergleich Zoster-Patient und VZV-seropositiver Triger.
Mittelwert und Standardabweichung (STABW), sowie Angabe der Signifikanz.

6.4.4 Blutbild Vergleich innerhalb der Probandengruppen
nach Geschlecht

Laborparamter
und Zeitpunkt

Zoster-Patient

VZV-seropositiver
Trager

Hiamoglobin (akut
bzw. x0)

(m: 8,64; w: 7,88)

p=0.018 (m: 8,84; w: 7,89 )

Hamoglobin (nach
vier Wochen)

(m: 8,45; w: 8,00)

p=0.019 (m:9,04; w: 8,07)

Hamatokrit (akut
bzw. x0)

(m: 0,41; w: 0,38)

p=0.014 (m: 0,42; w: 0,0,38)

Hamatokrit (nach
vier Wochen)

(m: 0,40; w: 0,39)

p=0.021 (m: 0,43; w: 0,0,39)

MCHC (akut bzw.

p=0.013 (m: 21,28 ; w: 20,67

(m: 21,22; w: 20,75)

(akut bzw. x0)

x0) )
MCHC (nach vier | p=0.042 (m: 20,88; w: 20,61 ) | p=0.028 (m: 21,31; w: 20,53)
Wochen)
Thrombozyten (m: 188,61; w: 233,67) p=0.041 (m: 239,40; w:

293,88)
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Laborparamter Zoster-Patient VZV-seropositiver
und Zeitpunkt Triager

Basophile p=0.047 (m: 0,40 ; w: 2,25 ) (m: 0,60; w: 0,57)
Granulozyten
(nach vier Wochen)

Tabelle 6.15: Geschlechtsspezifische Unterschiede innerhalb der Proban-
dengruppe zu den drei untersuchten Zeitpunkten. Weiterhin Angabe der Mit-
telwerte in SI-Einheiten, wobei m= ménnlich und w= weiblich.

6.4.5 Zusammenfassung Immunstatus
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Tabelle 6.16: Vergleich Zoster-Patient und VZV-seropositiver Triger.

Mittelwert, Standardabweichung (STABW) und Signifikanzniveau.
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6.4.6 Zusammenfassung Serologie
Zoster-Patient VZV- Signifikanz
seropositiver
Trager
akut/x0 HSV1 Mittelwert 1100,17
IgG (mlU/ml)
STABW 679,91
akut/x0 HSV1 Mittelwert 2,00
IgG (1=positiv,
2=negativ)
STABW 0,00
nach 4 Wochen Mittelwert 239,00
HSV1 IgG
(mlU /ml)
STABW 0,00
akut/x0 HSV2 Mittelwert 213,98
IgG (mlU/ml)
STABW 111,62
akut/x0 HSV2 Mittelwert 2,00
IgG (1=positiv,
2=negativ)
STABW 0,00
nach 4 Wochen Mittelwert 31,00
HSV?2 IgG
(mlU /ml)
STABW 0,00
akut/x0 HSV1 Mittelwert 2,00
und HSV2 IgM
(1=positiv,
2—negativ,
3—grenzwertig)
STABW 0,00
nach vier Wochen Mittelwert 2,00
HSV1 und HSV2
IgM (1=positiv,
2—negativ,
3=grenzwertig)
STABW 0,00
akut/x0 VZV IgG Mittelwert 1432,60 3000,00
(mlU/ml)
STABW 994,26 0,00
nach 4 Wochen Mittelwert 3323,29 1166,00 p=0.001
VZV IgG
(mlU /ml)
STABW 2907,27 906,73
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Zoster-Patient

VZV-
seropositiver
Trager

Signifikanz

akut/x0 VZV
IgM (1=positiv,
2—negativ,
3—grenzwertig)

Mittelwert

1,95

2,00

p—0.823

STABW

0,22

0,00

nach 4 Wochen
VZV IgM
(1=positiv,
2—negativ,

3—grenzwertig)

Mittelwert

1,62

2,00

p—0.022

STABW

0,74

0,00

akut/x0 HIV
(1=positiv,
2—negativ,
3=grenzwertig)

Mittelwert

2,00

2,00

p=1.000

STABW

0,00

0,00

nach 4 Wochen

HIV(1=positiv,
2—negativ,

3—grenzwertig)

Mittelwert

2,00

2,00

p—1.000

STABW

0,00

0,00

akut/x0 Direkte
Immunfluores-
zenzHSV1
(1=positiv,
2—negativ,
3—grenzwertig)

Mittelwert

2,00

STABW

0,00

akut/x0 Direkte
Immunfluoreszenz
HSV2 (1=positiv,
2—negativ,
3—grenzwertig)

Mittelwert

2,00

STABW

0,00

akut/x0 Direkte
Immunfluores-
zenzVZV
(1=positiv,
2—negativ,
3—grenzwertig)

Mittelwert

1,00

STABW

0,00

nach 6 Monaten
VZV 1gG
(mlU /ml)

Mittelwert

2563,40

STABW

976,27
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Zoster-Patient VZV- Signifikanz
seropositiver
Trager
nach 6 Monaten Mittelwert 2,00
VZV IgM
(1=positiv,
2—negativ,
3—=grenzwertig)
STABW 0,00
Tabelle 6.18: Vergleich Zoster-Patient und VZV-seropositiver Triger.
Mittelwert und Standardabweichung (STABW), sowie Signifikanzniveau.
6.4.7 Zusammenfassung ELISPOT-Assay
Zoster-Patient VZV- Signifikanz
seropositiver
Trager
akut/x0 Medium Mittelwert 0,00 0,00 p=1,00
STABW 0,00 0,00
nach 4 Wochen Mittelwert 0,00 0,00 p=1,00
Medium
STABW 0,00 0,00
nach 6 Monaten Mittelwert 0,00
Medium
STABW 0,00
akut/x0 Mittelwert 2,98 0,21 p=0,001
VZV-Antigen
STABW 5,26 0,88
nach 4 Wochen Mittelwert 0,73 0,06 p=0,026
VZV-Antigen
STABW 2,36 0,31
nach 6 Monaten Mittelwert 0,05
VZV-Antigen
STABW 0,22
akut/x0 Mittelwert 0,47 0,06 p=0,176
Kontroll-Antigen
STABW 1,61 0,27
nach 4 Wochen Mittelwert 0,70 0,22 p=0,027
Kontroll-Antigen
STABW 1,44 0,59
nach 6 Monaten Mittelwert 0,21
Kontroll-Antigen
STABW 0,60
akut/x0 Lectin Mittelwert 14,58 14,92 p=0,240
STABW 31,16 25,53
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Zoster-Patient VZV- Signifikanz
seropositiver
Trager
nach 4 Wochen Mittelwert 21,97 4,28 p=0,009
Lectin
STABW 43,87 7,18
nach 6 Monaten Mittelwert 8,91
Lectin
STABW 7,10
Tabelle 6.20: VZV-spezifische CD4+4T-Zellen im Vergleich zwischen
Zoster-Patient und VZV-seropositiver Triger. Mittelwert, Standardab-
weichung (STABW) und Signifikanzniveau.
Zoster-Patient VZV- Signifikanz
seropositiver
Trager
akut/x0 Medium Mittelwert 0,00 0,00 p=1,00
STABW 0,00 0,00
nach 4 Wochen Mittelwert 0,00 0,00 p=1,00
Medium
STABW 0,00 0,00
nach 6 Monaten Mittelwert 0,00
Medium
STABW 0,00
akut /x0 Mittelwert 1,46 0,26 p=0,003
VZV-Antigen
STABW 2,89 0,87
nach 4 Wochen Mittelwert 0,37 0,42 p=0,539
VZV-Antigen
STABW 1,10 1,42
nach 6 Monaten Mittelwert 0,04
VZV-Antigen
STABW 0,15
akut/x0 Mittelwert 0,44 0,19 p=0,039
Kontroll-Antigen
STABW 0,86 0,75
nach 4 Wochen Mittelwert 0,91 0,08 p=0,032
Kontroll-Antigen
STABW 3,06 0,34
nach 6 Monaten Mittelwert 0,00
Kontroll-Antigen
STABW 0,00
akut/x0 Lectin Mittelwert 5,05 3,57 p=0,150
STABW 8,92 6,64
nach 4 Wochen Mittelwert 12,41 3,54 p=0,001

Lectin
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Zoster-Patient VZV- Signifikanz
seropositiver
Trager
STABW 21,61 7,75
nach 6 Monaten Mittelwert 4,94
Lectin
STABW 6,60

Tabelle 6.22: VZV-spezifische CD8-+ T-Zellen im Vergleich zwischen
Zoster-Patient und VZV-seropositiver Triager. Mittelwert, Standardab-
weichung (STABW) und Signifikanzniveau.

6.5 Varicella-Zoster Virus Gentypisierung

Bei 7 der 22 untersuchten Zoster-Patienten fand in Kooperation mit der Johann-
Wolfgang Universitdt, Frankfurt am Main eine Genotypisierung statt. In der
Tab[6.23] werden nur die Ergebnisse der in diese Arbeit eingeschlossenen Patien-
ten dargestellt. Die Gesamtergebnisse wurden letztmalig von Schmidt-Chanasit
et al. im Jahre 2008 verdffentlicht (Schmidt-Chanasit et al., 2007, [2008).

Es konnten bei allen D-Genotypen die C119T und C1606A Mutation festgestellt
werden, die zu einem Aminosiuren Austausch fithrt (T40I und L5361). Zwei vol-
lig unbekannte Mutationen zeigten die Patienten 20 und 21, wobei bei der letzten
Patientin die gleiche Mutation auch bei einer anderen Zoster-Patienten aus Ro-
stock, welche nicht in diese Arbeit eingeschlossen war, vorlag. Diese Mutationen
lagen auferhalb der kodierenden Regionen von el und c1 (Schmidt-Chanasit
et al., |2008)).

Patienten- VZV- Genotyp Glykoprotein E
Nummer strain Mutation
14 Ger94 D C119T, T660C, C1606A
15 Ger97 A keine
16 Ger101 D C119T, T660C, C1606A
17 Gerl104 D C119T, T660C, C1606 A
19 Gerl06 neg. Taq Man
20 Ger107 A G1284A
21 Gerlls D C119T, T660C, C1606A,
T1683G

Tabelle 6.23: VZV-Gentypisierung bei Zoster-Patienten. Ubersicht iiber
die Wildtypen (Ger = German), Genotypen und die Glykoprotien E Mutation.
Neumutationen werden besonders gekennzeichnet. Nach Schmidt-Chanasit et
al. (Schmidt-Chanasit et al., [2008).
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’ Parameter \ Absolutzahl/ul \ % Leukozyten
Gesamt-Lymphozyten 1600-2400 28-29
T-Zellen (CD3+) 1100-1700 67-76
B-Zellen (CD19+) 200-400 11-16
T-Suppressorzellen (CD8+) 500-900 31-40
T-Helferzellen (CD4+) 700-1100 38-46
akt. T-Zellen (CD3+, HLA-DR) 8-15
NK-Zellen (CD16+, CD56+) 200-400 10-19
NK-Zellen (CD3+, CD16+,
CD56+)
CD4/CD8-Ratio 1,0-1,5

Tabelle 6.24: Referenzwerte fiir den Immunstatus nach dem Institut fiir

Immunologie der Universitdt Rostock

’ Parameter \ Normbereich \ SI-Einheit ‘
Hémoglobin 8,6-12 mmol/1
Himatokrit 0,4-0,51 %
Erythrozyten 4,5-5,5 1021
MCV 83-93 fl
MCH 1,55-1,9 fmol
MCHC 18,5-22,5 mmol/]
Leukozyten 4,9 1091
Thrombozyten 150-450 10%/1
Eosinophile Granulozyten <5 %
Neutrophile Stabkernige <8 %
Neutrophile Segmentkernige 36-84 %
Lymphozyten 20-42 %
Monozyten <15 (3-5%) %
Basophile Granuolozyten >1 %

Tabelle 6.25: Referenzwerte fiir das Blutbild und die mikroskopische
Differenzierung nach dem Institut fiir Klinische Chemie und Laboratoriums-
medizin der Universitdt Rostock
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’ Parameter Normbereich Einheit
HSV-1 IgG AK 20-30 U/ml
HSV-1 IgG AK positiv / negativ
HSV-2 IgG AK 20-30 U/ml
HSV-2 IgG AK positiv / negativ

HSV 1-2 IgM AK positiv / negativ
VZV IgG AK 50.0-100.0 U/ml
VZV IgM AK positiv / negativ

HIV AG/AB-Combo

positiv /negativ

Tabelle 6.26: Referenzwerte fiir die Serologie nach dem Institut fiir Mikro-

biologie und Virologie der Universitit Rostock

6.7 Abkiirzungsverzeichnis

| Abkiirzung | Erklirung
a Zeitpunkt akut
AEC Tablette 3-Amino-9-Ethylcarbozole Tablets
AK Antikorper
ALL akute lymphatische Leukémie
APC antigen presenting cells
BAL Bronchoalveoldre Lavage
BSA bowine serum albumine
C Cervikale Dermatome
CD cluster of differentation
CML chronisch myeloische Leukimie
CTL zytotoxische T-Lymphozyten
DMSO Dimethylsulfoxid
ds DNA doublestrand desoxyribonukleinacid
EDTA Ethylendiamintetraessigsiue
E-Gene early genes
ELISA enzyme linked immunosorbent assay
ELISPOT-Assay enzyme linked immunospot assay
Fab-Teil antigenbindendes Fragment
FACS fluorescence activted cell sorting
FMA Fluoreszenz Antikérper Membran

Antigen Test

FCS Fiatales Kélberserum
Fe-Teil crystallinisierbares Fragment
Ger german
Hb Hémoglobin
HBG-Detektor Hiamoglobin Detektor
HIV human immunodeficient virus
Hk Hamatokrit
HLA human leucocyte antigen
HRPO horse-radish-Peroxidase
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HS Humanes Serum

HSV Herpes simplex Virus

IE-Proteine immediate early protein

IFAT indirekter Fluoreszenzantikorpertest

IFT Immunfluoreszenztest

IfSG Infektions Schutz Gesetz

IgG Immunglobulin G

IgM Immunglobulin M

1L Interleukin

K Kontroll-Patient

KBR Komplementbindungsreaktion

Kontroll Kontroll-Patient, also
VZV-seropositiver Trager

L Lumbale Dermatome

LDA limiting dilution assay

L-Gene late genes

LT Lymphotoxin

m ménnlich

MACS-Cell-Separation

magnetic-assisted cell sorting

MCH

mean corpuscular haemoglobin

MCHC mean corpuscular haemoglobin
concentration

MCV mean corpuscular volume

MHC major histocompatibility complex

NK-Zelle Natiirliche Killerzelle

NT Neutralisationstest

PBMC peripher blood mononuclear cells

PCR polymerase chain reaction

pfu plaque forming unit

PHA Phaseolus vulgaris Leucoagglutinin

PMT Photomultipler tubes

P-Oka parent Oka Stamm

RBC-Detektor red blood cell detektor

RCF-Assay responder cell frequency assay

RKI Robert-Koch-Institut

RPMI Roswell Park Memory Institute

SFC Spoting forming cells

SENIEUR Protokoll

Senior European Protokoll

SLS

Sodium Lauryl Sulfat

STABW Statistische Abweichung

SPSS Statistical Products and Service
Solutions

Th Thorakale Dermatome

TNF Tumornekrosefaktor

TZR T-Zell-Antigenrezeptor

vl Zeitpunkt nach vier Wochen

v2 Zeitpunkt nach sechs Monaten

130
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VAS Visuelle-Analoge-Schmerzskala
VZV Varicella-Zoster Virus
VZV-Oka /V-Oka Oka Vaccine Stamm

VZV-WT VZV Wildtypen

w weiblich

x0 Zeitpunkt 1. Untersuchung

zZ Zoster-Patient

Zoster- Pat. Patient mit Herpes Zoster
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