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1 Einleitung
1.1 Das Kaposi Sarkom-assoziierte Herpesvirus (KSHV)

1.1.1 Charakterisierung des KSHV
Das KSHV wurde erstmals 1994 aus dem Kaposi Sarkom isoliert und charakteri-
siert.! Es gehdrt zu den y-2-Herpesvirus, Genus Rhadinovirus und ist das erste be-
kannte humanpathogene Virus dieser Gruppe. Es wird auch humanes Herpesvirus 8
(HHV8) genannt. Seine nachsten Verwandten sind das Herpesvirus saimiri (HVS),
das equine Herpesvirus (EHV2) und das y-1-Herpesvirus Epstein Barr Virus (EBV),
die samtlich lymphotrope Viren sind.?
Das KSHYV ist ein typisches Herpesvirus mit 100-150 nm grof3en Partikeln mit einem
Lipid envelope und einem Elektronendichten zentralen core, der das virale Genom
enthalt. Das reife Virion wird von einem Glykoproteinmantel umhullt, der aus der zel-
lularen Lipidmembran der infizierten Zelle stammt. Zwischen Kapsid und envelope
liegt das Tegument, ein proteinreicher Raum. Das Genom ist zwischen 160 und 170
kb grof® und besteht aus zwei funktionellen Einheiten, der long unique coding region
(LUR) mit 140 bis 145 kb und flankierend den terminal repeats (TR) mit je 801-803
bp.2>* Wie beim EBV liegt das Genom wahrend der Latenz in episomaler Ringform
vor, wihrend es in linearer Form bei der lytischen Replikation vorliegt.” """
Sechs Subtypen (Subtyp A-E und Z) des KSHV konnten anhand der Analyse der
Gene K1 und K15 identifiziert werden. Diese zeigen interessanterweise geographi-
sche Unterschiede in der Verteilung. Eine Assoziation der Subtypen zu klinischen
Erscheinungsbildern konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.®
Aufgrund ihrer Homologie werden die beim KSHV identifizierten Gensequenzen
(open reading frame [ORF]) nach den ORF des HVS benannt und die nicht homolo-
gen mit dem Prafix K (K1-K15) bezeichnet.? In der LUR sind bisher 90 ORF identifi-
ziert, die zum Teil signifikante Homologien zu humanen Genen aufweisen. 66 ORF
kodieren fur die Struktur- und Replikationsproteine des Virus und andere flr Zellzyk-

lusregulations- und Signalproteine.>
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1.1.2 KSHV-kodierte Proteine

Die ldentifizierung der viralen Proteine und deren Funktionsweise sind von entschei-

dender Bedeutung fur das Verstandnis des Infektionsmusters, der Persistenz im Or-

ganismus und der Pathogenese der KSHV-assoziierten Erkrankungen.

Zu den identifizierten und charakterisierten viralen Proteinen gehoren Zellzyklus-

Regulationsproteine wie virales Cyclin D1, virales FLIP und Kaposin (T0.7, K12), und

Signalproteine wie das Zytokin virales IL6, die Chemokine virales MIP-I, 1l und Il und

der Chemokinrezeptor virales GPCR. Bis auf Kaposin sind die genannten homolog

zu humanen Proteinen und standen daher im Mittelpunkt des Interesses der vorlie-
genden Arbeit.

Die verschiedenen Proteine kdnnten bei der Tumorentstehung durch das KSHV eine

wichtige Rolle spielen.

1. vCyclin D1: wird von ORF72 kodiert.>®® Es induziert (iber eine cdk6 (cyclin-
dependent kinase) den Ubergang von der G1-Phase in die S-Phase des Zellzyk-
lus, indem das Tumorsuppressor Retinoblastom-Protein (pRb) und das Histon H1
phosphoriliert und damit inaktiviert werden.”8%%¢ Durch eine in der Aminosau-
rensequenz veranderte Untereinheit entzieht sich der Komplex der Inhibition
durch CDK-Inhibitor Proteine. An Fibroblasten konnte in vitro die Progression des
Zellzyklus Uber die G1-Phase hinaus durch die Expression von vCyclin demons-
triert werden. %69

2. VFLIP: (ORF71) Virales FLICE (Fas-associated death domain-like interleukin-113-
converting enzyme) Inhibitor Protein (vFLIP) hemmt die TNF-mediierte Apoptose.
Es blockiert die Kaspasen in der Signalkaskade des Fas Rezeptors (CD95). Da-
durch kann die Uber TNF vermittelte T-Zell induzierte Apoptose verhindert wer-
den.'2131472 Degs weiteren aktiviert VFLIP die NFkB-assoziierte Signaltransdukti-
on, Uber die eine Vielzahl immunmodulatorischer Gene induziert werden. Hier-
durch kann eine NF«kB Aktivierung zu einer Transformation fiihren. '

3. Kaposin (T0.7 RNA, ORF K12) Kaposin A ist ein Typ Il Membranprotein, das Cy-
tohesin-1 an die Membran rekrutiert und dadurch die ERK1/2 MAP Kinase Sig-
naltransduktion aktiviert. Uber dasp -Integrin ICAM-1 fiihrt es zur Reorganisation
des F-Actins und zur Lymphozyten Aggregation und Adhasion.™ In vivo Studien
an Ratten mit Kaposin A transfizierten rat-3 Zellen fUhrten zur Ausbildung von

vaskularisierten hochgradig undifferenzierten Fibrosarkomen.”
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4.

6.

vIL-6: Virales Interleukin-6 wird durch den ORF K2 kodiert."'®° Es hat &hnliche
biologische Eigenschaften wie das humane IL6 (hulL6) und aktiviert den STAT
und MAP Kinase Signalweg. "% So stimuliert es die Angiogenese (ber die In-
duktion von VEGF, die Hamatopoese und das B-Zell-Wachstum, wirkt proinflam-
matorisch und antiapoptotisch. Zudem induziert es die Sekretion von
hulLg,'%1217.18.19.21,2223.2470 || .§ schiitzt die KSHV-infizierten Zellen vor dem
Interferon-a. mediierten Arrest des Zellzyklus dadurch, dass IFN-a Uber eine
downregulation der gp80-Untereinheit des IL-6-Rezeptors wirkt und vIL-6 unab-
hangig davon seine Wirkung uber die gp130-Untereinheit des IL-6R erzielt. So
tragt vIL-6 zur Persistenz des Virus im Organismus bei. So kdnnte auch die virale
Produktion vermehrt werden, indem das Zelluberleben wahrend der lytischen
Replikation verlangert wird."92°

vMIP-I/-1I/-1ll: Die macrophage inflammatory proteins (MIP) werden von den ORF
K6, K4 und K4.1 kodiert."®% Sie aktivieren Chemokinrezeptoren der Th2 Lym-
phozyten (CCR4 und 8) und kénnten so eine Anderung der antiviralen Th1 Im-
munantwort bewirken. Zudem stimulieren sie die Angiogenese uber die Induktion
von VEGF . 12:1826.27.28

VGPCR: Der virale G protein-coupled receptor wird durch ORF74 kodiert und hat
signifikante Homologie zum IL8-R.®?®”" Er aktiviert iiber eine Phosphatidyl-
Inositol-Signaltransduktion, die wiederum zur Aktivierung von JNK, NFkB, ERK
und p38 Signalwegen fuhrt, die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen
und Wachstumsfaktoren. Dadurch wird die zellulare Proliferation der Fibroblasten
und in besonderem MaRe via VEGF die Angiogenese stimuliert.'?2%:30:31:32.33 A
transgenen Mausen konnten Uber die Expression von vVGPCR KS-ahnliche Lasio-
nen erzeugt werden, so dass dieser Rezeptor wahrscheinlich entscheidend zur
Pathogenese der KSHV-assoziierten Erkrankungen beitragt. Da vGPCR von nur
maximal 10% der Zellen dieser KS-ahnlichen Lasionen exprimiert wird, werden
parakrine Wirkmechanismen diskutiert.?%*

1.1.3 Zuordnung der Expression der KSHV-Gene zu viralen Infektions-

formen

Grundsatzlich wird zwischen einer latenten und lytischen viralen Infektion unter-

schieden. Herpesviren regulieren die Expression ihrer Gene strikt entsprechend der

vorliegenden Infektionsform, so dass die Gene grob in drei Klassen eingeteilt werden
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konnen: zum einen Gene, die wahrend einer latenten Infektion exprimiert werden und

zur Persistenz des Virus im Organismus fuhren, und zum anderen Gene, die in der

frihen bzw. spaten Phase der lytischen Infektion exprimiert werden und so zum Zell-

untergang und zur Freisetzung neuer Herpesviren flhren.

Far das KSHV konnten die Gene anhand verschiedener PEL-Zelllinien eingeordnet

werden. Die Zelllinien sind latent mit dem KSHYV infiziert und wurden mit Tetradeca-

noylphorbol-Acetat (TPA) oder n-Butyrat zum Ubergang in die Iytische Infektion indu-
Zirt 24:27.35,36,37,38

1.

Die Gene der ersten Klasse werden wahrend einer latenten Infektion konstitutiv

gebildet und kdnnen nicht weiter durch Stimulierung mit TPA oder n-Butyrat in ih-

rer Produktion gesteigert werden. Hierzu gehoéren das Kaposin A, VLANA, vFLIP
und vCyclin % 12:24:27:37.39.40

Die Gene der zweiten Klasse werden erst nach chemischer Stimulierung durch

TPA oder n-Butyrat transkribiert.*’ Es handelt sich hier vor allem um die viralen

Zytokine und Signaltransduktionsmolekule. Sie zeigen den Eintritt in die Iytische

Infektion an und kdnnen in immediate early und early weiter unterteilt werden.

e Die immediate early Gene umfassen die ORF K3, K5, K8 (Homolog zum EBV
ZEBRA-Gen) und Rta (R transcript activator), das den Ubergang vom latenten
zum lytischen Zyklus initiiert.'%27:37:42:43

e Zu den early Genen werden das vilL-6, vMIP-I, vMIP-Il, der ORF K7 (T1.1/
PAN-RNA), das VIRF, vbcl-2, vDHRF, vGPCR und der ORF 70 gezahit.
24,27,29,37,38,42,44,45,46

Die dritte Klasse der Gene enthalt die spat im lytischen Zyklus exprimierten Gene

(late genes), die vor allem Struktur- und Replikationsgene sind. Auch sie werden

in PEL-Zelllinien erst nach chemischer Stimulation gebildet. Man rechnet die ORF

K10, K11, 59 (PF-8 [processivity factor]), 65 und das vVMCP dazu.?*2"37:38.47

1.2 KSHV assoziierte Erkrankungen

1.2.1 Kaposi Sarkom

Das Kaposi Sarkom (KS) ist ein ursprunglich seltener mesenchymaler Tumor, der

uberwiegend bei alteren Mannern aus dem Mittelmeerraum in Form eines Hauttu-

mors auftrat.*® Im Rahmen der HIV-Epidemie trat das KS erstmals in den meisten



Genexpressionsmuster und Phinotypisierung der KSHV infizierten Zellen beim Morbus Castleman 8

Teilen Europas und den USA mit einer gewissen Haufigkeit bei immunsupprimierten
HIV+ Patienten auf.*®

Histologisch ist das KS charakterisiert durch die Proliferation mesenchymaler Spin-
delzellen. Neben diesen, fur das KS typischen Spindelzellen findet man Kapillaren
und mit extravasalen Erythrozyten gefullte Spaltraume. Oft ist ein entzindliches Infilt-
rat vorhanden, bestehend aus Plasmazellen und Lymphozyten.*®

An der Haut manifestiert sich das KS am haufigsten, aber auch Schleimhaute,
Lymphknoten (LK) und innere Organe konnen beteiligt sein. Vier klinische Formen
des KS werden unterschieden:

1. Klassische Form: Betroffen sind zumeist altere Manner in Sud-Ost-Europa mit

kutaner Manifestation Uberwiegend an den Unterschenkeln und langsamen Ver-

lauf Gber Jahrzehnte.*84°

2. Lymphadenopathische Form: Vor allem Kleinkinder in Zentralafrika zeigen diese

Form. Das KS manifestiert sich als Lymphadenopathie und nur selten kutan. Der
fulminante Verlauf wird der raschen Generalisierung mit Beteiligung der inneren
Organe zugeschrieben.

3. Transplantations-assoziierte Form: Sie tritt im Mittel 16 Monate nach Transplanta-

tion bei immunsupprimierten Patienten, meist in viszeral generalisierter Form auf.
Die Prognose ist dementsprechend schlecht.

4. AlDS-assoziierte Form: 30% aller AIDS-Patienten entwickeln zunachst ein kuta-

nes KS, das im Verlauf generalisiert und mit einer schlechten Prognose einher-
geht. Nicht selten wird die HIV Infektion erst mit dem Auftreten des KS diagnosti-
ziert.*®
Da das AlDS-assoziierte KS besonders haufig bei HIV-infizierten Homosexuellen (ca.
40%) im Vergleich zu HIV-Infizierten mit anderen Risikoverhalten (ca. 5%) auftritt, lag
die Vermutung nahe, dass ein infektioses Agens, das durch sexuellen Kontakt Uber-
tragen wird, ursachlich fiir die Entstehung eines KS ist.*>°! 1994 sind dann tatséch-
lich virale Sequenzen aus KS isoliert worden. Diese DNA Sequenzen eines neuen
Herpesvirus wurden mittels PCR in Uber 90% der AlIDS-assoziierten Form des KS
identifiziert. Es handelt sich um das KSHV bzw. HHVS.'
Ausgedehnte Untersuchungen mittels PCR konnten zwischenzeitlich belegen, dass
auch bei den anderen drei KS-Formen KSHV-Sequenzen in Uber 90% der Falle

nachzuweisen sind,%%53:54.55.56.57,58,59
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Um zu belegen, dass tatsachlich ein pathogenetischer Zusammenhang zwischen der
KSHV-Infektion und der Entstehung des KS besteht, wurden zum einen seroepide-
miologische Untersuchungen durchgefihrt und zum anderen die transformierenden
Eigenschaften des Virus analysiert.

So zeigte sich, dass die KSHV-Seropravalenz am hochsten in Populationen mit ei-
nem hohen Risiko fur das Auftreten eines KS ist. Anti-KSHV-Antikorper (AK) finden
sich bei 30-93% der homosexuellen HIV+ Patienten, 32-80% der afrikanischen Be-
volkerung und bei 4-31% der Bevdlkerung des Mittelmeerraumes. Dagegen kdnnen
in der amerikanischen Normalbevdlkerung nur zu einem sehr geringen Prozentsatz
anti-KSHV-AK (0-8%) nachgewiesen werden':60:61:62.63.64,65.66

Prospektive Studien zeigten, dass das Auftreten von anti-KSHV-AK ein pradiktiver
Faktor fUr die Entstehung eines KS ist. Zudem existiert eine positive Korrelation zwi-
schen der Viruslast und dem klinischen Verlauf des KS. Die Viruslast steigt mit der
Progression der Erkrankung nachweisbar an.%%:¢:67.68

Die transformierenden Eigenschaften einiger KSHV-Genprodukte wie zum Beispiel
vCyclin D1, vFLIP, Kaposin, ORF K1, vIL-6 und vGPCR weisen ebenfalls auf einen
pathogenetischen Zusammenhang zwischen KS und KSHYV hin. So werden durch sie
B- und T-Zellen aktiviert und immortalisiert, die Angiogenese stimuliert, Fibroblasten
zur Proliferation angeregt und die Apoptose inhibiert. Die histologischen Verande-
rungen beim KS koénnen also durch eine KSHV-Infektion hervorgerufen wer-
den.69'7°’71’72'73’74

Desweiteren konnte mittels in situ Hybridisierung das KSHV in den Spindelzellen und
CD34+ Endothelien lokalisiert werden ®'%7>76.77.78.79.80.98.100 Aper quch das KS infilt-
rierende CD45+ und CD68+ Monozyten sind zu einem kleinen Prozentsatz (1%)
KSHV positiv.%2430-81:82

Die Zahl der KSHV infizierten Zellen nimmt mit Fortschreiten des KS zu, d.h. das in
den frihen KS-Lasionen nur ca. 1-3% der Zellen mit dem Virus infiziert sind, wah-
rend im spaten Stadium bis zu 90% der Zellen positiv sind.””7%:°

Latente Gene wie das Kaposin, vCyclin D1 und vLANA sind im spaten Stadium in

9,24,27,45,78,79,98,100 Dagegen werden Gen-

fast allen Spindelzellen (>90%) nachweisbar.
Transkripte, die eine lytische Infektion anzeigen, von nur wenigen Zellen exprimiert
(<1%), z.B. vIL-6, vMCP, vIRF1, PF-8, vMIP-I/-Il. Der vorherrschende Infektionstyp

ist also eine latente Infektion des KS durch das KSHYV, 18:24:27.76.79,83,98
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1.2.2 Morbus Castleman

Der Morbus Castleman ist eine vergleichsweise seltene lymphoproliferative Erkran-
kung mit charakteristischen histologischen und klinischen Befunden. Je nach Aus-
dehnung der Erkrankung liegt klinisch ein lokalisierter oder multizentrischer M. Cast-
leman (MCD) vor. Der MCD ist histologisch vor allem mit dem plasmazellreichen Typ
assoziiert und tritt besonders haufig bei HIV positiven und negativen KS Patienten
auf, 23.56.84

Histologisch werden zwei Typen des M. Castleman unterschieden:

1. Hyalin-vaskularer Typ (ca. 90% der Falle) Dieser ist von abnormen, hypervasku-

larisierten Follikeln mit je ein oder zwei atrophierten und hyalinisierten Keimzent-
ren sowie vergrolerten, z.T. zwiebelschalenartig geordneten Mantelzonen ge-
pragt. Eine vermehrte interfollikulare Vaskularisation ist ebenfalls typisch. Die Pa-
tienten sind zumeist asymptomatisch und werden durch eine Lymphadenektomie
geheilt. 8887

2. Plasmazellreicher Typ (ca.10% der Falle) Dieser Typ ist histologisch durch erwei-

terte Sinus, hyperplastische, abnorme Keimzentren mit z.T. vermehrter Vaskulari-
sation und eine interfollikulare Plasmozytose gekennzeichnet.?*%'% Die Plasma-
zellen (PZ) exprimieren poly- oder monotypisch leichte Immunglobulinketten.88
Klinisch finden sich systemische Symptome wie Fieber, Nachtschweil}, Gewichts-
abnahme, generalisierte Lymphadenopathie, Hepatosplenomegalie, erhdhte IL-6
Spiegel und eine polyklonale Hypergammaglobulinamie. Die Prognose ist
schlecht.'8:8598

In Fallen mit beiden Merkmalen spricht man von einem gemischten Typ.85

Der plasmazellreiche MCD ist eine Ausschlussdiagnose, da die histologischen Ver-

anderungen unspezifisch sind. Sie treten in dieser Form auch bei Autoimmunerkran-

kungen, primaren und erworbenen Immundefekten, Malignomen, Hauterkrankungen

und nach Impfungen auf. 238613

Aufgrund des gehauften Auftretens des MCD bei KS Patienten wurde ein gemeinsa-

mer atiologischer Faktor diskutiert. Mit der Identifizierung des KSHV stellte sich die

Frage, ob das Virus dieser gemeinsame Faktor ist.

Mittels PCR Analysen konnte das KSHYV in einem Grof3teil von MCD Fallen bei HIV+

Patienten und bei ca. 30-40% der HIV- MCD Falle nachgewiesen werden. Der hyalin-

vaskulare Typ des M. Castleman ist dagegen zumeist negativ fur das Virus.
33,56,89,90,102
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Schon fruhere immunhistologische Untersuchungen zeigten, dass sich in den Keim-
zentren und der interfollikularen Zone der Castleman Tumoren sehr viel IL6 produzie-
rende Zellen nachweisbar sind.®® Dem IL6 wird eine zentrale Rolle in der Pathogene-
se des M. Castleman zugeschrieben, da es u.a. eine Differenzierung von B-Zellen zu

rt,10:23.24.3386.98 Dy gin virales IL6 mit Homologie zum humanen

Plasmazellen induzie
IL6 im KSHV-Genom kodiert ist, stellte sich die Frage, ob das KSHV an der Patho-
genese des MCD beteiligt sein konnte.*? Klinische Untersuchungen zeigen zudem,
dass der Serumspiegel des KSHV und des vIL-6 sich analog der Klinik des M. Cast-
leman andert.®*2 Therapeutische Ansatze mit monoklonalen Antikdrpern gegen IL6
kdnnen die Symptome der MCD zum Abklingen bringen.?**® Unklar ist, ob das hu-
mane oder virale IL6 fir die histologischen und klinischen Veranderungen beim MCD
verantwortlich ist bzw. ob sich hier ein Synergismus der beiden IL6 Typen ergibt.

Erste Hinweise auf den Phanotyp der infizierten Zellen gab eine einzelne Arbeit. Mit-
tels ISH und Immunhistologie konnte gezeigt werden, dass die KSHV positiven Zel-
len vor allem in der Mantelzone der Follikel zu finden sind und negativ fur CD20,
CD138, CD45R0O, CD3, CD68, CD30 und EMA und zudem EBV negativ sind.? In
der gleichen Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die Zellen vIL-6 exprimieren.
Es wurde aber zu Beginn der vorliegenden Arbeit noch nicht ausfuhrlich der Frage
nachgegangen, welche Zellen beim M. Castleman mit dem KSHYV infiziert sind und
welche Gene exprimiert werden bzw. welcher Infektionstyp vorliegt. Dies ist Gegens-

tand der vorliegenden Arbeit.

1.2.3 Primary effusion lymphoma

Dieses seltene AlDS-assoziierte B-Zell-Lymphom tritt in Kérperhdhlen auf und bildet
meist kein solides Tumorgewebe aus. Die ursprungliche Bezeichnung body cavity-
based lymphoma (BCBL) wurde durch primary effusion lymphoma (PEL) ersetzt. Ei-
ne Infektion der Tumorzellen (TZ) mit dem KSHYV ist ein definierendes Merkmal die-
ser Erkrankung.%49596:97.102

Das PEL besteht aus grof3en, zytoplasmareichen Zellen mit prominenten Nukleol
und vielen Mitosen. Morphologisch sind die TZ sehr heterogen mit anaplastischen
bzw. Immunoblasten/Plasmablasten dhnelnden Merkmalen.'?-36:97:98

Klinisch prasentieren die Patienten Ergusse in zumeist nur einer Kérperhdhle. Lym-

phadenopathien oder Organomegalien sind nicht typisch. Ein gemeinsames Auftre-
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ten des PEL mit anderen KSHV-assoziierten Krankheiten ist beschrieben worden.
Die Prognose ist extrem schlecht.®"%°

Immunphanotypische Untersuchungen zeigen, dass die Zellen positiv fur das leuko-
cyte common antigen CD45 und plasmazelltypische Antigene CD38 und CD138 bzw.
den Aktivierungsmarker CD30 sind.'®%97.1%0.19" |mmunglobuline werden meist nicht
gebildet."®®" Die PEL-Zellen exprimieren EMA, ein Antiadhasionsmolekiil, das in Me-
tastasierungsprozessen eine Rolle spielt.’®3*% Die B-Zell-Marker CD19, CD20 und
CD79a konnten nicht nachgewiesen werden.**%’

Da in nahezu allen TZ des Lymphoms das KSHV nachgewiesen werden kann, wurde
das virale Genexpressionsmuster mittels ISH und immunhistologischer Methoden
untersucht. Dabei zeigte sich, dass latente Transkripte wie VLANA, vCyclin und Ka-
posin von der Mehrzahl der Zellen gebildet wird, wahrend lytische Transkripte wie
viL-6, VGPCR, vbcl-2, vMIP-I/ll und VvIRF von hochstens 5% der Zellen exprimiert
werden. %2910 Ays diesen Untersuchungen wird deutlich, dass das PEL vornehm-
lich latent mit dem KSHV infiziert ist.

Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass das PEL haufig mit dem EBV koinfi-
ziert ist. Das EBV liegt in monoklonaler Form mit identischen terminal repeat Se-
quenzen in allen Zellen vor. Die Infektion ist daher der malignen Transformation vor-
aus gegangen. Im Gegensatz zum Burkitt-Lymphom findet sich keine Translokation

unter Beteiligung des c-myc-Gens.'0:36:39.94.102.103,104

1.2.4 Weitere Erkrankungen mit moglicher KSHV Assoziation

Die Entdeckung und Charakterisierung des KSHV flhrte dazu, dass auch andere
Krankheiten mit unklarer Atiologie auf einen mdglichen Zusammenhang mit dem Vi-
rus Uberpruft wurden.

So wird er in bezug auf das multiple Myelom (Plasmozytom) und monoklonale Gam-
mopathien unklarer Signifikanz (MGUS) sehr kontrovers diskutiert. Rettig et al. konn-
ten das Virus in dendritischen Zellen des Knochenmarks nicht aber in den neoplasti-
schen Zellen bei 0.g. Patienten nachweisen. Dies ware von grofl’er Bedeutung, da es
ein neuer, indirekter Mechanismus des KSHV ware, in die Plasmazelldifferenzierung
einzugreifen. Diese Ergebnisse konnten von anderen Arbeitsgruppen nicht bestatigt
werden. 105:106.107
Auch beim M. Waldenstrom, Posttransplantat-Hauttumoren, Lupus erythematosus,

Kikuchi-Lymphadenitis (einer benignen lymphoproliferativen Erkrankung), bei AIDS-
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assoziierten anaplastic large cell lymphomas (ALCL) und bei ZNS-Lymphomen wird
eine KSHV-bedingte Pathogenese diskutiert, jedoch sind fur eine definitive Aussage

zu geringe Fallzahlen dieser Erkrankungen auf das Virus untersucht worden.
55,56,95,107,108,109,110,111,112

1.2.5 Zielzellen der KSHV Infektion
Um mdgliche Ubertragungswege des KSHV zu identifizieren, muss das Reservoir
des Virus im Menschen gefunden werden. Dazu ist zu klaren, welche weiteren Zellen
vom KSHYV infiziert sind und ob es in ihnen persistiert.
Verschiedene Untersuchungen zeigten, dass das Virus eindeutig lymphotrop ist. Er
wurde in CD19 und CD20+ B-Zellen identifiziert. CD2 und CD3+ T-Zellen kénnen
auch infiziert sein, allerdings in einem viel geringeren AusmafR.®267:8498.113.114,115,116
Des Weiteren wurde das Virus aus CD68+ peripheren Monozyten sowohl bei KS als
auch MCD isoliert. Hier wird auch der Ort seiner Replikation vermutet, weil das Ge-
nom in den Monozyten in linearer Form vorliegt, wahrend es in den Spindelzellen des
KS in episomaler Form gefunden wird.5467:68.9.24.84.102,117
AulBerhalb des lymphatischen Systems wurde das KSHV in der gastrointestinalen
Mukosa sowie im Prostatasekret und abnormen Prostataepithel von HIV-Infizierten
gefunden. Sperma und Speichel kdnnten daher infektids sein, wobei es hierzu diver-
gierende Ergebnisse gibt.?%6879.118.119.120.121 pie Haut als groRtes Epithelgewebe und
Manifestationsorgan des kutanen KS war auch Gegenstand von Untersuchungen.
Eine Studie zeigte, dass 82% der Hauttumore bei Transplantierten KSHV positiv

sind."® Dies konnte jedoch in weiteren Untersuchungen nicht bestatigt werden.
53,55,57,58,122

1.3 Ziele dieser Arbeit

Mit der Identifizierung des KSHV als ein Faktor in der Pathogenese des KS, stellt
sich die Frage, ob das KSHV auch bei der multizentrischen Variante des M. Castle-
man, die gehauft bei KS-Patienten auftritt, nachzuweisen ist. Gegenstand dieser Ar-
beit soll daher sein, die Assoziation des KSHV mit dem M. Castleman naher zu be-
leuchten.

Dazu soll untersucht werden, mit welcher Frequenz sich das Virus bei den verschie-
denen M. Castleman Fallen und als Vergleichsgruppe bei HIV-Lymphadenopathien

nachweisen lasst. Anschliefend soll bei den KSHV positiven M. Castleman Fallen
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das virale Genexpressionsmuster mittels in situ Hybridisierung charakterisiert wer-
den. Dadurch kann auch der Infektionstyp des KSHV beim M. Castleman identifiziert
werden. Zudem sollen die Zielzellen des KSHV und deren Phanotyp durch immun-
histochemische Methoden in Kombination mit in situ Hybridisierung charakterisiert

werden.
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2 Material und Methoden

Die Herstellung und Herkunft aller verwendeten Materialien und L6sungen sind im

Anhang unter 7.1 aufgefuhrt.

2.1 Untersuchungsmaterial

Die Lymphadenektomiepraparate von 43 Patienten mit M. Castleman oder
Lymphknotenveranderungen mit Merkmalen eines M. Castleman (hyalin-vaskularer,
plasmazellreicher sowie gemischter Typ) aus dem Archiv des Instituts flr Pathologie
des Universitatsklinikums Benjamin Franklin (UKBF) wurden flr diese Arbeit verwen-
det. Sie waren in 4%igen Formalin fixiert und anschlielend mittels Routineverfahren
in Paraffin eingebettet.

Als Kontrollen dienten 13 Kaposi Sarkome, 10 HIV-Lymphadenopathien, 7 Falle von
chronischer Tonsillitis, 5 Falle von chronischen Sinusitiden und 1 Fall eines NNH-
Papillom, 2 Falle von malignen Lymphomen, 1 Fall von chronischer Gastritis und ein
hyperplastischer Colonpolyp sowie fur die EBV-Nachweise 4 Hodgkin-Lymphom-
Falle und 1 Tonsillektomiepraparat bei infektioser Mononukleose, ebenfalls aus dem
Archiv des Instituts flr Pathologie des UKBF.

2.2 Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Die PCR diente in der vorliegenden Arbeit dem initialen Screening der zu untersu-
chenden Gewebe auf eine KSHV-Infektion und zur Herstellung der Ribosonden fur
die in situ Hybridisierung. Mittels dieser Methode kdnnen spezifische DNA-
Sequenzen vervielfaltigt werden.
Die Amplifikation der Sequenzen verlauft in Zyklen, wobei ein Zyklus aus der

1. Denaturierung der DNA zu Einzelstrangen,

2. dem Annealing, d.h. dem Anlagern der Oligonukleotidprimer an die Einzel-

strange, und

3. der Verlangerung der Primer durch die Tag-Polymerase besteht.
Die Oligonukleotidprimer sind so gewahlt, dass der zu amplifizierende Bereich der
DNA von ihnen flankiert wird.
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2.2.1 DNA-Extraktion

Die DNA wurde aus 25um dicken Schnitten der zu untersuchenden Morbus Castle-
man, Kaposi Sarkome bzw. HIV-Lymphadenopathien mit Hilfe eines DNA-
Extraktionssets (Quiagen, Hilden) nach dem tissue protocol gewonnen. Dazu wurden
die Schnitte mit Xylol entparaffiniert und die DNA mit unvergalltem Ethanol gefallt.
Nach der Lyophilisierung wurde das Produkt unter Zusatz von Puffer Uber zwei Tage
mit Proteinase K gereinigt. Anschlieend konnte die DNA mittels mehrerer Zentrifu-
gationsschritte an die QIAmp Silikamembran in der Spinsaule gebunden und so iso-
liert werden. Die Eluation der gereinigten DNA fand bei 70°C mit dem mitgelieferten
Puffer statt. Bei einer Wellenlange von 260nm wurde die Extinktion im Photometer
(Hewlett Packard) gemessen und daraus die DNA-Konzentration ermittelt. Gelagert
wurde die DNA bei -20°C.

2.2.2 KSHV-PCR
Eine verschachtelte (nested) PCR nach Saiki et al. zum Nachweis des viralen Ge-
noms wurde entwickelt.'®® In zwei Amplifikationsschritten mit folgendem Primerpaa-
ren von Moore et al. '** konnte das KSHV identifiziert werden:
1.Amplifikation
KSHV1.up: 5-AgC ACT CgC Agg gCA gTA Cg-3°
KSHV1.Jow: 5'-gAC TCT CTg Atg AAC Tgg-3’
Die Amplifikatlange betrug 571bp.

2.Reamplifikation
KSHV1R.up: 5°-AgC CgA AAg gAT TCC ACC AT-3°
KSHV1R.low:5-TCC gTg TTg TCT ACg TCC Ag-3°
Das Amplifikat der Reamplifikation war 233bp lang.

Der Reaktionsansatz enthielt zwischen 1-3ug genomische DNA, 2,5U Tag DNA Po-
lymerase, 100ng der beiden Primer, 1ul dNTPs, 1ul Taq spezifischen 10x Puffer, 8ul
25mM MgCl; und Aqua a.i. bis zu einem Volumen von 100pl. Der Reaktionsansatz
fur die Reamplifikation wurde mit 1ul Amplifikat statt genomischer DNA angesetzt.
Die Amplifikationen (im Thermocycler GeneAmp PCR System 9600, Perkin Elmer)
begannen mit der initialen Denaturierung uber 2 min bei 95°C. Der Zyklus lief dann
40 sec bei 95°C (Spreizen), 50 sec 58°C (Annealing) und 1 min 72°C (Verlangern)
und wurde 35x wiederholt. AnschlielRend wurde die Temperatur fir 10 min auf 72°C

gehalten, bevor auf 4°C gekuhlt wurde.
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2.2.3 PCR zur Generierung der Sonden

Die Generierung der Sonden erfolgte mittels PCR aus bekannten KSHV positiven
KS-Fallen. Die DNA-Extraktion erfolgte nach oben genannter Methode (s. Abschnitt
2.2.1, S.16). Die bendtigten Primer wurden anhand der Genbank der Pubmed und
den bereits erschienenen Publikationen mit Hilfe des Computerprogamms ,Primer®
(Version 0.5, Whitehead Institute for Biomedical Research, 1991) ers-
tellt.!2414.2045.124.125 Bie | ange der Amplifikate betrug zwischen 0,5 und 1kb, welche
fur eine optimale Gewebepenetrierung im Rahmen einer ISH geeignet ist. Die PCR-
Bedingungen waren wie folgt: 2 min 95° (Denaturierung), 30 sec 95 ° (Spreizen), 40
sec 60° (Annealing), 40 sec 72° (Verlangern) uber 40 Zyklen und abschlielend 10
min bei 72°. Die Angaben zu den PCR-Primern und -Produkten sind in der Tabelle 1
enthalten. Die entstandenen PCR-Produkte wurden sequenziert (DNA Sequencer
373, Applied Biosystems, Weiterstadt, D) und auf ihre Richtigkeit mit den Angaben
der Literatur verglichen.'® Die weitere Verfahrensweise zur Sondengenerierung ist in
Abschnitt 2.3.1 (S.19-20) beschrieben.

Tabelle 1: Primer und PCR-Produkte zur Sondengenerierung

Sonde Primerpaar PCR-Produkt

vCyclin D | vCycD.up.5°-CAg AAT gCg CAg ATC AAA gTC-3° Lange 758 bp
vCycD.low.5’-CAA CTg CCA TAA CCC gC-3’

vFLIP  |vFLIP.up.5-gCg ATA gTg TTg ggA gTg-3° Lange 538 bp
VFLIP.low.5-TCT CTg TgA ggT ggC gC-3°

VGPCR |vGPCR.up.5’-TAT gAg Cgg ATA TgA CTA CTC Tgg- |Lange 865 bp
3"
VGPCR.low.5-AAC CAC ggC gCT gTA CAg-3°

vIL-6  |VvIL-6.up.5"-Tgg gAT AgA gTC CAA AAC ACg-3’ Lange 567 bp
vIL-6.low.5"-Tgg TCT CTC TTg CTg gTC g-3’

VLANA |vLANA.up.5"-ACC TTg ggg ggA CgA TAg-3° Lange 579 bp
VLANA.low.5-CCC TTA ACg AgA ggA AgT TgT Ag-3°

vMCP1 |vMCP1.up.5-AAA gCg CTC gTA ACC ACg-3° Lange 964 bp
vMCP1.low.5°-TgT AAg TCA gCg TCA ggg C-3°

vMIP-1a |vMIP-1a.up.5-gCT gCC TAA CCC AgT TTT Tg-3° Lange 252 bp
vMIP-1a.low.5-CCg TCC ACg TTT TAT gCT g-3°

Abklrzung: bp: Basenpaare
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2.2.4 Gelelektrophorese
Die Elektrophorese zum Nachweis der PCR-Produkte erfolgte auf 6%igen Acryla-
midgelen. Die DNA-Banden wurden mit Ethidiumbromid eingefarbt und durch UV-
Licht sichtbar gemacht. Dazu wurden die Gele auf einen UV-Transilluminator (Kaiser)
gelegt und durch eine Geldokumentationsanlage (Mitsubishi) der Auswertung zu-

ganglich gemacht.

2.3 In situ Hybridisierung (ISH)

Mittels ISH kdnnen DNA- und RNA-Sequenzen in Geweben, Zellen und intrazellula-

ren Strukturen spezifisch nachgewiesen werden. Das Hybridisierungssignal wird di-

rekt im biologischen Praparat sichtbar. Flr diese Arbeit wurde das Protokoll von An-

gerer et al.'®® modifiziert durch Milani et al.'®” zum Nachweis von RNA-Transkripten
verwendet.

Da allerdings ubiquitar vorkommende RNasen die Zielmoleklle abbauen kdnnen,

mussen folgende Bedingungen, die eine RNase-Freiheit ermoéglichen, bei den Ver-

suchen eingehalten werden:

1. Das Tragen von Einmalhandschuhen.

2. Die Verwendung von Einmalplastikwaren.

3. Das Backen von Glasgefalden und Deckglasern flr 5 Stunden bei 250°C in einem
Heizofen (Heraeus) vor der Verwendung zur RNasen-Inaktivierung. (Die Deck-
glaser wurden vorher facherformig in Standkuvetten sortiert, fir 20 min in 0,2N
HCIl und 10 min in 100% Ethanol inkubiert.)

4. Der Zusatz von 0,1% Diethylpyrocarbonat (DEPC), einem RNase-Inhibitor, zu
den Losungen und dem Aqua bidest. mit anschlielfendem Autoklavieren uber 15
min.

5. Die Glassachen wurden mit Alufolie abgedeckt und staubfrei gelagert.

Damit sich die Schnittpraparate wahrend der ISH nicht ablésten, wurden die Objekt-
trager vor ihrer Verwendung mit APES beschichtet. Sie wurden dazu fur 5 min in
100% Aceton, anschlieRend fur 5 min in 2% 3-Aminopropyltriethoxysilan (APES) in
Aceton eingelegt, wurden 2x kurz in Aceton getaucht und 2x kurz in Depc-H,O ge-

spult. Uber Nacht wurden sie bei 37°C im Warmeschrank getrocknet.
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Aus dem gleichen Grund wurden die Deckglaser silikonisiert, indem sie mit Silikonlo-
sung beschichtet und fur 2 Std. auf 117°C erhitzt wurden.

2.3.1 Herstellungsverfahren der RNA Sonden

Nach Standardmethoden wurden die in der PCR amplifizierten Sequenzen in Vekto-
ren (Plasmide) kloniert, die Transkriptionsstartpunkte fur RNA-Polymerasen enthiel-
ten.’?® Die so in Plasmiden klonierte cDNA wurde in E. coli transformiert, dann ver-
mehrt und aufgereinigt. Die Linearisierung erfolgte mit dem entsprechenden Restrik-
tionsenzym in zwei Ansatzen. Ein Ansatz bestand aus 20ul Depc-H,O, 10ul 10x
Restriktionsenzympuffer, max. 20ul Plasmid-DNA und 5ul Restriktionsenzym, wurde
vorsichtig gemischt und bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Eine Ethanol-Extraktion wie in
den Abschnitten 2.3.1.1 (S.20-21) und 2.3.1.3 (S.21-22) beschrieben schloss sich
nun an. Nach dem Trocknen wurde das Pellet in 20pl DEPC-H20 geldst. Ein Minigel
(1% Agarose) wurde mit 0,5ul Produkt gemacht, um zu Uberprufen, ob die gesamte
Plasmid-DNA linearisiert vorlag. Die linearisierte cDNA lagerte bei —20°C bis zur wei-
teren Verwendung.

Die Nukleinsdure-Sequenz aller Sonden wurde mit einem DNA Sequencer (373 App-
lied Biosystems, Weiterstadt, D) bestimmt und ihre Richtigkeit durch einen Vergleich
mit den Angaben der Literatur verifiziert.23144%125127.12% pje yerwendeten Sonden mit
ihrer Herkunft, Klonierung, Lange und Orientierung des Inserts sind in der Tabelle 2

aufgelistet.

Tabelle 2: cDNA Fragmente fir die Herstellung der ISH-Sonden

Name | Herkunft | Vektor |GroRe|Anti-Sense Sense |Expositions-
kb RE [TP| RE | TP zeit

EBER 1 | Dr. Arrand | pBlueKS | 0,5 |Hindlll| T7 | EcoRI| T3 Keine
EBER 2 | Dr. Arrand | pBlueKS | 0,5 |BamHI| T3 | EcoRI| T7 Keine
vCyc D | Dr. Demel | pTOPO | 0,758 | Xbal |Sp6 |Hindlll| T7 | 4-6 Wochen
vFLIP | Dr. Demel | pTOPO | 0,538 | Xhol |Sp6|BamHI| T7 | 4-6 Wochen
vGPCR | Dr. Demel | pTOPO | 0,865 | Xhol |Sp6 |Hindlll| T7 | 4-6 Wochen
viL-6 | Dr. Demel | pTOPO | 0,567 | Xhol [Sp6 |BamHI| T7 | 4-6 Wochen
VLANA | Dr. Demel | pTOPO | 0,579 | Kpnl | T7 | Xhol [Sp6| 4-6 Wochen
vMCP1 | Dr. Demel | pTOPO | 0,964 |BamHI| T7 | Xbal |Sp6| 4-6 Wochen
vMIP-1a | Dr. Demel | pTOPO | 0,252 |Hindlll | T7 | Xhol |Sp6| 4-6 Wochen
Abkurzungen: kb: Kilobasen; RE: Restriktionsenzym; TP: Transkriptionspromoter
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2.3.1.1  In vitro Transkription mit [**S]-UTP

Die in vitro Transkription der viralen Sonden erfolgte durch RNA-Polymerasen ent-
sprechend der in den Vektoren vorhandenen Promotersequenzen in Gegenwart von
radioaktiv markierten und unmarkierten Nukleotiden. Die dabei entstandenen einzels-
trangigen RNA-Sonden waren wahlweise komplementar zum codierenden (anti-
sense) oder zum nichtcodierenden (sense) DNA-Strang.

Die Reaktion wurde in einem Eppendorfréhrchen bei Raumtemperatur durchgefihrt.
Dabei wurde zu 4,5ul (=50uCi) [*°S]-UTP, 2ul 5x Transkriptionspuffer, 0,5ul 100mM
DTT, 0,5ul RNAsin, 1,0ul 10mM rNTPs (rATP, rGTP, rCTP), 1yl linearisiertes Plas-
mid (1ug/pl) und 1pl der entsprechenden RNA Polymerase gemischt. Der Ansatz
wurde fur 90 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert, wobei nach einer Stunde erneut
0,5ul Polymerase hinzugefugt wurde. Zum Entfernen der DNA-Matrize kamen zum
Abschluss 5ul y-t-RNA, 0,5ul RNAsin und 0,5ul DNasel hinzu, die Inkubation wurde
fur weitere 8 min fortgefuhrt und mit 10ul 3M Na-Acetat gestoppt. Der Ansatz wurde
auf 100ul mit 74ul DEPC-H,O verdinnt. Die Phenol-Extraktion erfolgte mit 100pl
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) in der Zentrifuge (13000rpm, RT, 5 min).
Der Uberstand wurde abpipettiert, mit Ethanol (250ul 100%igen Alkohol, 10ul Na-
Acetat) bei —70°C Uber 30 min prazipitiert und anschlielend zentrifugiert (13000rpm,
4°C, 20 min). Der Uberstand wurde erneut abgegossen und das Pellet in 50ul 10mM
DTT gelost.

2.3.1.2 Invitro Transkription mit Digoxigenin
Die in vitro Transkription mit Digoxigenin-Markierung der EBER 1 und 2 Sonden er-
folgte in einem Eppendorfréhrchen mit 1ul Digoxigenin-rUTP, 4ul Transkriptionspuf-
fer, je 2ul rINTPs (rATP, rGTP und rCTP), 1ul RNAsin, 9ul DEPC-H,0, 1yl linearisier-
tes Plasmid und 2pl der entsprechenden Polymerase. Der Ansatz wurde bei 37°C fur
90 min im Wasserbad inkubiert, wobei nach 60 min 1ul der RNA Polymerase hinzu-
gefugt wurde. Im Anschluss wurden die Transkripte aliquotiert und bei —80°C gela-

gert.
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2.3.1.3 Alkalische Hydrolyse
Zur besseren Gewebspenetration wurden die RNA-Sonden mit Ausnahme der EBER
Sonden durch die alkalische Hydrolyse in kleinere Fragmente (100-150 Nukleotide)
zerlegt. Dabei kam zu 50ul Sondenansatz 50ul Hydrolysepuffer, der aus 80mM
NaHCOs3, 120mM NayCO3; und 10mM DTT in DEPC-H,O bestand. Im 60°C heilen
Wasserbad wurde die Sonde inkubiert, wobei sich die Dauer nach der Insertlange

der cDNA richtete. Die Formel nach Cox et al.'?®

, mit der die Hydrolysezeit berechnet
wurde, lautet:
L —-L
kxL xL
(UN

t= Hydrolysezeit, Lo= Anfangslange des RNA-Transkripts, L= Endlange des RNA-
Transkripts (0,15kb), k= 0,11kb™'min™

AnschlieRend wurden 100ul Neutralisationspuffer (Stoppuffer) (0,2M NaAc, 1% Es-
sigsaure und 10mM DTT in DEPC-H,0O) zugegeben und sofort mit der Ethanol-
Prazipitation (siehe 2.3.1.1) begonnen, in diesem Falle mit 440ul Ethanol und 20ul
3M NaAc. Das Prazipitat wurde mit 0,75ml 70%igen —20°C Ethanol gewaschen,
zentrifugiert (13000 rpm, 4°C, 3 min) und der Uberstand verworfen. Unter dem Abzug
wurde das Eppendorfrohrchen mindestens 10 min getrocknet. Die Resuspendierung
erfolgte mit 30l 10mM DTT, wovon 1yl fiir die Messung des Einbaus von [*°S]-UTP
in die Transkripte im Szintillationszahler (Beckman LS1701) abgenommen wurde.
Der durchschnittliche Einbau von Aktivitat in die RNA-Transkripte betrug 0,8-1,4x
10%cpm. Aufgrund der Halbwertzeit des radioaktiven Schwefels von 87,4 Tagen bet-

rug die Haltbarkeit der radioaktiv markierten Transkripte max. 4 Wochen (—80°C).
2.3.2 Einfache radioaktive ISH
2.3.2.1 Behandlung der Paraffinschnitte vor der Hybridisierung

Die 4um dicken Schnitte wurden auf APES-beschichteten Objekttragern aufgezogen

und Uber Nacht im Warmeschrank bei 37°C getrocknet.
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Begonnen wurde mit der Entparaffinierung der Schnitte, um das Gewebe fiur die Ri-
bosonden zuganglich zu machen. Dies erfolgte in Xylol Uber Nacht. Fur 30 min wur-
den die Schnitte in frischem Xylol auf dem Schduttler entparaffiniert. Die Schnitte ka-
men kurz in absoluten Alkohol, bevor sie in Aceton, Aceton/1xPBS (1:1)-Gemisch
und schliel3lich in 1xPBS fur je 10 min rehydriert wurden. Zur weiteren Permeabilisie-
rung des Gewebes erfolgte die Denaturierung der an die RNA gebundenen basi-
schen Proteine mit 0,2N HCI (20 min), was durch zweimaliges Waschen mit 1xPBS
gestoppt wurde. Weitere an die Zielsequenzen gebundene Proteine wurden durch
die Pronase-Behandlung (0,125mg/ml Pronase in 1xPBS fur 10 min) entfernt. Die
Reaktion wurde mit 0,1M Glycin/1xPBS beendet und die Schnitte mit Puffer gewa-
schen. Um den Verlust von RNA durch Diffusion moglichst gering zu halten, wurden
die Schnitte mit 4%igen Paraformaldehyd (in1xPBS Uber mindestens 20 min) vor der
Hybridisierung fixiert. Gewaschen wurde wieder mit 1xPBS fur 3 min. Anschlie3end
wurden positiv geladene Molekule, wie basische Proteine, durch die Acetylierung (10
min) neutralisiert. Dadurch werden unspezifische Bindungen der Sonde, die ein Hin-
tergrundsignal verursachen, minimiert. Das Essigsaureanhydrid (0,25%) wurde dazu
erst direkt vor der Benutzung zum 0,1M Triethanolamin zugegeben. Zum vollstandi-
gen Entfernen der Prahybridisierungslosungen wurde erneut gewaschen und dehyd-
riert mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe, die mit DEPC-H,O angesetzt wurde.
Die Schnitte wurden nun in mit Zellstoff ausgelegten Hybridisierungskammern einsor-

tiert und trockneten uber 1-2 Stunden.

2.3.2.2 Hybridisierung
Bei der Hybridisierung wurden fur jeden Gewebeschnitt 25ul eines Hybridisierungs-
gemischs mit [*°S]-markierter RNA-Sonde (verdiinnt auf 1,2 x 10° cpm/ml Aktivitat)
verwendet. Das fertige Hybridisierungsgemisch enthielt 50% Formamid (deionisiert),
0,3M NaCl, 10mM Tris-HCI, 10mM NaPOQO4, 1x Denhardt’s, 1mg/ml y-t-RNA, 5mM
EDTA, 10mM DTT, 10% Dextransulfat und 300.000cpm [*°S]-markierter Sonde pro
25ul. Die Sonden wurden zunachst in 50% deionisiertem Formamid, 10mM DTT und
DEPC-H,0 fur 1 Minute im Wasserbad auf 80°C erhitzt und dann mit 4 Teilen Hybri-
disierungspuffer gemischt. Das Gemisch aus beiden wurde zentrifugiert (13000rpm,
RT, 15 sec) und luftblasenfrei auf die Objekttrager verteilt (je 25ul), die mit den geba-
ckenen und silikonisierten Deckglasern abgedeckt wurden. Der Zellstoff in den

Kammern wurde vorsichtig mit einer Losung aus nicht deionisiertem Formamid und
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DEPC-H,O getrankt. Unter Luftabschluss erfolgte die Hybridisierung im Warme-
schrank (Heraeus) bei 48°C fir 16-18 Stunden.

2.3.2.3 Posthybridisierungswaschen

Zur Beseitigung lockerer und unspezifisch gebundenen Sonden, die ein unerwinsch-
tes Hintergrundsignal bilden, erfolgten die Waschschritte nach der Hybridisierung
unter stringenten Bedingungen, so dass nur (nahezu) perfekt gepaarte Hybride Gbrig
blieben. Hierdurch konnten auch eventuell auftretende Kreuzreaktionen mit humanen
Sequenzen unterbunden werden.

Die Schnitte wurden dazu in auf 50°C vorgewarmte Kuvetten zusammen mit der
ebenfalls auf 50°C erhitzten Posthybridisierungswaschlosung (50% deionisiertes
Formamid/ 1x Salze/ 10mM DTT/ 1x Denhardt’s) im Schittelwasserbad (50°C, 30
min) gewaschen. Durch leichtes Rutteln glitten die Deckglaser ab und konnten mit
der Waschlésung im radioaktiven Mull entsorgt werden. In neuer Waschldsung er-
folgte fur weitere 4 Stunden bei 50°C das Waschen. Anschlieend wurde fir 15 min
in 37°C warmer 1x TES-L6sung im 37°C Wasserbad grundlich gewaschen und dann
mit RNase A (20ug/ml) in 1x TES bei 37°C fur 30 min inkubiert, damit unspezifisch
gebundene Sonden entfernt wurden. Die Schnitte mussten wieder gut gewaschen
(1x TES, 37°C) und in horizontale Kuvetten umsortiert werden. Es erfolgten zwei
Waschschritte zur weiteren Entfernung unspezifisch gebundener Sonden bei Raum-
temperatur (RT) mit 2x SSC und anschliefend 0,1x SSC auf dem Schduttler fur je 20
min. In einer aufsteigenden Alkoholreihe mit 0,3M NHy4-Acetat wurde dehydriert und

uber Nacht staubfrei getrocknet.

2.3.2.4 Autoradiographie
In der Dunkelkammer wurden bei absoluter Dunkelheit 10ml 0,6M NHy4-Acetat in ei-
ner 20ml Plastikkuvette und die llford G 5 Fotoemulsion bei 43°C im Wasserbad er-
warmt bzw. verflissigt. 10ml Emulsion wurden mit einer Spritze entnommen und zum
NH4-Acetat gegeben (moglichst luftblasenfrei). Mit einem leeren Objekttrager (OT)
konnte die fertig gemischte Emulsion auf Luftblasen getestet werden (bei Rotlicht mit
geschlossenem Wasserbad) und diese eventuell mit einem Glasstab verruhrt wer-
den. Die OT wurden circa 1 sec in die Fotoemulsion getaucht, abgetropft und senk-
recht in einen Stander zum Trocknen gestellt. Die Schnitte trockneten mindestens 1

Stunde, bevor sie in Kartellboxen mit CaCl, als Trocknungsmittel einsortiert wurden.
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Die Boxen wurden mit Aluminiumfolie lichtdicht verpackt, beschriftet und bei 4°C far
die vorgesehene Expositionszeit gelagert.

2.3.2.5 Entwicklung
Zur Entwicklung mussten die Kartellboxen mehrere Stunden an die RT adaptieren.
Die Schnitte in den Boxen wurden bei volliger Dunkelheit in Klvetteneinsatze umsor-
tiert und fur 3 min in 50%igen Kodak D 19 Entwickler in Aqua dest. getaucht. Danach
wurde der Entwickler in 1%iger Essigsaure (1 min) inaktiviert. Anschliefend wurden
die Praparate in 25%igen Fixierer (mit H,O verdunnt, 3 min) fixiert. Die Kuvettenein-
satze wurden wahrend der Entwicklung alle 30 sec leicht geruttelt. Die Schnitte wur-

den ca. 30 min unter flieRendem Leitungswasser gespult.

2.3.2.6 HE-Farbung fur einfache ISH
Die Schnitte wurden mit Hamalaun und Eosin gegengefarbt. Das Hamalaun wurde
vorher filtriert. Die Inkubation erfolgt fir 3 min, anschlielend wurde unter kaltem Lei-
tungswasser Uberschussiges Hamalaun entfernt (3-5 min). Dann wurden die Schnitte
in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert, inkubierten 5-10 sec im Eosin und
wurden durch eine absteigende Alkoholreihe rehydriert. Sie wurden mit deionisierten
Wasser gewaschen. Mit einer Pasteur Pipette wurde die 45°C warme Glyceringelati-
ne luftblasenfrei auf den Schnitt gebracht, der dann mit einem Deckglas abgedeckt

wurde.

2.3.2.7 Kontrollen
Zur Spezifitatskontrolle wurde bei jeder Sonde die dazugehdrige [*°S]-markierte sen-
se Sonde mitgenommen, d.h. bei jedem Fall ein Objekttrager mit der sense Sonde
inkubiert. Hierbei waren maximal einige wenige spezifische Signale zu finden und
allenfalls ein leichter Uber das ganze Praparat verteilter autoradiographischer Hinter-
grund. Zudem wurden als Negativkontrolle Praparate von HIV-Lymphadenopathien
mit untersucht, bei denen keine spezifischen Signale nachweisbar waren. Als spezi-
fisch wurden Signale angesehen, bei denen die Silberkérnchen (grains) gruppiert
uber einer Zelle lagen, die als solche zu erkennen war, und dort akkumulierten. Der
Beweis, dass es sich bei den Zielmolekllen tatsachlich um RNA handelte, wurde
durch die Vorbehandlung der Schnitte mit Micrococcus nuclease, einer RNase, erb-

racht. Unter diesen Versuchsbedingungen kam es zu einer Reduktion bzw. zum
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Verschwinden der spezifischen Signale in den KSHV positiven M.Castleman Prapa-

raten.

2.3.3 Einfache radioaktive ISH mit Micrococcus nuclease und DNase |
Bei dieser Methode wurden die Paraffinschnitte vor der Hybridisierung mit Micrococ-
cus nuclease, einer RNase, oder DNase | behandelt. So sollte zum einen der Nach-
weis erbracht werden, dass es sich bei den Zielstrukturen der ISH tatsachlich um
RNA handelte, und zum anderen sollte die Spezifitat erhdht werden, indem die DNa-
se | storende DNA abbaute, und dadurch der unspezifische autoradiographische

Glashintergrund verringert wurde. *

2.3.3.1 Vorbehandlung der Paraffinschnitte

Die Vorbehandlung entsprach dem unter Abschnitt 2.3.2.1 angegebenen Protokoll
bis zum Schritt der Nachfixierung mit 4%igen PFA/PBS fur 15 min. Danach wurden
sie in 1xPBS gewaschen. In einer Farbekammer wurden die Schnitte mit der Micro-
coccus nuclease-Losung (10mM Tris-HCI pH 8,8/1mM CaCl,/50ug/ml Micrococcus
nuclease) oder der DNase |-Lésung (50mM Tris-HCI pH 7,5/10mM MgCl2/100ug/ml
DNase [) fur 30 min inkubiert. Anschliel3end wurden sie in einer Waschlosung (10mM
Tris-HCI pH 7,5/2mM EDTA) fir 10 min gereinigt. Die Acetylierung erfolgte wieder
nach dem regularen Protokoll (siehe 2.3.2.1, S.22 ff.), wonach anschlieRend zweimal
mit 2x SSC gespult wurde. In einer aufsteigenden Alkoholreihe wurde dehydriert und
danach die Objekttrager in einer Hybridisierungskammer getrocknet.

2.3.3.2 Hybridisierung

Die Zusammensetzung des Hybridisierungsgemischs wurde zur Stabilisierung ver-
andert im Vergleich zu dem in Abschnitt 2.3.2.2 angegebenen Konzentrationen. Es
enthielt 50% Formamid, 1mM EDTA, 600mM NaCl, 10mM Tris-HCI pH 7,5, 2% Dext-
ransulfat, 100ug/ml geschertes Lachssperma, 1mg/ml y-t-RNA, 20mM DTT,
500.000cpm/OT Sonde und DEPC-H,0. Auf jeden Schnitt wurden 20ul 50°C Hybri-
disierungsgemisch pipettiert und fur 12-16 Std. bei 50°C inkubiert. Das weitere Vor-
gehen entsprach dem Protokoll fur die einfache radioaktive ISH.
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2.3.4 Einfache nicht radioaktive ISH

Die Vorbehandlung der Paraffinschnitte flr die nicht radioaktive in situ Hybridisierung
entsprach der radioaktiven Hybridisierung. Bei der Hybridisierung wurden die glei-
chen Hybridisierungs- und Sondengemische verwendet (siehe Abschnitt 2.3.2.2,
S.23), dabei wurden zusatzlich 0,2yl Sonde/Schnitt von den Digoxigenin-markierten
EBER 1 und 2 Sonden benutzt.”*' Auf jeden Objekttrdger wurden 25ul Hybridisie-
rungsgemisch pipettiert. Die Hybridisierungstemperatur betrug ebenfalls 48°C. Das
Posthybridisierungswaschen war bis zum 0,1x SSC Schritt gleich (siehe 2.3.2.3,
S.23). Hier schloss sich die Entwicklung an, die im folgenden Abschnitt beschrieben
ist.

2.3.41 Entwicklung der nicht radioaktiven ISH
Mit immunhistologischen Methoden wurde die spezifisch gebundene Digoxigenin-
markierte EBER Sonde nachgewiesen. Zur besseren Haftung des Antikorpers wurde
kurz mit 1x TBS/ BSA (0,19/100ml) gespult. Anschliel3end wurden die Schnitte fur 30
min bei RT mit anti-Digoxigenin inkubiert, das im Verhaltnis 1:200 mit 1x RPMI ver-
dunnt war. 5x wurde in 1x TBS gespult, um alle unspezifisch gebundenen Antikorper
zu entfernen. Zur APAAP-Entwicklung kamen die Schnitte in die Entwicklungslosung
(1x E-Puffer, 0,2M Propandiol, Levamisole, Naphtol-AS-Bi-Phosphat, DMF, NaNOs3,
Neufuchsin und H;O) fir 10-30 min auf den Schuttler. Danach wurde in 1x TBS ge-
spult und 5 min in 0,1x SSC inkubiert. Die Gegenfarbung erfolgte fur 10-20 sec in
Hamalaun, die Schnitte wurden gewassert und mit Kaisers Glyceringelatine (45°C)

eingedeckelt. Die EBER positiven Zellen zeigten ein rotes nukleares Signal.

2.3.5 Simultane radioaktive und nicht radioaktive ISH
Bei der simultanen Hybridisierung, die sich kaum von den beiden zuvor beschriebe-
nen Protokollen unterscheidet, enthalt das Hybridisierungsgemisch gleichzeitig eine
radioaktiv markierte und eine nicht radioaktiv markierte Sonde. Zur Detektion der
nicht radioaktiv markierten Sonde wurde die Entwicklung wieder nach dem Posthyb-
ridisierungswaschen durchgefuhrt (siehe Abschnitt 2.3.4.1, S.26-27).

2.3.5.1 Vorbehandlung der Paraffinschnitte
Die Vorbehandlung der Schnitte entsprach der einfachen radioaktiven in situ Hybridi-
sierung (siehe Abschnitt 2.3.2.1, S.22 ff.).
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2.3.5.2 Hpybridisierung
Die Hybridisierung wurde mit 25ul Hybridisierungsgemisch pro Objekttrager durchge-
fuhrt. Das Gemisch enthielt Digoxigenin-markiete EBER 1 und 2 Sonde
(0,2ul/Sonde/Schnitt) und 300.000cpm [*°S]-markierte Sonde in der regularen Zu-
sammensetzung (50% deionisiertes Formamid, 10% Dextransulfat, 0,3M NaCl,
10mM Tris-HCI, 10mM NaPQO4, 10mM DTT, 5mM EDTA, 1mg/ml Hefe-t RNA,
1xDenhardt’s). Die Hybridisierung fand bei 48°C im Heizofen statt (16 Stunden).

2.3.5.3 Posthybridisierungswaschen
Das Waschen fand unter den gleichen Bedingungen wie bei der einfachen radioakti-
ven ISH statt (siehe Abschnitt 2.3.2.3, S.23), wobei sich nach dem 0,1x SSC Schritt
die Detektion der Digoxigenin-markierten Sonde anschloss (siehe Abschnitt 2.3.4.1,
S.26-27). Zur Vorbereitung auf die Autoradiographie wurden die Schnitte nach dem
letzten 0,1x SSC Schritt in einer aufsteigenden Alkoholreihe (30%, 70%, 90% und
100% Ethanol mit 0,3M NHj-Acetat) schnell dehydriert, da das Farbungsprodukt der
APAAP-Entwicklung alkoholl6slich ist. Danach wurden die Schnitte staubfrei ge-
trocknet und mit Fotoemulsion zur Autoradiographie beschichtet. Die Entwicklung
fand nach der gestaffelten Expositionszeit in der gewohnten Weise statt (siehe Ab-
schnitt 2.3.2.5, S.24). Die Gegenfarbung ist in Abschnitt 2.3.4.1 (S.26-27) beschrie-

ben.

2.4 Immunhistologie (IH)
Mit der Immunbhistologie kdnnen immunphanotypische Marker von Zellen mittels mo-
noklonaler Antikérper, die spezifisch an Antigenepitope gebunden sind, nachgewie-
sen werden. Durch die Kombination von ISH und IH bzw. zwei verschiedener im-
munhistologischer Methoden konnte in der vorliegenden Arbeit eine Phanotypisie-

rung der KSHV positiven Zellen stattfinden.

241 Sequentielle APAAP-IH und radioaktive ISH
FUr die Kombination der IH mit der ISH wurde eine Modifikation der Protokolle nach
Hofler et al. notwendig.™ Der immunhistologische Nachweis erfolgte nach der
APAAP (Alkalische-Phosphatase-anti-alkalische-Phosphatase) Methode.”**"** Die
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Immunhistologie wurde unter RNase-freien Bedingungen vor der ISH durchgeflhrt.
Die Spezifitat und Herkunft der Antikorper ist in Tabelle 3 (S.30) aufgefuhrt.

Die Schnitte wurden zunachst grundlich in Xylol entparaffiniert und dann rehydriert
(je 10 min in Aceton, Aceton/1xPBS, 1xPBS und 1xPBS/1xTBS). Dem folgte eine
Denaturierung der Proteine mit Pronase (0,125mg/ml) bei 37°C fur 10 min. Mit TBS
wurde 5 min gespult, bevor die unten aufgefuhrten Inkubationsschritte, zwischen de-
nen jeweils mit TBS gespult wurde, durchgefihrt wurden. Die Schritte dauerten je 30

min.

APAAP- Methode

1. Primarer monoklonaler Antikérper verdinnt mit RPMI/Hefe (50mg/ml)

2. Kaninchen anti-Maus Brickenantikorper verdunnt 1:20 mit
RPMI/Hefe/Humanserum
3. APAAP-Komplex verdunnt 1:20 mit RPMI/Hefe

4. Wiederholung der Schritte 2. und 3. fur jeweils 10 min

Die Entwicklung (siehe 2.3.4.1, S.26-27) folgte nun fur 20 min, wonach mit 1xPBS
gespult wurde. Die Schnitte wurden 10 min mit Paraformaldehyd/PBS nachfixiert, mit
PBS gespult und zur Denaturierung der basischen Proteine 20 min in 0,2N HCI inku-
biert. Danach wurde nach dem ISH Protokoll (siehe Abschnitte 2.3.2.1 und folgende)
weitergearbeitet unter Auslassung des Pronase Schrittes, um einen Ubermafigen
Verdau zu vermeiden. Die Alkoholreihen wurden so kurz wie moglich gehalten we-
gen der Alkoholléslichkeit des APAAP-Farbeprodukts.

2.4.2 Sequentielle Peroxidase-IH und radioaktive ISH

Diese IH wurde mit dem ,Enhanced Peroxidase One-Step Staining“ System (EPOS-
System, DAKO) ausgefuhrt. Die verwendeten Antikorper mit ihrer Spezifitat sind in
Tabelle 3 (S.30) aufgelistet.

Die Paraffinschnitte wurden in Xylol entparaffiniert und wurden in Aceton, Ace-
ton/PBS und PBS (je 5 min) rehydriert. AnschlieRend folgte eine 10minutige Blocka-
de der gewebseigenen Peroxidase mit 3% H,O,/PBS. Die Schnitte wurden mit PBS
gespult. Je nach Antikérper folgte nun eine Denaturierung mit Pronase
(0,125mg/ml)/PBS Uber 10 min. Die Reaktion wurde durch Spulen mit PBS und da-
nach TBS unterbrochen. Die Schnitte inkubierten 1 Stunde unter Lichtabschluss bei



Genexpressionsmuster und Phinotypisierung der KSHV infizierten Zellen beim Morbus Castleman 29

RT in einer feuchten Kammer mit dem Antikorper. Anschlieend wurde 5 min mit
TBS gespult, bevor die Schnitte 10 min lang bei RT mit Diaminobenzidin (DAB) ge-
|6st in DEPC-H,0 entwickelt wurden. Es wurde mit TBS und PBS gespuilt und mit der
Denaturierung mit 0,2N HCI Gber 10 min begonnen. Das weitere Procedere verlief

nach dem Protokoll fur die einfache radioaktive ISH.

2.4.3 Sequentielle Peroxidase- und APAAP-IH

Bei dieser sequentiellen IH wurden nacheinander eine Peroxidase-IH und eine
APAAP-IH mit dem KSHV-Antikorper LN53, der gegen VLANA gerichtet ist, ausge-
fuhrt. Der Antikorper wurde freundlicherweise von Professor M.D. Peter G. Isaacson
(London) zur Verfugung gestellt.

Die Schnitte wurden mit Xylol entparaffiniert, mit Aceton und Aceton/1xTBS rehyd-
riert und Antikorper-spezifisch vorbehandelt (siehe Tabelle 3, S.30), bevor die Pero-
xidase-IH begonnen wurde. Die Schnitte inkubierten 30 min mit dem Antikorper, um
dann mit einem Detection Kit (Detection Kit K6001, Peroxidase/DAB, DAKO) fur die
DAB-Entwicklung (siehe Abschnitt 2.4.2) vorbereitet zu werden. Im Anschluss wurde
mit 1x TBS pH 7,6 gespult. Danach wurde die APAAP-IH durchgefuhrt, wobei die
Schnitte wieder fur den AK spezifisch vorbereitet wurden. Der Antikorper wirkte eine
Stunde im Gewebe ein. Die Gegenfarbung erfolgte ausschlie3lich mit Hamalaun, an-

schliefend wurden die Praparate mit Deckglasern abgedeckt.
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Tabelle 3: Antikorper fur die Inmunhistologie

Antikorper |Herkunft Spezifitat Verdin- Vorbehandlung
nung

CD 3 EPOS, Dako T-Zellen Unverdunnt |10'B, 10'P

CD 10 Immunotech Keimzentrums-B-Zellen | 1:25 2K, 10'B

CD 20 Dako B-Zellen 1:100 2K, 10'B

CD 23 Novocastra Aktivierte B-Z., FDC 1:20 2K, 10'B

CD 38 Novocastra Aktivierte B-Z., PZ 1:50 2K, 10'B

Ig A Dako Ig A (B-Zellen) 1:20000 10°P, 40'B

gD Dako Ig D (B-Zellen) 1:200 2'K,40'B,AK UGN

IgG Sigma Ilg G (B-Zellen) 1:4000 2’K,40'B,AK UN

g M Dako Ilg M (B-Zellen) 1:400 2’K,40'B,AK UN

JCB117 Dako B-Zellen 1:50

(CD79a)

JC70A Dako Endothelzellen 1:25 10°P

(CD31)

J-Kette BioGenex B-Zellen 1:20

k-light chains |EPOS, Dako K-Kette (B-Z., PZ) Unverdunnt

k-light chains |BioGenex K-Kette (B-Z., PZ) 1:1000 5'K,40'B,AK UN

A-light chains |EPOS, Dako A-Kette (B-Z., PZ) Unverdinnt

A-light chains |BioGenex A-Kette (B-Z., PZ) 1:1000 5'K,40'B,AK N

L26 (CD 20) |EPOS, Dako CD 20 (B-Zellen) Unverdunnt |5°B

KSHV(LN 53) |Prof. M.D. Peter G.| vLANA  (Protein  des|1:1000 5'Puffer pH9,9,
Isaacson ' KSHV) Ratte,AK1h, 1Wdh

MUM1 (IRF4) | Dako Keimzentrum-B-Z., PZ [1:10

Syndecan1 Serotech Plasmazellen 1:10 2K, 10'B

(CD138)

VS 38c Dako Plasmazellen 1:100

" Department of Histopathology, Royal Free and University College Medical School,

London, Grossbritannien
Abkurzungen: B: Blockade mit 3% H20,; K: Kochen; P: Pronase (25mg/50ml); AK:

Antikorper; UN: Uber Nacht; B-Z.: B-Zellen; FDC: follikulare dendritische Zellen; PZ:

Plasmazellen
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2.5 Auswertungskriterien
Die Anzahl der spezifisch markierten Zellen in den immunhistologischen Farbungen
und den in situ Hybridisierungen wurde an einem Lichtmikroskop ausgezahlt. Es
wurden mindestens zehn konsekutive Felder bei 400facher Vergrof3erung (Zeiss
Planobjektive 40fach und Zeiss Okular 10fach) ausgewertet. Pro Objekttrager wur-
den so 300 ISH- bzw. IH-positive Zellen ermittelt.
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3 Ergebnisse

3.1 KSHV Screening mittels PCR

Zum initialen Screening der M. Castleman Falle auf das Vorliegen einer KSHV Infek-
tion wurde eine PCR durchgeflhrt. Als Positivkontrollen kamen 13 Kaposi Sarkome
(KS) zum Einsatz, die zu 100% positiv fur das Virus waren. Der Negativkontrolle
dienten 10 Lymphadenektomiepraparate bei HIV-Lymphadenopathie, 2 Lymphome,
7 Tonsillektomien bei chronischer Tonsillitis, 5 Schleimhaut-Probeexzisionen (PE) bei
chronischer Sinusitis, 1 NNH-Papillom und 2 PEs bei chronisch gastrointestinalen
Erkrankungen (siehe Tabellen 4 und 5, S.32-34). Bei keiner der insgesamt 27 Falle
dieser 7 Erkrankungen liefd sich das Virus nachweisen.

Im Anschluss wurden 45 Proben von 43 Patienten mit M. Castleman mit der PCR auf
das Vorhandensein des KSHV untersucht. Bei zwei Patienten wurden je zwei MC
Proben im Verlauf der Erkrankung analysiert (Nr. C6a und b, Nr. C20a und b, siehe
Tabelle 6, S.34-36). Der Anteil der einzelnen M. Castleman-Typen war wie folgt ver-
teilt:

1. Hyalin-vaskularer M. Castleman 13 Proben
2. Plasmazellreicher M. Castleman 11 Proben
3. Gemischter M. Castleman 21 Proben

Sieben Proben von 6 der 43 MC Patienten waren KSHV positiv (14 % der untersuch-
ten M. Castleman Falle), darunter 2 mit der Diagnose eines plasmazellreichen und 5
mit der Diagnose eines gemischten M. Castleman, d.h. mit histologischen Merkmalen
sowohl eines hyalin-vaskularen als auch eines plasmazellreichen MC. Diese KSHV
positiven MC wurden im Folgenden weiter mittels ISH und IH auf das Genexpressi-
onsmuster und den Phanotyp der infizierten Zellen untersucht.

Tabelle 4: Kaposi-Sarkome, Papillom, chronische Tonsillitiden und Sinusitiden
fiir die PCR

Fall-Nr. | HIV-Status, Diagnose (Lokalisation) | KSHV

KS 1 |HIV+, ulzeriertes KS (Gaumen) Positiv
KS 2 [HIV+, ulzeriertes KS (Kiefer) Positiv
KS 3 [HIV+, KS (Mundhdhle) Positiv

KS 4 [HIV-, KS (Haut & Mundhohle) Positiv
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Fortsetzung Tabelle 4: Kaposi Sarkome, Papillom, chronische Tonsillitiden und Sinu-

sitiden fir die PCR

KS 5 [HIV+, KS (Magen-Darm-Trakt) Positiv
KS 6 |HIV+, KS (Gaumen) Positiv
KS 7 |[HIV+, KS (Haut & Gaumen) Positiv
KS 8 |[HIV+, KS (Zunge) Positiv
KS 9 |HIV+, KS (Mund) Positiv

KS 10 [HIV+, KS, klinisch zudem M. Castle-|Positiv

man*

KS 11 |HIV+, KS, klinisch zudem PEL-ahnliche | Positiv

Veranderung*
KS 12 |HIV+, KS (LK, Zunge, Lunge, Leber, |Positiv
M-D-T)

KS 13 |HIV+, KS Positiv
T1 HIV-, chronische Tonsillitis Negativ
T2 HIV-, chronische Tonsillitis Negativ
T3 |HIV-, chronische Tonsillitis Negativ
T4 |HIV-, chronische Tonsillitis Negativ
TS5 |HIV-, chronische Tonsillitis Negativ
T6 |HIV-, chronische Tonsillitis Negativ
T7 HIV-, chronische Tonsillitis Negativ
P1 HIV-, NNH-Papillom Negativ
S 1 |HIV-, chronische Sinusitis Negativ
S 2 |HIV-, chronische Sinusitis Negativ
S 3 |HIV-, chronische Sinusitis Negativ
S 4 |HIV-, chronische Sinusitis Negativ
S 5 |HIV-, chronische Sinusitis Negativ

Abkurzungen: KS: Kaposi Sarkom; HIV: human immunodeficiency virus; LK:

Lymphknoten; PEL: primary effusion lymphoma; M-D-T: Magen-Darm-Trakt; NNH:

Nasennebenhdhlen; * im Praparat nicht nachweisbar
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Tabelle 5: HIV-Lymphadenopathien, Lymphome und gastrointestinale Erkran-
kungen fur PCR und ISH

Fall-Nr. HIV-Status, Diagnose KSHV
LA1 [HIV+, HIV-LA Negativ
LA 2 [HIV+, HIV-LA Negativ
LA3 |HIV+, HIV-LA Negativ
LA4 [HIV+, HIV-LA Negativ
LAS |HIV+, HIV-LA, klinisch zudem diff. anapl. | Negativ

grof3zell. B-Zell Lymphom*, EBV+
LA6 |HIV+, HIV-LA Negativ
LA7 [HIV+, HIV-LA Negativ
LA8 |HIV+, HIV-LA Negativ
LA9 |HIV+, HIV-LA, klinisch zudem KS* Negativ
LA 10 |HIV+, HIV-LA Negativ
L1 NB, Follikelzentrumslymphom Negativ
L2 HIV+, EBV-induzierte Lymphoproliferation Negativ
G1 NB, hyperplastischer Colon-Polyp Negativ
G2 NB, chronische Gastritis Negativ

Abkurzungen: HIV: human immunodeficiency virus; LA: Lymphadenopathie; diff.

anapl. groRzell.: diffus anaplastisches grof3zelliges; EBV: Epstein-Barr Virus; KS:

Kaposi Sarkom; NB: nicht bekannt; * im Praparat nicht nachweisbar

Tabelle 6: M. Castleman-Kollektiv fiir PCR und ISH

Fall-Nr. HIV-Status, Diagnose KSHV
C1 HIV+, M. Castleman m. Plasmozytose Positiv
C2 HIV+, gemischter M. Castleman Positiv
Cc3 HIV+, plasmazellreicher M. Castleman, kli-|Positiv
nisch zudem KS (LK)*

C4 HIV+, hyalin-vaskularer M. Castleman mit|Positiv
Plasmozytose

C5 NB, M. Castleman Positiv
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Fortsetzung Tabelle 6: M. Castleman-Kollektiv fur PCR und ISH

C6a |HIV+, M. Castleman-ahnliche Veranderung Positiv
C6b |HIV+, plasmazellreicher M. Castleman Positiv
C7 NB, hyalin-vaskularer M. Castleman Negativ
C8 NB, hyalin-vaskularer M. Castleman Negativ
C9 HIV+, hyalin-vaskularer M. Castleman Negativ
C 10 |NB, plasmazellreicher M. Castleman Negativ
C 11 |NB, gemischter M. Castleman Negativ
C 12 |NB, hyalin-vaskularer M. Castleman Negativ
C 13 |NB, multizentrischer, plasmazellreicher M.|Negativ
Castleman
C 14 |NB, plasmazellreicher M. Castleman Negativ
C 15 |NB, hyalin-vaskularer M. Castleman Negativ
C 16 |NB, plasmazellreicher M. Castleman Negativ
C 17 |NB, hyalin-vaskularer M. Castleman Negativ
C 18 |NB, gemischter M. Castleman Negativ
C 19 |NB, hyalin-vaskularer M. Castleman Negativ
C 20a |NB, M. Castleman ahnliche Veranderung Negativ
C 20b |NB, hyalin-vaskularer M. Castleman Negativ
C21 |NB, M. Castleman ahnlich, monoklonale|Negativ
Plasmozytose
C 22 |NB, gemischter M. Castleman Negativ
C 23 |NB, hyalin-vaskularer M. Castleman Negativ
C 24 |NB, plasmazellreicher M. Castleman Negativ
C 25 |NB, M. Castleman Negativ
C 26 |NB, hyalin-vaskularer M. Castleman Negativ
C 27 |NB, plasmazellreicher M. Castleman Negativ
C 28 |NB, M. Castleman ahnliche Veranderung Negativ
C 29 |NB, M. Castleman ahnliche Veranderung Negativ
C 30 |NB, M. Castleman ahnliche Veranderung Negativ
C 31 |NB, plasmazellreicher M. Castleman Negativ
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Fortsetzung Tabelle 6: M. Castleman-Kollektiv fur PCR und ISH

C 32 |NB, M. Castleman ahnliche Veranderung Negativ
C 33 |NB, M. Castleman Negativ
C 34 |NB, M. Castleman ahnliche Veranderung Negativ
C 35 |NB, M.Castleman m. polyklonaler Plasmozy-| Negativ
tose
C 36 |NB, M. Castleman ahnliche Veranderung Negativ
C 37 |NB, hyalin-vaskularer M. Castleman Negativ
C 38 |NB, gemischter M. Castleman Negativ
C 39 |NB, plasmazellreicher M. Castleman Negativ
C 40 |NB, plasmazellreicher M. Castleman Negativ
C 41 |NB, hyalin-vaskularer M. Castleman Negativ
C42 |NB, M. Castleman ahnliche Veranderung Negativ
C 43 |NB, hyalin-vaskularer M. Castleman Negativ

Abkurzungen: HIV: human immunodeficiency virus;, KS:

Kaposi Sarkom; LK:

Lymphknoten; NB: nicht bekannt; LA: Lymphadenopathie; * im Praparat nicht nach-

weisbar.
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3.2 Genexpressionsmuster und Lokalisation der KSHV positiven Zellen

Um das Genexpressionsmuster der KSHV infizierten Zellen und deren Lokalisation
innerhalb der untersuchten Lymphknoten zu charakterisieren, wurde eine ISH mit
den fur das KSHV spezifischen RNA-Sonden vCyclin D1, vFLIP, vGPCR, vIL-6,
VLANA, vMCP1 und vMIP-1a durchgefuhrt (Abbildung 1a-f, S.40-41). Die dabei ent-
standenen spezifischen autoradiographischen Signale variierten in der Anzahl und
Starke sowohl in Bezug auf die eingesetzte anti-sense bzw. sense Sonde als auch
innerhalb der Falle.

Grundsatzlich zeigte sich, dass Uberwiegend Zellen im Follikelmantel infiziert waren
und nur vereinzelt Zellen im interfollikularen Raum. Selten fanden sich infizierte Zel-
len in den Keimzentren. Morphologisch sind viele dieser Zellen Blasten zuzuordnen
(mittelgroRe Zellen mit einem grofl3en zentralen oder randstandigem Nukleus und bis
zu drei Nukleoli).

Die als Negativkontrollen mitgefuhrten HIV-Lymphadenopathien waren sowohl fur die

sense als auch die anti-sense-Sonden negativ.

1. Transkripte mit hdufiger Expression

Besonders haufig und mit intensiven Signalen exprimiert wurden die Transkripte von
vCyclin D1, vFLIP, vLANA und vIL-6 (Abbildung 1a-d, S.40). Bei diesen Genen wie-
sen durchschnittlich 30-50(-100) Zellen in einem Follikelmantel Transkripte auf -
unabhangig von dem untersuchten Fall.

In der Interfollikularzone (IFZ) waren kaum Transkripte nachzuweisen. Es zeigten
sich aber Unterschiede zwischen den Sonden. Virales LANA wurde dort verhaltnis-
malfdig haufig in Nestern aus 4-8 infizierten Zellen ausgepragt. Virales Cyclin D1 und
VFLIP waren vereinzelt in der IFZ nachweisbar, vIL-6 kaum. Die Keimzentren zeigten
bei allen vier Transkripten nur einige wenige positive Zellen.

Die autoradiographischen Signale waren bei diesen Sonden sehr stark ausgepragt.
Vor allem vCyclin D1 lieferte zum Teil so intensive Signale, dass die Zelle nicht mehr

zu erkennen war. Somit waren die Signale teilweise nicht auswertbar.

2. Transkripte mit geringer Expression

Vergleichsweise wenige und auch schwachere Signale fanden sich bei VGPCR,

vMCP1 und vMIP-1a mit 5-20 exprimierenden Zellen pro Follikelmantel (Abbildung
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1e-g, S.40-41). Die infizierten Zellen verteilten sich homogener uber die verschiede-
nen Kompartimente (MZ, IFZ und Keimzentrum). Vor allem vGPCR wurde in allen
drei Kompartimenten exprimiert mit einer allenfalls geringen Betonung der Mantelzo-
ne.

Auffallig war, dass vMIP-1a sehr variabel in den einzelnen Bllen expr imiert wurde.
Sehr wenige spezifische Signale wurden im Fall C1 ausgebildet, sehr viele dagegen
in den Fallen C2 und C3.

Die zur Spezifitatskontrolle mitgefuhrten sense RNA-Sonden wiesen groftenteils ei-
nige wenige (ca.10/Schnitt) spezifische Signale auf. Ublicherweise sind jedoch bei
den sense Ribosonden keine spezifischen Signale zu sehen. Die Signale waren zu-
meist schwacher ausgepragt als bei den anti-sense RNA-Sonden und sie waren
interessanterweise in ihrer Verteilung auf einige wenige Follikel beschrankt (Abbil-
dung 1h, S.41). Die markierten Zellen fanden sich wieder uberwiegend in den Man-
telzonen aber auch in der IFZ.

Um zu klaren, ob es sich bei den nachgewiesenen Zielstrukturen bei den anti-sense-
und sense-Hybridisierungen um RNA oder DNA handelt, wurden einige Schnitte von
Fallen mit starker Expression der Transkripte vCyclin, vMIP-1a und vMCP vor der
ISH mit Micrococcus nuclease, einer RNase, oder mit DNase | vorbehandelt. Als Po-
sitivkontrolle diente IP 10, eine bekannte RNA-Sonde, und als Negativkontrolle ein
(KSHV negatives) Lymphom.

Die DNase I-Behandlung fuhrte zum einen zu einer Reduktion des Hintergrundsig-
nals, und zum anderen unerwarteterweise zu einer Zunahme der Anzahl der spezifi-
schen Signale bei anti-sense und sense-Hybridisierungen der KSHV-Ribosonden,
jedoch nicht der IP 10-Sonde (ohne Abbildung).

Im Gegensatz hierzu konnte man bei der Micrococcus nuclease Behandlung eine
deutliche Reduktion der Anzahl und der Intensitat der Signale bei vCyclin und vMCP
(anti-sense Sonde) beobachten. Bei den Sonden vMIP-1a und IP 10 traten nach der
Behandlung gar keine spezifischen Signale mehr auf. Die bei den sense RNA-
Sonden der KSHV Proben aufgetretenen spezifischen Signale waren nicht mehr
nachweisbar bzw. in ihrer Anzahl deutlich reduziert nach der RNase-Behandlung
(Abbildung 2a, b, S.41).
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Abbildung 1: KSHV Genexpressionsmuster beim M. Castleman

e) VGPCR f) YMIP-1a

einfache radioaktive in situ Hybridisierung: a)-f) unterschiedlich starke Expression von viIL-6, vCyclin,
VFLIP, vLANA, vGPCR und vMIP uberwiegend in den Follikelmanteln (FM) (anti-sense Sonden)
(VergroRerungen: 45x, 36.5x, 25x, 25x, 30.5x, 34.5x)
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leman (anti-sense Sonde) h) einzelne spezifisch markierte Zellen im FM und Keimzentrum mit der
vCyclin sense Sonde (Pfeile)

(VergroRerungen: 49.5x, 40.5x)

Abbildung 2: Micrococcus nuclease-Behandlung, radioaktive ISH
a) vCyclin anti-sense mit Micrococcus b) vCyclin sense mit Micrococcus

nuclease nuclease

a) einzelne spezifische Signale der vCyclin anti-sense Sonde im FM nach Micrococcus nuclease-
Behandlung b) kein Nachweis spezifischer Markierungen der vCyclin sense Sonde nach Micrococcus
nuclease-Behandlung

(VergroRerungen: 47x, 50x)
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3.3 Phanotypisierung der KSHV positiven Zellen
Der Phanotyp der KSHV positiven Zellen bei den sieben KSHV-assoziierten Proben
eines Morbus Castleman wurde zum einen durch die Kombination von Immunhisto-
logie und in situ Hybridisierung und zum anderen durch immunhistologische Dop-
pelmarkierungen ermittelt. Fir die Kombination von IH und ISH wurden die Sonden
vCyclin, vGPCR und vIL-6 verwendet, da sie die starksten Signale produzierten. Bei
den immunhistologischen Doppelmarkierungen kam ein Antikdrper gegen VLANA
(LN53) zum Einsatz.
Dabei zeigte sich, dass die KSHV positiven Zellen vor allem B-Zell-und Plasmazell-
marker exprimierten (Tabellen 7 und 8, S.43). Die Uberwiegende Zahl der Zellen war
positiv fur die B-Zell-Marker J-Kette und MUM1, die von plasmazellullar differenzier-
ten Zellen exprimiert werden. Die Marker konnten in 91% (J-Kette) und 94% (MUM1)
zusammen mit vCyclin nachgewiesen werden (Abbildung 3a, b, S.44). Es zeigte sich
mittels immunhistologischer Doppelmarkierung in den KSHV positiven Zellen eine
Produktion von IgM (99%) mit einer A-leicht Ketten Restriktion (94,5%) (Abbildung
3c,d, S.44). Dementsprechend lagen keine oder kaum mit IgG, IgD oder k-leicht Ket-
ten doppelmarkierten Zellen vor (ohne Abbildung). Fast alle (96%) KSHV positiven
Zellen waren ebenfalls positiv fir CD38, ein Plasmazell- und Aktivierungsmarker der
B-Zellen (Abbildung 3e, S.45). Der pan-B-Zell-Marker CD20 wurde nur von wenigen
infizierten Zellen exprimiert: zusammen mit vVGPCR 1,3%, mit vCyclin 0,86% und mit
vIL-6 1,6% (Abbildung 3f, S.45).
Der Plasmazellmarker VS38c (2,6%) (ohne Abb.) und pan-B-Zell-Marker JCB117
(CD79a) (3,5%) wurden nur von wenigen KSHV positiven Zellen ausgepragt
(Abbildung 3g, S.45). Auch andere Marker wie das CD10 fur (u.a.) Keimzentrums-B-
Zellen, CD23 als Marker fur Follikelmantelzellen und follikulare dendritische Zellen
und das Syndecan (CD138) fur Plasmazellen waren Uberwiegend negativ (Abbildung
3h-j, S.46).
Nur sehr wenige KSHV positive Zellen exprimierten den T-Zell-Marker CD3: vGPCR
(0%), vCyclin (0,7%) und vIL-6 (0,6%) (ohne Abb.).
Endothelmarker wie das JC70A (CD31) konnten nicht zusammen mit vCyclin (0%)

lokalisiert werden (ohne Abb.).
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Tabelle 7: Phanotyp der KSHV positiven Zellen, ISH/IH

Fall- Cc1 C2 C3 Cc4 C 6a
Nr.
Sonde/
Antikorper
vCyclin/CD3 0 % 0% 1,67% | 0% 1,3 %

vCyclin/CD20 0% (1067%| 0% 0% 3%
vCyclin/JC70A 0% ND ND ND 0%
vCyclin/JCB117| 2% ND ND ND 15,67 %
vCyclin/J-Kette | 90,67 %| ND ND ND 92 %
vCyclin/MUM1 94 % ND ND ND 95 %
vCyclin/VS38c | 1,67 % ND ND ND 0,3 %

vGPCR/CD3 0% 0% 0% 0% 0%
vGPCR/CD20 0,86 % NA 1% 44% | 1%
viL-6/CD3 0% 0% |067%| 0% 2%
viL-6/CD20 1,3 % 0% 10,67% [595% | 33%

Abkurzungen: ND: nicht durchgeflhrt; NA: nicht auswertbar

Tabelle 8: Phanotyp der KSHV infizierten Zellen bei den M. Castleman Fallen
C 1 und C 6a (immunhistologische Doppelmarkierung)

Fall-Nr. C1 C 6a
Antikorpe
CD10/LN53 1% 0,7%
CD20/LN53 1,3% 7,3%
CD23/LN53 8,7% 6,7%
CD38/LN53 100% 92%
IgA/LN53 NA NA
IgD/LN53 0% 0%
IgG/LN53 0,7% 0,3%
IgM/LN53 100% 98,7%
k/LN53 4% 1%
ALN53 95,7% 93,3%
Syndecan/LN53 7% 0,3%

Abkurzungen: LN53: Antikdrper gegen das virale latency associated nuclear antigen
(VLANA); NA: nicht auswertbar; k: kappa leicht Ketten; A: lamda leicht Ketten
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Abbildung 3: Phanotypisierung der KSHV positiven Zellen, Kombination Im-
munhistologie und in situ Hybridisierung und Doppelmarkierung Immunhisto-
logie

radioaktive ISH und IH: a) und b) simultane Expression von J-Kette (rotes zytoplasmatisches Signal)
und vCyclin (schwarze Koérnung) (Pfeil und Insert) bzw. MUM1 (rotes nukleares Signal) und vCyclin
(schwarze Kornung) (Pfeile); IH-Doppelmarkierung: c) und d) fast 100%ige Koexpression von IgM
(Pfeile) bzw. A-leicht Ketten (jeweils braune zytoplasmatische Signale) und LN53 (rote, gepunktete
nukleare Signale)

(VergréRBerungen: 100x, 1000x, 100x, 90x, 150x)
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e) CD38/LN53

g) JC

d

B117

¥

IvCyclin

IH-Doppelmarkierung: e) 100%ige Koexpression von CD38 (braune zytoplasmatische Signale) und
LN53 (rote, gepunktete nukledre Signale); radioaktive ISH und IH: f) und g) sehr wenige bis keine
Doppelmarkierung (Pfeile) von CD20 (braune zytoplasmatische Signale) und vIL-6 (schwarze Kor-
nung) bzw. JCB117(rote zytoplasmatische Signale) mit vCyclin (schwarze Kérnung)

(VergroRerungen: 300x, 90x, 300x, 50x, 90x)
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IH-Doppelmarkierung: h), i) und j) weitgehend fehlende Koexpression von CD20, CD23 und Syndecan
(braune zytoplasmatische Signale) mit LN53 (rote, gepunktete nukleadre Signale) (VergrofRerung: 150x,
90x, 90x)

Abbildung 4: EBV und KSHV Nachweis
EBER/vCyclin

nicht radioaktive ISH und radioaktive ISH: keine Koexpression von EBER (rotes nukleares Signal) und
vCyclin (schwarze Kérnung)
(VergréRRerung: 90x)
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3.4 Epstein-Barr Virus (EBV) Nachweis in KSHV-infizierten Zellen
Da das Epstein-Barr Virus zur gleichen Familie wie das KSHV gehdrt, ebenfalls B-
Zellen befallt und onkogene Eigenschaften besitzt, wurden Doppelmarkierungen mit
EBER und vCyclin (ISH) bei allen sieben KSHV positiven MC Proben vorgenommen.
Diese zeigten, dass bei keinem der MC die KSHV positiven Zellen zugleich EBV po-
sitiv sind (Abbildung 4, S.46).

3.5 Zytotoxische T-Zell-Reaktion auf die KSHV-Infektion
Um zu klaren, ob die KSHV-Infektion mit einer zytotoxischen T-Zell-Reaktion einher-
geht, wurden IH mit Antikérpern gegen CD3, CD4 und CDS8 bei je sieben KSHV posi-
tiven und sieben KSHV negativen MC durchgefiuhrt. Der CD4+:CD8+ Quotient wurde
geschatzt. Die Auswertung erfolgte durch zwei unabhangige Mitglieder des Instituts
fur Pathologie am UKBF.
Hier zeigte sich, dass das Verhaltnis der 2 Subpopulationen zueinander bei den
KSHYV positiven Fallen deutlich zugunsten der CD8+T-Zellen im Sinne einer zytotoxi-
schen T-Zell-Reaktion verschoben war (im Mittel CD4+:CD8+=1:4). Die Relation der
CD4+ zu CD8+ T-Zellen variierte zwischen 1:3 und 1:8 (ohne Abbildung).
Bei den KSHV negativen Fallen zeigte sich ein normales Verhaltnis mit einer Domi-
nanz der CD4+ T-Helfer-Zellen. Diese waren im Mittel 6mal haufiger als die CD8+ T -
Zellen mit Auspragungen zwischen 4:1 bis 10:1 (CD4+:CD8+) (ohne Abbildung).
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4 Diskussion

Das 1994 entdeckte humanpathogene y2-Herpesvirus genannt Kaposi’'s sarcoma-
associated herpesvirus (KSHV) oder auch humanes Herpesvirus-8 (HHV-8) wurde
initial in Kaposi Sarkomen (KS) nachgewiesen." Die Infektion konnte tiberwiegend in
den Spindelzellen des mesenchymalen Tumors lokalisiert werden.”>"®

Die Annahme, dass die Infektion mit dem KSHV eine wichtige Rolle in der Pathoge-
nese des KS spielt, konnte durch seroepidemiologische Studien untermauert werden.
Diese zeigten zum einen ein erhdhtes Risiko fur KS in Bevolkerungen mit einer hohe-
ren Durchseuchungsrate und zum anderen einen Anstieg der Viruslast als pradiktiver
Faktor fur die Entstehung eines KS.%800-626568 Dpog Weiteren wurden mit der Ent-
schlisselung des Genoms anhand zweier Zelllinien Gene mit Homologie zu huma-
nen Genen identifiziert, die auf Tumorsuppressor- und Protoonkogene wirken und die

2:4.14,18.23,35.36.4069.72 E5 \wurde auBerdem nachgewiesen, dass

Apoptose beeinflussen.
das KSHYV die Transformation von Endothel- zu den Spindelzellen des KS induzieren
kann.'®

Interessanterweise konnte das Virus auch in anderen nicht-mesenchymalen Tumo-
ren nachgewiesen werden, die gehauft bei HIV-Infizierten auftreten. Zu diesen gehort
das primary effusion lymphoma bzw. primares Ergul3 Lymphom (PEL). Dies ist ein B-
Zell-Lymphom, das mit Ergussen in Koérperhdhlen einhergeht und nur sehr selten in
soliden Tumormassen auftritt. Die PEL-Zellen sind zu 100% positiv fur das
KSH\/ 9496.97,101,102,110

Eine weitere lymphoproliferative Erkrankung wurde mit dem KSHV in Verbindung
gebracht: der M. Castleman (MC).%%%3338489 Ejng stiologische Rolle wird hier kontro-
vers diskutiert, da nur ein geringer Teil der MC Félle KSHV positiv ist.*'%? Hierbei
handelte es sich hauptsachlich um die multizentrische Variante (MCD), die zumeist
mit der Histologie eines plasmazellreichen M. Castleman einhergeht und klinisch
durch einen sehr viel aggressiveren Verlauf als die lokalisierte Erkrankung charakte-
risiert ist.2>®%1%® Dje Untersuchungen am MC zum KSHV-Nachweis erfolgten zumeist
mittels PCR nach Chang et al." Lediglich eine Arbeit existierte zur genauen Lokalisa-
tion der infizierten Zellen und deren Phanotyp und Genexpressionsmuster. Paravicini
et al. hatten beim MC mittels IH und ISH die KSHV positiven Zellen tUberwiegend in
der Mantelzone der Follikel identifiziert und nachgewiesen, dass in diesen Zellen viL-
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6 exprimiert wird. Die KSHV positiven Zellen waren negativ fur die Marker CD20,
CD138, CD45R0, CD3, CD68, CD30, EMA und das EBV.?

In dieser Arbeit sollte daher die Infektion des M. Castleman durch das KSHV ge-
nauer charakterisiert werden. Dazu wurden initial MC Proben von HIV+ und HIV- Pa-
tienten Uber eine PCR auf das Vorhandensein des Virus Uberpruft. Als Positivkontrol-
le wurden Kaposi Sarkome verwendet, der Negativkontrolle dienten eine Reihe un-
terschiedlicher Gewebe, u.a. HIV-Lymphadenopathien, Lymphome und gastrointesti-
nale Erkrankungen. Bei den KSHV positiven Fallen wurden mittels in situ Hybridisie-
rung und Immunhistologie die KSHV infizierten Zellen in vivo identifiziert, deren Gen-
expressionsmuster charakterisiert und im Anschluss durch immunhistologische Dop-
pelmarkierungen der Phénotyp dieser Zellen analysiert. Uber die Analyse des Gen-
expressionsmuster und aus der bekannten Funktion der kodierten Proteine ergeben
sich Hinweise auf die mogliche Pathogenese der multizentrischen Form des M. Cast-

leman.

Von den in dieser Arbeit untersuchten 45 Proben von 43 Patienten mit der Diagnose
eines M. Castleman waren 7 Proben KSHYV positiv (entsprechend 14%), wobei 6 der
7 Lymphadenektomien von HIV+ Patienten stammten. Bei der 7. Probe (C5) war der
HIV-Status unbekannt. Histologisch lie3en sich zwei der Proben dem plasmazellrei-
chen und die ubrigen funf dem gemischten Typ zuordnen.

Die Ergebnisse des Screenings decken sich mit den Angaben aus der Literatur, dass
nur ca. 30-40% der plasmazellreichen Castleman Tumoren KSHV positiv sind, wah-
rend die hyalin-vaskuldren Tumoren fast immer negativ sind.®%"® Auffallig war je-
doch, dass der einzige MCD Fall (C13) in dieser Untersuchung KSHV negativ war, ist
doch gerade diese Form mit dem KSHV in Verbindung gebracht worden und zu

>90% positiv fiir das Virus.3**°

Zur Lokalisation der KSHV positiven Zellen konnten wir folgendes Muster identifizie-
ren. Es zeigte sich, dass die Uberwiegende Mehrzahl der KSHV infizierten Zellen in
der Mantelzone der Follikel liegt, jedoch finden sich auch einzelne KSHV positive
Zellen in den Keimzentren und der interfollikularen Zone. Morphologisch sind die Zel-
len ganz Uberwiegend Blasten zuzuordnen (mittelgrofde Zellen mit einem grofen

zentralen oder randstandigem Nukleus und bis zu drei Nukleoli). Sie sind von regula-
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ren Lymphozyten umgeben. Somit konnten wir die Ergebnisse von Parravicini et al.,
die mittels Immunhistologie vIL-6 in zentroblastischen/immunoblastischen Zellen in
der Mantelzone nachwiesen, bestitigen.?® Spatere Arbeiten kommen zu den glei-
chen Ergebnissen und interpretieren, dass es sich bei den blastaren KSHV positiven
Zellen um eine neue plasmablastische Variante des M. Castleman handelt, die zu
einem KSHV-assoziierten plasmablastischen Lymphom fuhren kann. Der Terminus
plasmablastisch wurde von Dupin et al. aufgrund des ungewdhnlichen Phanotyps der
immunoblastischen bzw. plasmablastischen Zellen gepragt.?’:8899100.113.115 gpater

wird dies noch weiter ausgefuhrt.

Es gab erste Hinweise auf den Phanotyp der KSHV postiven Zellen beim
M.Castleman durch die Arbeit von Parravicini et al. Sie fanden heraus, dass die Zel-
len negativ fir CD20, CD138, CD45R0O, CD3, CD68, CD30 und EMA und zudem
nicht EBV positiv sind.?®

In der vorliegenden Untersuchung konnten diese Ergebnisse bestatigt und prazisiert
werden. Die KSHV positiven Zellen weisen einen ungewoéhnlichen Phanotyp auf. Es
sind B-Zellen mit einer plasmazellularen Differenzierung, wie die Expression von
CD38 praktisch aller infizierten Zellen, J-Kette (zu 91% positiv) und MUM1 (94,5%)
bei fehlender Expression von CD20 zeigt. Sie produzieren ausschliel3lich Immunglo-
buline vom Typ IgM und zeigen eine Restriktion von A-leicht Ketten. Trotzdem sind
sie Uberwiegend negativ fur die Plasmazellmarker CD138 und VS38c. Andere Anti-
gene wie CD10 fur Keimzentrumszellen, CD20 und CD79a als pan-B-Zell-Marker
und CD23 als Aktivierungs- und FDC-Marker werden nicht oder nur zu einem gerin-
gen Prozentsatz exprimiert.

Marker fur T-Zellen (CD3) oder Endothel (CD31/JC70A) sind ebenfalls ganz Uber-
wiegend negativ.

Auch in dieser Arbeit konnte keine Kolokalisation von EBV und KSHV in den infizier-
ten Zellen nachgewiesen werden. Dies wurde auch von anderen Arbeitsgruppen be-
statigt 8899115137138 |1y Gegensatz dazu ist das PEL sehr haufig mit dem EBV koinfi-
ziert und zudem CD30+ und EMA+,3%:97:102110

In spateren Arbeiten konnte der hier gezeigte ungewohnliche Phanotyp (MUM1+, J-
Kette+, CD38+, CD138-, VS38c-, CD79a-) der KSHV positiven Zellen im M. Castle-
man bestatigt werden.%*%"3 |n den neuesten Untersuchungen konnte ein neues

Tumorsuppressorgen in nahezu 100% der KSHV positiven Zellen identifiziert wer-
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den, das PR domain containing 1 with zinc finger domain/ B lymphocyte-induced ma-
turation protein 1 (PRDM1/BLIMP1). Dieses Gen ist ein Schlisselgen in der termina-
len B-Zell Regulation, beendet die Keimzentrumsreaktion und flhrt in den Zellen zur
Expression von MUM1 und Immunglobulinen. Die Expression von BLIMP1 kdnnte
somit zumindest teilweise den Immunphanotyp der KSHV-infizierten Blasten beim
MC erklaren.'®

Zusatzlich konnte CD27, ein Marker fur B-Zellen, von Du et al. und Chadburn et al. in
ca. 20-30% der KSHV positiven Zellen nachgewiesen werden.?®'* Chadburn et al.
wiesen auch Ki67 bei 80 % der KSHV positiven Zellen nach.'® Eine Diskrepanz be-
steht jedoch in dem Nachweis von CD20 in KSHV positiven Zellen von Dupin et al.
100115 " 4as in dieser Untersuchung in nur einem Fall von maximal 7% der infizierten
Zellen exprimiert wurde. Zudem konnte durch Dupin et al. kein CD38 in KSHV positi-
ven Zellen kolokalisiert werden.'® Die Griinde hierfiir sind unklar, wobei die hier vor-
liegenden Ergebnisse (CD20-, CD38+) im Einklang mit den Ergebnissen anderer Ar-
beitsgruppen stehen.%®137:138

In allen Untersuchungen wurde Ubereinstimmend die ausschlielliche Expression von
IgM mit einer A-leicht Ketten Restriktion festgestellt.289%115138 \ittels Immunglobulin-
Gen Umlagerungsanalysen konnte eine klonale Umlagerung der Ig-Gene ausge-
schlossen werden.® %> Hierbei handelt es sich um ein sehr ungewdhnliches Pha-
nomen, da eine polyklonale Umlagerung bei Ig fur reaktive Prozesse steht, wahrend

die A-leicht Ketten Restriktion bei MC flr einen neoplastischen Prozess spricht.

Die Identifizierung des KSHV als erstes humanpathogenes y-2-Herpesvirus und na-
hen Verwandten des EBV erfolgte bereits 1996 anhand einer PEL-Zelllinie.? Russo et
al. konnten als erste die Nukleotidsequenz des Virus analysieren.* Mittels KSHV po-
sitiver PEL-Zelllinien, die latent infiziert waren und chemisch in ein lytisches Infekti-
onsmuster induziert wurden, wurden rasch die vom KSHV kodierten Gene identifi-
ziert.#283641.139 Hier zeigten sich interessanterweise einige Gene mit Homologie zu
humanen Genen, deren Proteine das Wachstum, die Angiogenese und die Apoptose
beeinflussen. Dazu zahlen u.a. vVLANA, vCyclin D1, vGPCR, vMIP-1a, vFLIP und vIL-
6.2040.69.72.77.140 Biase Gene und ihr Expressionsmuster standen aufgrund ihrer poten-
tiell onkogenen Eigenschaften im Mittelpunkt der Forschung, um die Pathogenese
der KSHV-assoziierten Erkrankungen zu klaren. Zu einer latenten Infektion gehdrig

sind u.a. die Proteine bzw. Gene fiir vLANA, vCyclin D1 und vFLIP.283941139 |y
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Rahmen einer lytischen Infektion kommt es zur Expression von vIL-6, vVGPCR, vMIP-

1a und VMCP.12:13:20,141

Das Genexpressionsmuster der Spindelzellen des KS ist gut charakterisiert. In Uber

90% der Spindelzellen sind die latenten Gene vCyclin D1 und vLANA nachweisbar

H.%2427.76.77.78 Dagegen werden vIL-6, vMCP und vMIP-1a, die eine lytische

24,27,76,79,98,142

mittels IS
Infektion anzeigen, von weniger als 1% der Zellen exprimiert."®
Ahnlich verhalt sich das Expressionsmuster beim PEL. Auch hier konnten vVLANA
und vCyclin in fast allen Zellen nachgewiesen werden, wahrend vIL-6, vVGPCR und
vMIP-1a von héchstens 5% der Zellen exprimiert wurde.'%?**" Anhand dieser Ergeb-
nisse wurde gefolgert, dass der Grolteil der Tumorzellen (TZ) bei KS und PEL latent
mit dem KSHYV infiziert sind und nur ein geringer Prozentsatz der TZ eine lytische
Infektion aufweist.%414°

Im Gegensatz zu diesen beiden gut untersuchten Tumoren, wurde das Genexpressi-
onsmuster des M. Castleman bisher noch so gut wie gar nicht charakterisiert. Ledig-
lich vIL-6 war von einer Arbeitsgruppe im MC nachgewiesen worden.?® Die genaue
Analyse war Gegenstand der vorliegenden Arbeit und lasst sich wie folgt charakteri-

sieren.

Die latenten KSHV-Gene vCyclinD1, vFLIP und vLANA wurden besonders haufig
und mit starken Signalen in der Mantelzone (30-50 Zellen/MZ) exprimiert. Auch vIL-6
als lytisches Transkript konnte ebenso haufig nachgewiesen werden und lieferte
starke Signale. Die Transkripte von vMCP, vMIP-1a und vGPCR, die eine lytische
Infektion nachweisen, zeigten zum Teil schwachere Signale und wurden von weniger
Zellen (5-20 Zellen/MZ) exprimiert.

Diese Ergebnisse zeigen eine teils latente, teils lytische Infektion des M. Castleman
durch das KSHV an. Sie bieten auch eine Erklarung fur das Vorkommen von spezifi-
schen Signalen bei den sense-Sonden, da es im Rahmen einer lytischen Infektion
zur Produktion von Viren kommt und damit viel DNA anfallt. Das Vorliegen einer Iyti-

schen Infektion beim MC wurde durch weitere Arbeiten bestétigt.2>3%76.98.143

Durch den Nachweis der 0.g. Gene und die Analyse ihrer Funktion kdnnen Hinweise

fur die Pathogenese des KSHV-assoziierten M. Castleman gewonnen werden.
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Bereits vor der Entdeckung des KSHV wurde die Dysregulation des IL-6 bei MCD als
ursachlicher Faktor in der Pathogenese erkannt.®®> Physiologischerweise reguliert IL-
6 das Immunsystem, bewirkt die Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen und
fuhrt zur Ausschittung von akute Phase Proteinen (z.B. CrP). Es spielt zudem eine
wichtige Rolle in der Angiogenese via Induktion von VEGF.”%'"* Auf die erhdhten
Serum-IL-6 Spiegel werden daher vor allem die Plasmozytose, Hypergamma-
globulindmie und das Fieber bei MC Patienten zuriickgefiihrt.8114° Belegt wird die-
ser Zusammenhang auch durch klinische Untersuchungen, bei denen diese Symp-
tome bei MC Patienten durch eine Therapie mit monoklonalen Antikbrpern gegen IL-
6 bzw. den IL-6-Rezeptor zum Abklingen gebracht werden.®*'*® Die Entdeckung ei-
nes humanen IL-6 (hulL-6) Homologes im Genom des KSHYV ist daher von grolem
Interesse, zudem Zellproliferations-Analysen u.a. an IL-6 abhangigen humanen Mye-
lom- und PEL-Zellen groRe Gemeinsamkeiten zwischen den beiden IL-6 Homologen
aufdeckten. 8192’

Das VvIL-6 wirkt ebenso wie hulL-6 Uber die gp130-Untereinheit des IL-6R."1%?° Die
Wirkung am Rezeptor ist aber im Gegensatz zu hulL-6 unabhangig von der gp80-
Untereinheit. Die Signalweiterleitung verlauft bei beiden IL-6 Uber eine Tyrosin Kina-
se (JAK) mit der signal transducers and activators of transcription (STAT) phosphori-
liert werden. So kann vIL-6 die Transkription von Genen beeinflussen.'? Interes-
santerweise konnte gezeigt werden, dass Antikorper gegen die gp80-Untereinheit die
Wirkung von hulL-6 nicht aber von vIL-6 inhibieren."” Da an der gp80-Untereinheit
Interferon-a ansetzt, um den Zellzyklus zu stoppen, kann sich das Virus so der IFN-a
induzierten Immunabwehr entziehen. Dies wurde an PEL-Zellen demonstriert.™’
Durch diesen Mechanismus kann das KSHV im Koérper persistieren und die Produk-
tion des Virus unterstiitzen, indem es das Uberleben der infizierten Zelle verlangert.
Ein weiterer pathogenetisch relevanter Aspekt des vIL-6 ist die Induktion von vascu-
lar endothelial growth factor (VEGF), wie an Mausen gezeigt werden konnte.?""® Ei-
ne erhdhte VEGF-Expression in den Keimzentren mit vermehrter Vaskularisation bei
MCD waren zuvor beschrieben worden ohne aber die Ursache zu kennen.'® Unter
dem Aspekt, dass vIL-6 die Bildung von VEGF induziert, kdnnte dieses wichtige his-
tologische Merkmal des MCD der KSHV- Infektion zugeschrieben werden.

Ebenfalls an Mausen konnte die Wirkung von vIL-6 auf die Hamatopoese belegt

werden. Wenn Mausen vIL-6 injiziert wurde, so zeigten sie eine massive Plasmozy-
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tose mit polyklonaler Hypergammaglobulindmie und eine verstarkte Hamatopoese
aller Reihen, ahnlich den histologischen und Laborbefunden bei MCD Patienten.?’
Desweiteren induziert vIL-6 die Produktion von hulL-6 in verschiedenen Zelllinien, so
dass hieraus die beschriebene IL-6- Dysregulation mit erhéhten IL-6 Plasmaspiegeln
bei MCD-Patienten entstehen kdnnte.'*%14°

Die hier ausgefuhrten Forschungsergebnisse zeigen wie das vIL-6 zu den histologi-
schen Charakteristiken des MCD, namlich der Plasmozytose und der vermehrten
Vaskularisation (via VEGF) fUhren kann. Inwieweit die Veranderungen auf viL-6 al-
lein oder aber auf hulL-6 bzw. deren Kombination zurtckzufuhren sind, bleibt zu kla-

ren.

Aber auch die anderen KSHV-kodierten Proteine kdnnen zu Veranderungen fuhren,
die beim M. Castleman auftreten. So kann das virale macrophage inflammatory pro-
tein-1a (vMIP-1a) als Chemokin und Homolog zu humanen MIP-1a eine angiogeneti-
sche Wirkung entfalten.?*?® Es konnte gezeigt werden, dass es die Expression von
VEGF stimuliert.”®® Somit kann es im Zusammenspiel mit vIL-6 zur vermehrten Vas-

kularisation der Keimzentren bei MCD beitragen.

Fur virales latency-associated nuclear antigen (vLANA) konnten mehrere Funktionen
identifiziert werden. Zum einen tragt es zur Replikation des KSHV bei, indem es die
episomale (zirkulare) DNA des Virus an die zellulare DNA wahrend der Interphase
und Mitose bindet und diese so vor einem Abbau schiitzt."*® Zum anderen interagiert
es mit zwei wichtigen Tumorsuppressorgenen, dem p53 und dem Retinoblastom Pro-
tein (pRB), und kann so effektiv die Apoptose der KSHV infizierten Zellen inhibie-
ren.'®"12 Desweiteren konnte gezeigt werden, dass VLANA eine Zunahme der zellu-
laren IL-6 Produktion bewirkt, indem es an den IL-6-Promotor bindet und Uber die
AP1 Signalkaskade (entsprechend der JNK) eine vermehrte Transkription indu-
ziert. '

Ein weiteres Gen mit Homologie zu einem humanen Gen ist das vCyclin D1.2%%7" Es
bildet wie die humanen D-Cycline mit einer Cyclin-dependent Kinase (cdk6) einen
Kinase Komplex und wirkt inhibitorisch auf das pRB.”®"" Interessant ist, dass der
Komplex resistent gegen die regularen Inhibitoren der Cycline ist, so dass eine pRB
unabhangige Progression des Zellzyklus Uber die G4-Phase hinaus in den KSHV infi-

zierten Zellen induziert wird."" In vitro konnte dies an Fibroblasten demonstriert wer-
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den." So tragt die Expression von vCyclin méglicherweise zur Persistenz des Virus

und einer Vermehrung der infizierten Zellen im Organismus bei.

Der virale transmembrandse G-protein coupled receptor (vVGPCR) ist nahe verwandt
mit den humanen IL-8-Rezeptoren.”’ Sein Vorhandensein ist essentiell fiir die Akti-
vierung latent infizierter Zellen zu einer lytischen Infektion durch Chemokine.'* Sein
onkogenes Potential wurde an transgenen Mausen demonstriert, bei denen KS-
ahnliche Lasionen durch vVGPCR ausgeldst werden konnten.?® Uber den Rezeptor
konnen mehrere Signalkaskaden aktiviert werden (u.a. IP-Phospholipase C,
JNK/SAPK und p38MAPK) und so die Expression von VEGF induzieren.?®>? Da aber
nur wenige Zellen vGPCR exprimieren, entsteht seine transformatorische Wirkung
(iber parakrine Effekte.’®>"'%® In dieser Arbeit konnte die nur geringe Expression von

vGPCR im M. Castleman demonstriert werden.

Zuletzt soll die mogliche Funktion des viralen FLICE-inhibitory protein (vFLIP) be-
leuchtet werden. Als virales Homolog zu zellularen FLIPs, die vor allem in Muskel-
und lymphoiden Geweben exprimiert werden, kann es die infizierten Zellen der durch
Fas (CD95) mediierten Apoptose entziehen.' "2 Des weiteren kann es NFkB induzie-
ren, das als Transkriptionsfaktor die Expression von Zytokinen, MHC-Genen und
Zelladhasionsmolekulen reguliert.157 Durch diese Funktionen kann vFLIP zur Persis-

tenz des Virus im Organismus beitragen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass das KSHV eine Vielzahl von Genen ko-
diert, die das Zellwachstum durch einen Eingriff in den Zellzyklus aktivieren, sowie
die Apoptose durch p53, pRB und CD95 inhibieren, die in B-Zellen eine plasmazellu-
lare Differenzierung induzieren kdnnen und die Angiogenese via VEGF stimulieren.
Da diese Gene in der vorliegenden Arbeit bei KSHV positiven M. Castleman nach-
gewiesen werden konnten, kdnnen die histologischen Veranderungen beim M. Cast-
leman (Plasmozytose, vermehrte Vaskularisation, polyklonale Gammopathie) mit der
KSHYV Infektion in Zusammenhang gebracht werden.

Klinische Untersuchungen zeigten, dass die Prognose des KSHV positiven MCD
schlechter ist als bei der KSHV negativen Variante.?*>°21% Besonders HIV+ Patienten
sind gefahrdet einen KSHV positiven MCD zu bekommen.'®"° Unter highly active

antiretroviral therapy (HAART) kam es zum Auftreten bzw. zur Progression des MCD
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mit einer sehr schlechten Prognose.’®®'®! Ursachlich hierfiir kénnte das Entstehen
von Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL) sein, die signifikant haufiger bei HIV+ MCD
Patienten auftreten (15-fach) als in der HIV+ Population ohne MCD."™" Im Vorder-
grund stehen hierbei KSHV assoziierte Erkrankungen, wie das bereits erwahnte
plasmablastische B-Zell-Lymphom, klassisches PEL und PEL-ahnliche Tumoren.
99110137 |n einer weiteren Studie von Dupin et al. mit MCD Patienten starben 4 von 13
Patienten innerhalb 9 Monate nach Diagnosestellung eines KSHV positiven M. Cast-
leman an einem KSHV positiven plasmablastischen Lymphom.115 Der Phanotyp der
Plasmablasten bei MCD und dem Lymphom stimmte tberein (IgMA, EBV-).""® Das
plasmablastische Lymphom geht mit einer extrem schlechten Prognose einher, so-

dass ein rasches therapeutisches Vorgehen erforderlich ist. 11> 137162

Bezuglich der lokalen Immunreaktion auf die KSHV Infektion konnte in dieser Arbeit
mittels IH eine Verschiebung der normalen 2:1 Relation der CD4+T-Helfer-Zellen zu
den CD8+T- Zellen demonstriert werden. In den KSHV positiven M. Castleman konn-
ten CD8+T-Zellen bis zu 8mal haufiger als CD4+T-Zellen nachgewiesen werden. Im
Mittel betrug das Verhaltnis 1:4 der CD4+:CD8+T-Zellen. Diese zytotoxische T-Zell-
Reaktion konnte in den KSHV negativen Fallen nicht identifiziert werden. Sie stellt
offenbar die antivirale Reaktion des Organismus auf die KSHV-Infektion dar, kann
allerdings auch Ausdruck einer zytotoxischen Reaktion auf die HIV-Infektion sein. So
wurde bereits fur andere Herpesviren (z.B. HSV-1, EBV) eine zytotoxische T-Zell-
Reaktion, die MHC-I und Interferon-y (IFN-y) vermittelt zur Apoptose der infizierten
Zelle fihrt, als typische Antwort des Organismus auf die Infektion

beschrieben. 163164165

In dieser Arbeit konnten weitere Hinweise auf den Zusammenhang der KSHV-
Infektion mit der Pathogenese des M. Castleman aufgezeigt werden. Die KSHV infi-
zierten Zellen liegen grofdtenteils in der Mantelzone der Follikel. Ihr ungewohnlicher
Phanotyp (CD38+, MUM1+, J-Kette+, CD20-, CD138-, VS38c-, CD79a-, IgM+, A-
leichte Kette+, EBV-) kennzeichnet sie als Plasmablasten, aus denen wahrscheinlich
durch monoklonale Expansion ein neuartiges Lymphom entstehen kann. Es liegt eine
teils lytische Infektion der Zellen durch das KSHV vor, wie durch die Analyse des
Genexpressionsmusters gezeigt werden konnte. Die Zellen exprimieren sowohl die

latenten Gene VLANA, vFLIP und vCyclin D1 als auch lytische Gene wie VIL-6,
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VGPCR, vMIP-1a und vMCP. Da diese Gene Homologien zu humanen Genen bzw.
zu Genen bekannter onkogener Herpesviren (HSV und EBV) aufweisen, die in den
Zellzyklus, die Apoptose, Angiogenese und Hamatopoese eingreifen, wird dem
KSHV ein transformierendes Potential zugesprochen. Nach Analyse der Funktion
der Gene konnte das Virus sowohl die histologischen Veranderungen des M. Cast-
leman (Plasmozytose, hyperplastische Follikel, vermehrte Vaskularisation interfolliku-
lar und in den Keimzentren) als auch die klinischen und laborchemischen Verande-
rungen (Fieber, generalisierte Lymphadenopathie, erhdhte BSR und polyklonale Hy-
pergammaglobulinamie) induzieren. Unbeantwortet ist die Frage, wieso das KSHV
beim M. Castleman nahezu ausschlieRlich IgMA exprimierende B-Zellen befallt. Zur

Klarung dieser Frage sind sicherlich weitere Studien erforderlich.
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5 Zusammenfassung

Die seltene lymphoproliferative Erkrankung, der Morbus Castleman (MC), tritt in sei-
ner multizentrischen und plasmazellreichen Form gehauft bei Patienten mit den
KSHV-assoziierten Erkrankungen Kaposi-Sarkom (KS) und primares Erguf3 Lym-
phom (PEL) auf. Gegenstand der vorliegenden Arbeit war es, die moglichen Zielzel-
len der KSHV-Infektion beim MC, deren Phanotyp und Genexpressionsmuster zu

charakterisieren, um Einsichten in die Pathogenese dieser Erkrankung zu gewinnen.

Durch ein initiales Screening mittels hochsensitiver PCR wurde das KSHV in 14%
der MC Falle nachgewiesen. Mit morphologischen Methoden (Immunhistologie und
in situ Hybridisierung) konnte die virale Infektion blastaren lymphatischen Zellen im
Follikelmantel zugeordnet werden. Doppelmarkierungen zeigten einen ungewohnli-
chen Phanotyp der infizierten Zellen mit Expression von Plasmazellmarkern wie
MUM1, CD38 und der J-Kette bei uberwiegend fehlendem Nachweis von CD20 und
CD3 sowie monotypischer Expression von IgMA. Das Genexpressionsmuster war
charakterisiert durch eine starke Expression von vLana, vCyclin D1, vIL-6 und vFLIP
bei variablem und schwacherem Nachweis von vGPCR, vMIP-1a und vMCP. Dieses
Muster belegt eine haufige lytische KSHV-Infektion beim MC im Gegensatz zum KS
und PEL, die durch eine vorherrschend latente Infektion charakterisiert sind.

Das nachgewiesene Expressionsmuster kann eine Reihe von typischen histologi-
schen Befunden des MC erklaren. viL-6 kann durch Bindung an den humanen IL-6R
die Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen induzieren, so dass die reaktive
Plasmozytose des MC durchaus Folge einer starken vIL-6 Sekretion sein kann. vIL-
6, VGPCR und vMIP-1a induzieren eine Expression von VEGF, einem Wachstums-
faktor von Endothelien. Die Expression dieser viralen Cytokine kann somit die ver-
mehrte Vaskularisation beim MC erklaren. Offen blieb die Frage, wieso das Virus
lymphatische Zellen mit monotypischer Expression von IgMA befallt, obwohl nach
Daten der Literatur hier keine klonale lymphatische Erkrankung vorliegt.
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7 Anhang

7.1 Reagenzien und Losungen

Reagenzien und Losungen fiir die Polymerase Kettenreaktion

-Aqua dest.

-Ethanol (unvergallt, Hausmarke)

-Xylol (Hausmarke)

-ATL Puffer (QIAmp® DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden, D)

-Proteinase K (QIAmp® DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden, D)

-AL Puffer (QIAmp® DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden, D)

-AW Puffer (QIAmp® DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden, D)

-AE Puffer (QIAmp® DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden, D)

-AmpliTaq® DNA Polymerase (Perkin Elmer, Branchburg, USA)

-GeneAmp® 10x PCR Puffer: 100mM Tris-HCI, pH 8.3; 500mM KCI; 15mM MgCly;
0,01% (w/v) Gelantine (Perkin Elmer, Branchburg, USA)

-dNTP (Boehringer, Mannheim, D)

-25mM MgCl; (Perkin Elmer, Branchburg, USA)

-1x TBS: 8,7g NaCl zu 1000ml 0,05M Tris-HCI kombinieren mit 8,7g NaCl in 1000m|
Tris- Base bis pH 7,6 erreicht ist

-6% Acrylamid (Appligene, lllkirchen Graffenstaden, F)

-10x TBE: 108g Tris-Base, 55g Borsaure (Karl Roth, Karlsruhe, D) und 8,3g EDTA
ad 11 H20 (Braun, Melsungen, D)

-Ethidiumbromid: 30ul 1%ige Stammldosung (Serva, Heidelberg; D) auf 100ml TBE-
Puffer

Reagenzien und Losungen fiir die Herstellung der cRNA Sonden

-Aqua bidest.

-Depc (Diethylpyrocarbonat, Sigma, Deisenhofen, D)

-Depc-H,0O: auf 500ml Aqua bidest. 0,1ml Depc, gut schuitteln, 1 Std. inkubieren,
autoklavie-ren

-**S]-UTP (37MBq, New England Nuclear: Du Pont NEN, Boston, Massachusetts,
USA)

-RNA Polymerasen Sp6, T3 und T7 (GIBCO-BRL, Eggenstein, D)

-5x Transkriptionspuffer (GIBCO-BRL, Eggenstein, D)
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-3x rNTP: je 1yl ATP, CTP und GTP aus 100mM Stammlosung (Amersham
Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sv) in 7ul Depc-H,0 lésen

-RNAsin Placental Ribonuclease (Promega, Madison, Wisconsin, USA)

-DNasel, RNase frei (Promega, Madison, Wisconsin, USA)

-Hefe (yeast)-t-RNA: 50mg y-t-RNA (GIBCO-BRL, Eggenstein, D) in 1ml Depc-H,O
I6sen, in 10ul-Aliquots bei —20°C lagern

-Ethanol (vergallt, Hausmarke)

-Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol ultrapure (GIBCO-BRL, Eggenstein, D)

-0,1M Dithiothreitol Stammlosung: 154mg DTT (Biomol, Hamburg, D), 10ul 0,5M
EDTA und Depc-H,O auf 10ml fullen, pH 6,0 einstellen, in 0,1ml Aliquots bei —20°C
lagern

-0,5M EDTA pH 8,0: 73,1g EDTA (Serva, Heidelberg, D) in 500ml Aqua bidest.
|I6sen, NaOH-Platzchen (Merck, Darmstadt, D) hinzugeben und ruhren bis alles
geldst ist, mit 0,2ml Depc autoklavieren, pH 8 mit 1N NaOH einstellen

-3M Natriumacetat pH 6: 24,61g NaAc (Merck, Darmstadt, D) in 100ml Aqua bidest.,
mit Essigsaure (Merck, Darmstadt, D) pH 6.0 einstellen, 0,1ml Depc hinzugeben,
autoklavieren

-1M Natriumhydrogencarbonat: 0,84g NaHCO3; (Merck, Darmstadt, D) in 10ml Depc-
H,0 lésen, zu 1ml aliquotieren

-1M Natriumcarbonat pH 10,2: 1,06g Na,CO3; (Merck, Darmstadt, D) in 10ml Depc-
H20 losen, pH 10,2 mit Natriumhydrogencarbonat einstellen, in 1ml Aliquots lagern
-Hydrolysepuffer (80mM NaHCO3/120mM Na,CO3/10mM DTT) : 50ul (pro 50pl
Sondenansatz) enthalten 4pl 1M NaHCOg3, 6ul 1M NayCOs, 5ul 0,1M DTT und 34,54l
Depc-H,0O

-Stoppuffer (0,2M  NaAc/1% Essigsaure/10mM DTT) : 100ul (pro 100pl
Sondenansatz) ent-halten 6,6yl 3M NaAc pH 6, 1pyl 100% Essigsaure, 10ul 0,1M
DTT und 82,4pl Depc-H,O

Reagenzien und Losungen fiir die Behandlung der Paraffinschnitte vor der

Hybridisierung

-Aceton (Hausmarke)

-APES (Aminopropyltriethoxysilane, Sigma, Deisenhofen, D)
-Ethanolreihe (30%, 70%, 90%, 100% mit Depc-H,O verdunnt)
-Essigsaureanhydrid p.a. (Merck, Darmstadt, D)
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-10x PBS (1,3M NaCl/70mM Na;HPO4/30mM NaH,PO4) pH 7,2: 2,6g NaH,PO4
(Merck, Darmstadt, D), 6,22g Na;HPO,4 (Merck, Darmstadt, D) und 38g NaCl (Merck,
Darmstadt, D) in 500ml Aqua bidest. I6sen, 0,2ml Depc inkubieren und autoklavieren;
pH 7,2 mit TN NaOH einstellen

-4% PFA/1x PBS pH 7,0: 20g Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt, D) in 500ml 1x
PBS (50ml 10x PBS mit 450ml Depc-H,O) auf der Heizplatte bei 70°C so lange
ruhren bis die Lésung klar ist, pH 7,0 mit 1N NaOH oder HCI einstellen

-0,2N Salzsaure: 100ml 1N HCI (Merck, Darmstadt, D) ad 500m| Depc-H,O
-Pronase: 1g Pronase (Roche, Mannheim, D) wird in 8ml Depc-H,O (125mg/ml)
gelést und 4 Stunden bei 37°C im Wasserbad vorverdaut, d.h. kontaminierende
Enzyme werden zerstort, die Losung wird aliquotiert, lyophilisiert und bei —20°C
gelagert; zum Gebrauch wird mit 1x PBS pH 7,2 eine Endkonzentration von
0,5mg/ml hergestellt.

-0,1M Glycin/1x PBS pH 7,4: 37,5g Glycin (Serva, Heidelberg, D) ad 500ml| 1x PBS,
0,2ml Depc hinzugeben, inkubieren und autoklavieren; pH 7,4 mit NaOH einstellen,
im Kuhlschrank lagern

-0,1M Triethanolamin pH 8,0: 1,33ml Triethanolamin Base (Sigma, Deisenhofen, D)
in 80ml Depc-H,O l6sen, pH 8 mit 1N HCI einstellen, auf 100ml mit Depc-H,0

auffullen

Reagenzien und Losungen fiir die Hybridisierung

-Formamid, ionisiert (Merck, Darmstadt, D)

-Formamid, deionisiert pH 7,0: 400ml Formamid mit 50g lonenaustauscher AG 501
X8 D Resin (BioRad, Richmond, Kalifornien, USA) deionisieren, pH prufen, ggf. mit
neuem Austauscherharz wiederholen, steril filtrieren, in 1ml-Aliquots bei —20°C
lagern

-5M NaCl: 146g NaCl (Merck, Darmstadt, D) in 500ml Aqua bidest. 16sen, 0,2ml
Depc zugeben, autoklavieren

-1M Tris-HCI: 799 Tris-HCI (Sigma, Deisenhofen, D) in 500m| Depc-H20 l6sen

-1M Tris-Base: 60,7g Tris-Base (Sigma, Deisenhofen, D) in 500ml Depc-H20 l6sen,
beide Tris- Lésungen mischen bis gewinschter pH-Wert erreicht ist

-1M NaPO, pH 6,8: mischen aus 1M NaH,PO4 und 1M Na,HPQO, bis pH 6,8 erreicht
ist, 0,2ml Depc zugeben, autoklavieren
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-100x Denhardt’s Losung: 0,2g Ficoll 400 (Sigma, Deisenhofen, D), 0,2g
Polyvinylpyrrolidone (PVP, Sigma, Deisenhofen, D), 0,2g BSA Fraktion V in Depc-
H,O ad 10ml I16sen, durch Miliporefilter filtrieren, zu 1ml aliquotieren

-10x Salze: 500ml 10x Salze setzen sich aus 300ml 5M NacCl, 50ml 1M Tris-HCI pH
7,5, 50ml 1M NaPO4 pH 6,8, 50ml 0,5M EDTA pH 8,0, 45ml Depc-H,O und 5ml 100x
Denhardt’s zusammen

-50% Dextransulfat: 25g DexSO,4 (Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sv) in
25ml Depc-H,O im Wasserbad bei 80°C losen, vortexen, erneut 25ml Depc-H,0O
zugeben, mixen, bei —20°C lagern

-Hybridisierungspuffer: 1ml enthalten 500ul deion. Formamid, 125ul 10xSalze, 100pl
0,1M DTT, 25ul Hefe-t-RNA und 250ul 50% Dextransulfat

-Sondenmix: 100yl Sondenmix enthalten 50ul deion. Formamid, 10yl 0,1M DTT,
300.000cpm Aktivitat pro OT in x yl und (40-x)ul Depc-H,0O

-Hybridisierungsgemisch: Hybridisierungspuffer und Sondenmix im Verhaltnis 4:1

Reagenzien und Losungen fiir das Posthybridisierungswaschen
-Posthybridisierungs- Waschlosung (50% Formamid/1x Salze/10mM DTT): 1000ml
Waschlosung enthalten 500ml deion. Formamid, 100ml 10x Salze, 1,6g DTT und

deionisiertes H,O

-RNase A: 100mg RNase A (Roche, Mannheim, D) in 10ml Depc-H,O Iésen, zu 1mi
aliquotieren, 2 min im Wasserbad bei 100°C kochen, damit kontaminierende Enzyme
zerstort werden, bei —20°C lagern

-10xTES pH 7,5: 1000mI 10xTES besteht aus 100ml 1M Tris-HCI pH 7,5, 20ml 0,5M
EDTA, 289g NaCl und deionisiertem H,O, pH kontrollieren

-20xSSC  pH 7,0: 1000mlI 20xSSC enthalten 175g NaCl und 88g
Trinatriumcitratdinydrat (Nas-Citrat, Merck, Darmstadt, D) in deionisierten H,O

-7,5M Ammoniumacetat pH 7,5: 57,8 NHs-Acetat (p.a. Merck, Darmstadt, D) in
100ml Aqua deion. 16sen, pH 7,5 mit Essigsaure einstellen

Reagenzien und Losungen fiur die Autoradiographie
-G5 Fotoemulsion (lIford, Mobberley, GB)
-Calciumchlorid gekdrnt (CaCl,, Merck, Darmstadt, D)
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Reagenzien und Lésungen fur die Entwicklung

-Entwickler D 19 (Eastman Kodak, Rochester, New York, USA) verdunnt mit Aqua
dest. auf 50%

-Fixierer 3000 Losung A (Eastman Kodak, Rochester, New York, USA) verdunnt mit
Aqua dest. auf 25%

Reagenzien und Losungen fiir die HE-Farbung

-Meyer’s Hamalaunlésung (Merck, Darmstadt, D)
-Eosin Y (Sigma, Deisenhofen, D)

-Kaiser’s Glyceringelatine (Merck, Darmstadt, D)

Reagenzien und Losungen fiir die einfache radioaktive in situ Hybridisierung

mit Micrococcus nuclease und DNasel

-1mg/ml Micrococcus nuclease (Roche, Mannheim, D) gel6st in 10ul 1M Tris-HCI pH
8,8, 1ul 1M CaCl, und 989ul Depc-H,O

-500ug/ml DNasel (Promega, Madison, Wisconsin, USA)

-Lachssperma (Roche, Mannheim, D)

-1M Calciumchlorid: 7,5533g CaCl, (Sigma, Deisenhofen, D) ad 100ml Depc-H,O
-1M Magnesiumchlorid: 5,9765g MgCl, (Merck, Darmstadt, D) ad 100ml Depc-H2O
-Micrococcus nuclease-Losung: 1ml Micrococcus nuclease-Losung enthalt 10ul 1M
Tris-HCI pH 8,8, 1ul 1M CaCl,, 50ul 1mg/ml Micrococcus nuclease und 939ul Depc-
H.O

-DNasel-Lésung: 1ml DNasel-Lésung enthalt 50ul 1M Tris-HCI pH 7,5, 10pl 1M
MgCl,, 200ul 500ug/ml DNasel und 740ul Depc-H,0O

-Waschlésung: 100ml Waschlésung bestehen aus 1ml 1M Tris-HCI pH 7,5, 0,4ml
0,5M EDTA und 98,6ml Depc-H,0

-Hybridisierungsgemisch: 200ul Hybridisierungsgemisch enthalten 100ul deion.
Formamid, 0,4ul 0,5M EDTA, 24ul 5M NaCl, 2ul 1M Tris-HCI pH 7,5, 8ul 50%
Dextransulfat, 2ul 10,2mg/ml Lachssperma, 4ul 50mg/ml Hefe-t-RNA, 40ul 0,1M
DTT, 500.000cpm Sonde in x pl und (19,6-x)ul Depc-H20



Genexpressionsmuster und Phénotypisierung der KSHYV infizierten Zellen beim Morbus Castleman 77

Reagenzien und Losungen fiir die einfache nicht radioaktive in situ

Hybridisierung

-Sondenmix: 100ul Sondenmix enthalten 50ul deion. Formamid, 4ul EBER 1 Sonde,
4ul EBER 2 Sonde und 42ul Depc-H,0

-10x TBS (0,5M Tris/1,5M NaCl) pH 7,6: 87g NaCl in 0,5M Tris-HCI und 87g NaCl in
0,5M Tris-Base l6sen, beides kombinieren bis pH 7,6 erreicht ist

-RPMI 1640 (1x konz., Seromed, D) pH 7,5 mit Tris-Base einstellen

-Fa- Fragment (anti-Digoxigenin, Roche,Mannheim, D) , 1:200 mit 1x RPMI verdunnt
-10x APAAP Entwicklungspuffer (E-Puffer, 0,5M Tris/1,5M NaCl) pH 8,8: siehe 10x
TBS

-0,2M 2-Amino-2-Methyl-1,3-Propandiol (Merck, Darmstadt, D)

-Levamisole (Sigma, Deisenhofen, D)

-Naphtol-AS-Biphosphat (Sigma, Deisenhofen, D)

-N,N-Dimethylformamid (DMF, Merck, Darmstadt, D)

-Natriumnitrit (NaNO3, Sigma, Deisenhofen, D)

-Neufuchsin Stammlésung: 5g Neufuchsin (Merck, Darmstadt, D) in 100ml 2N HCI
I6sen, in dunkler Flasche bei 4°C lagern

-L6sung A (100ml): 70ml 1x E-Puffer, 25ml Propandiol und 40mg Levamisole
-Lésung B (100ml): 50mg Na-AS-Bi-P in 0,6ml DMF I6sen

-Losung C (100ml): 20mg NaNOs, 0,5ml Aqua dest. und 0,2ml Neufuchsin

-Lésung C in Losung A geben, mischen, Losung B dazu, pH 8,8 mit 2N HCI

einstellen, filtrieren, pH kontrollieren, sofort verwenden

Reagenzien und Losungen fiir die sequentielle APAAP-IH und radioaktive ISH
-Hefe (Yeast, 50mg/ml)

-Humanserum

-R1: 1ml 1x RPMI und 50ul Hefe, zur Verdlinnung der primaren Antikorper und des
APAAP-Komplexes (Maus anti-alkalische Phosphatase-AK und alkalischer
Phosphatase)

-R2: 900pl R1 und 100pl Humanserum, zur Verdlinnung des Bruckenantikorpers

(Kaninchen anti-Maus AK)
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Reagenzien und Loésungen fur die sequentielle Peroxidase IH und radioaktive
ISH

-30% Wasserstoffperoxid (H202, Merck, Darmstadt, D)

-EPOS-System (DAKO, Hamburg, D)

-Diaminobenzidin (DAB, DAKO, Hamburg, D)




Genexpressionsmuster und Phénotypisierung der KSHYV infizierten Zellen beim Morbus Castleman

79

7.2 Abkiirzungen

Abb.
AK
APAAP
APES
Aqua dest.
BLIMP1
BSA
BSG
CD
cDNA
cpm
cRNA
DAB
Depc
DMF
DNA
DNase
DTT
EBER
EBV
EDTA
EPOS
FDC
HHV 8
HIV

Abbildung

Antikorper

Alkalische Phosphatase anti-alkalische Phosphatase
Aminopropyltriethoxysilane

Destilliertes Wasser (Aqua destillata)
B-Lymphozyten induziertes Maturation Protein 1
Rinderserum Albumin (bovine serum albumin)
Blutsenkungsgeschwindigkeit

cluster of differentiation

Komplementare DNA (complementary DNA)
Zahlrate pro Minute (counts per minute)
Komplementare RNA (complementary RNA)
Diaminobenzidin

Diethylpyrocarbonat

Dimethylformamid

Desoxyribonukleinsaure (deoxyribonucleic acid)
Desoxyribonuklease

Dithiothreitol

EBV kodierte RNA (EBV encoded RNA)
Epstein-Barr Virus
Ethylendiaminotetraessigsaure

Enhanced Peroxidase One-Step Staining
Follikulare dendritische Zelle (follicular dendritic cell)
Humanes Herpesvirus 8

human immunodeficiency virus

Immunhistologie

Immunglobulin

in situ Hybridisierung

Kilobasen

Kaposi Sarkom
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KSHV

M.

MC
MCD
MZ

oT
PBS
PCR
PFA
RE
RNA
RNaseA
RNAsiIn
rpm
RPMI
RT
SSC
t-RNA
vCyclin
vFLIP
vGPCR
vIL-6
VLANA
vMCP 1
vMIP-1a

Kaposi Sarkom-assoziiertes Herpesvirus (Kaposi's sarcoma-
associated herpesvirus)

Morbus

Morbus Castleman

Multicentric Castleman’s disease

Mantelzone

Objekttrager

Phosphat gepufferte Kochsalzlésung (phosphate buffered saline)
Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Paraformaldehyd

Restriktionsenzym

Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

Ribonuklease Typ A

Ribonuklease Inhibitor

Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)
Rosewell Park Memorial Institute-Medium
Raumtemperatur

Kochsalz/Natriumzitrat-Puffer (standard saline citrate)
Transfer-Ribonukleinsaure

virales Cyclin D1

viral fas-ligand ICE inhibitory protein

viral G-protein coupled receptor

virales Interleukin 6

viral latency associated nuclear antigen

viral major capsid protein

viral macrophage inflammatory protein
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7.4 Lebenslauf
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