1. Einleitung
1.1. Epstein-Barr-Virus

1.1.1. Entdeckung des Epstein-Barr-Virus
1958 beschrieb Dennis Burkitt erstmals ein Lymphom, welches gehé&auft

(.endemisch®) in den tropischen Regionen Ugandas auftratl. Schon
damals wurde eine infektiose Genese dieses Tumors vermutet. 1964
entdeckten Epstein, Achong und Barr in der Zellkultur dieses nach dem
Erstbeschreiber benannten  Burkitt-Lymphoms  mittels Elektronen-
mikroskopie ein Virus. Es sollte sich als ein bislang nicht beschriebenes

Herpes-Virus herausstellen und das erste humane Tumor-Virus sein, das

identifiziert werden konnte2. Epstein, Achong und Barr konnten das Virus
in allen Zellen dieses Lymphoms und in allen Féllen dieses endemischen
Typs nachweisen und postulierten einen Zusammenhang zwischen der
Infektion und der Entstehung des Tumors. Nach Epstein und Barr wurde
dieses Virus als ,Epstein-Barr-Virus“ (EBV) oder auch ,Humanes
Herpesvirus 4* benannt.

1965 beschrieben Dorfmann und Wright in den USA und GroR3britannien

Lymphome, die dem endemischen afrikanischen Burkitt-Lymphom

morphologisch vollstandig glichen3-4. Lediglich in der Lokalisation und in
den epidemiologischen Eigenschaften unterschieden sich diese Tumoren
von ihren afrikanischen Aquivalenten. Spater sollte sich herausstellen,

dass auch diese Tumoren mit EBV vergesellschaftet sind, jedoch sehr viel

seltener als der afrikanische Typ®:6.

Drei Jahre spater, 1968, wurde EBV als Erreger der Infektibsen

Mononukleose (IM) identifiziert”. Die technischen Assistentinnen im Labor
der Entdecker dienten hier als unfreiwillige Versuchsobjekte, indem sie
sich wahrend der Arbeit mit infektiosem Material infizierten und an IM

erkrankten. In den 80er Jahren schliel3lich fand man das Virus durch



verbesserte Nachweisverfahren gehauft in Non-Hodgkin-Lymphomen und

oraler haariger Leukoplakie von AIDS-Erkrankten8.9.
Seither konnte das EBV in unterschiedlicher Haufigkeit und
unterschiedlichen epidemiologischen Zusammenhangen in zahlreichen

weiteren malignen Erkrankungen nachgewiesen werden.

1.1.2. Krankheitsbilder

EBV tritt ubiquitar auf. Insgesamt sind mehr als 90% aller Menschen

weltweit mit EBV infiziert10. EBV wird hauptsachlich durch den Speichel

Ubertragen. Der Weg Uber Blutprodukte, Knochenmark- und

Organtransplantationen ist ebenfalls beschriebenll.

Bei der Beschreibung der mit EBV assoziierten Erkrankungen kann man
zwei verschiedene Szenarien voneinander abgrenzen: Die Primarinfektion
mit dem Virus einerseits und andererseits Erkrankungen, die nach einer
latenten Infektion mit EBV in Verbindung gebracht werden.

Findet die Primarinfektion in jungen Jahren statt, zeigen sich in der Regel
keine oder nur unspezifische Krankheitssymptome. Anders hingegen,
wenn sich die Priméarinfektion bis ins Jugend- oder frihe Erwachsenenalter
hin verschiebt, wie das in entwickelten Landern haufig der Fall ist. In
diesen Landern findet die Primarinfektion mit EBV haufig im Pubertatsalter
statt, in dem junge Erwachsene die Grenze des Korperkontaktes uber ihre
Familie hinaus ausweiten und sich so durch Speichelkontakt infizieren.
Dann kann ein als ,Infektiose Mononukleose” (IM) oder ,Pfeiffersches
Drusenfieber” bezeichnetes Krankheitsbild auftreten, welches wegen des
Ubertragungsweges passenderweise auch ,kissing disease* genannt
wird12,

In den letzten Jahren wiesen serologische und molekularbiologische
Erkenntnisse zunehmend in die Richtung, dass das Epstein-Barr-Virus mit
zahlreichen malignen Erkrankungen assoziiert ist. Neben dem Burkitt
Lymphom werden nun auch andere Non-Hodgkin-Lymphome (bei
intaktem und eingeschranktem Immunsystem), der M. Hodgkin,

Nasopharynxkarzinome, lymphoepitheliale Tumoren, Magenkarzinome und
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Leiomyosarkome bei Immunsuppression pathogenetisch mit EBV in

Verbindung gebracht.

1.1.2.1. Infektiose Mononukleose

Abh&ngig von soziokulturellen Umstdnden gibt es gravierende
Unterschiede im Zeitpunkt der Primarinfektion mit EBV. In Regionen mit
schlechten hygienischen Verhaltnissen und engem zwischenmenschlichen
Kontakt bei beengten Wohnverhéltnissen, findet die Priméarinfektion schon
sehr fruh im Kindesalter statt. So konnte beispielsweise in Uganda gezeigt

werden, dass uber 80% der Kinder schon vor dem ersten Lebensjahr mit

EBV infiziert sind13. In entwickelten Landern verzégert sich die Infektion

hingegen. Beispielsweise sind in den USA nur 45% der Kinder im Alter von

einem Jahr seropositivl4. Die Bedeutung dieser unterschiedlichen
Zeitpunkte liegt in der verédnderten Symptomatologie der Infektion in
Abhangigkeit vom Alter bei der Primarinfektion. Infektionen im frihen

Kindesalter sind in der Regel asymptomatisch oder zeigen nur

unspezifische Symptome einer Atemwegserkrankungl®. Je mehr sich die
Infektion jedoch bis zum hoheren Kindes- oder Jugendalter verschiebt, um
so hoher ist die Wahrscheinlichkeit, eine symptomatische Erkrankung in
Form der Infektiosen Mononukleose (IM) zu entwickeln. Je nach

Untersuchung zeigt sich dieses Krankheitsbild dann bei 25% bis 75% der

Infizierten12,16,17  Die Erkrankung zeigt eine typische Symptomtrias aus
fieberhafter Angina tonsillaris/Pharyngitis, Lymphknotenschwellung und
typischem Blutbild mit mononukledren Zellen und Virozyten (Reizformen
der T-Lymphozyten). Komplikationen wie Splenomegalie, petechiale
Blutungen am Gaumen und Hepatomeglie kommen jeweils in 10% der
Falle vor. Seltene Komplikationen sind die hamolytische Anamie,
Thrombozytopenie, aplastische Anamie, Myokarditis, Hepatitis, genitale
Ulcerationen, Milzrupturen, Hautausschlag, neurologische Komplikationen
(Guillain-Barré-Syndrom, Enzephalitis, Meningitis).

Die meisten der Symptome der IM lassen sich durch die Proliferation von

T-Zellen als Immunantwort auf die Infektion erklaren. Obwohl die T-Zell-



Immunantwort entscheidend fur die Kontrolle der Infektion ist, gibt es

zusatzlich noch eine humorale Immunantwort: Aktivierte B-Zellen

produzieren polyklonale Antikérper gegen virale Proteinel8.

1.1.2.2. EBV und Lymphome

1.1.2.2.1. EBV und Burkitt-Lymphom

Das Burkitt-Lymphom (BL) ist ein hochmalignes B-Zell-Non-Hodgkin-
Lymphom (B-NHL) mit charakteristischen Eigenschaften. Die dicht
liegenden Tumorzellen bilden einen monomorphen Zellrasen. Es gehort zu
den schnellstwachsenden Tumoren Uberhaupt. Zahlreiche Apoptosen und
die  charakteristischen Kerntrimmer-Makrophagen (,,Sternhimmel-
Makrophagen®) zeigen, dass zugleich ein Teil der Tumorzellen untergeht.
In Abhangigkeit von Klinik, Assoziation mit EBV, geographischen
Besonderheiten und Kofaktoren unterscheidet man drei Typen des BL:

1. Endemisches BL

2. Sporadisches BL

3. AlIDS-assoziiertes BL

Eine Form des BL, das endemische BL, war der erste Tumor, dessen

Genese mit EBV in Verbindung gebracht wurde. Es tritt in bestimmten

Gebieten Zentralafrikas, Lateinamerikas und Papua Neu-Guineas auflS.
Betroffen sind hauptsachlich Kinder, bei denen der Tumor klassischerweise

in der Kieferregion wachst. Studien aus den 70er Jahren zeigten den

deutlichen Zusammenhang zwischen EBV und dieser Tumorentitatl9,20.
In diesen Untersuchungen konnten 93-98% aller Falle als EBV-positiv

identifiziert werden. In den Fallen mit EBV-Nachweis konnte das Virus in

allen neoplastischen Zellen nachgewiesen werden2l. Die regelmaRige
Infektion der Tumorzellen mit EBV spricht fur eine madglicherweise
wichtige Rolle des Virus bei der Genese dieses Tumors. So ist bei Kindern

aus Uganda gezeigt worden, dass ein erhohter Titer gegen EBV-



Strukturproteine mit einem erhohten Risiko einhergeht, am BL zu

erkranken22.

In anderen als den oben genannten Regionen kommt der Tumor nur
»~Sporadisch* vor. Histopathologisch gleichen sich die Typen, der
sporadische unterscheidet sich durch die Lokalisation (Abdomen versus
Kiefer), das seltenere Auftreten, grol3ere Variabilitat des Lebensalters bei

Diagnose, héhere Pravalenz bei Weillen und durch geringere Assoziation

mit EBV-Infektion vom endemische Typ23. Wahrend die Tumorzellen des

endemischen BL nahezu immer EBV-positiv sind, schwankt die EBV-

Infektionsrate beim sporadischen Typ zwischen 15 und 88% der Falle2,6.
Die AlIDS-assoziierten BL sind Uber 1000 mal haufiger als die nicht AIDS-
assoziierten sporadischen Formen. Im Gegensatz zu den anderen HIV-

assoziierten NHL treten sie schon frith im Verlauf der HIV-Immundefizienz

auf24. Je nach Entitat sind 17% bis tiber 90% der Falle EBV-infiziert25.

In den Zellen des BL findet man typische Chromosomentranslokationen:
t(8;14) oder t(8;22) oder t(8;2). Bei diesen Translokationen wird die
ursprungliche Position des Onkogens c-myc auf dem Chromosom 8
verandert. Es gelangt entweder auf das Chromosom 14 in die N&he des
Gens fur die konstante Region der schweren Kette des Immunglobulins,
oder auf die Chromosomen 2 oder 22 in die Nahe des
Immunglobulinleichtkettenloci. Durch diesen Positionswechsel wird die
Regulation des Onkogens entkoppelt, eine vermehrte Expression von c-

myc fuhrt zu einer Proliferation der betroffenen Zellen, welches eine

maligne Entartung der Zellen beguinstigtZ26.

1.1.2.2.2. EBV und Morbus Hodgkin

Der M. Hodgkin (Hodgkin’s Disease, HD) zeichnet sich durch spezifische
histologische Eigenschaften aus: In einem entzundlichen Infiltrat liegen
die wenigen malignen mehrkernigen Sternberg-Reed-Riesenzellen (RS-

Zellen) und die gro3en einzellige Hodgkin-Zellen.



In 40-60% der Hodgkin-Falle findet man EBV in den Reed-Sternberg-

Zellen. In den EBV-positiven Fallen sind immer alle RS-Zellen des

Lymphoms mit EBV infiziert2/. Die Hypothese eines Zusammenhanges
zwischen EBV und der Genese des M. Hodgkin wird neben der genannten
Infektionsrate noch durch andere Beobachtungen gestutzt: Patienten mit
M. Hodgkin haben hdhere Antikdrpertiter gegen bestimmte EBV-Antigene
als EBV-positive Kontrollpersonen ohne M. Hodgkin. Weiterhin ist eine

Infektion mit EBV mit einem 3-4 mal hdheren Risiko korreliert, an M.

Hodgkin zu erkrankenZ8.

1.1.2.2.3. Non-Hodgkin-Lymphome bei
Immunkompetenten

Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) treten mit einer Inzidenz von 4-6 pro
100.000 Personen pro Jahr auf. Entsprechend ihres zellularen Ursprungs
unterteilt man sie in B- und T-Zell-NHL (B-NHL und T-NHL).

Nur ein geringer Teil der NHL bei Immunkompetenten ist mit einer EBV-
Infektion assoziiert (im Gegensatz zu Patienten mit Immundefizit, siehe
unten). Die einzige Ausnahme bildet das endemische BL, welches, wie
oben besprochen, regelmallig mit EBV assoziiert ist.

Je nach Untersucher schwanken die Angaben Uber EBV-Infektion bei NHL.

Beziiglich der B-NHL werden Zahlen zwischen 2%29 und 13% der Falle30
genannt. Hummel et al. konnten einen Unterschied in der EBV-
Infektionsrate zwischen hoher- und niedrigmalignen Lymphomen
nachweisen30. Hohermalige Lymphome waren dreimal haufiger mit EBV
infiziert als die niedrigmalignen.

T-NHL sind haufiger mit EBV assoziiert. Hier werden abhéngig von den
Entitaten Raten zwischen 80 - 85% der Falle von angioimmunoblastischen
(lymphadenopathy-type) T-Zell-Lymphomen wund 31 - 36% der

pleomorphen T-Zell-Lymphome genannt31.

1.1.2.2.4. Non-Hodgkin-Lymphome bei

Immunsupprimierten
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Im Spatstadium der AIDS-Erkrankung kann es zu v.a. immunoblastischen
Lymphomen und Lymphomen des ZNS kommen. Es sind grof3zellige

Lymphome, mittel- oder hochmaligne, die haufig extranodal

vorkommen32.

Ca. 90% dieser ZNS-Lymphome und bis zu 70% der immunoblastischen
Lymphome sind EBV-positivZS. In den EBV-positiven immunoblastischen

Lymphomen sind alle Tumorzellen infiziert33. Im Frihstadium der
Erkrankung vor dem Auftreten eines schweren Immundefizits findet man
gehauft Lymphome vom Burkitt-Typ. Sie zeigen in der Regel eine c-myc-
Translokation.

Bei iatrogener Immunsuppression, z. B. nach Transplantationen, kann es
zu EBV-assoziierten Lymphoproliferationen kommen (,,post-transplantant
lymphoproliferative disorder”, PTLPD). Hierbei handelt es sich in der Regel
um hochmaligne immunoblastische Lymphome. Sie unterscheiden sich

von Lymphomen Immunkompetenter durch ein haufigeres Auftreten im
ZNS und durch nicht nachweisbare Klonalitat34. In Uber 95% der Falle

sind diese Tumoren EBV-positiv35.

1.1.2.3. EBV und epitheliale Tumoren

1.1.2.3.1. EBV und Nasopharynx-Karzinom

Das Nasopharynx-Karzinom (nasopharyngeal carcinoma, NPC) ist ein
Tumor, den man haufig im sudlichen China, Nordafrika und bei den

Eskimos in Alaska findet. Die Inzidenz in Sudchina liegt bei 50 pro

100.000 Personen pro Jahr36. Sporadisch findet man das Karzinom auch

in Westeuropa und den USA.

Das NPC entsteht aus den Epithelzellen des Nasopharynx. Man
unterscheidet drei histologische Typen:
e Plattenepithelzell-Typ (nach WHO Typ I)
¢ Nicht-keratinisierender Typ (nach WHO Typ I1)
e Undifferenzierter Typ (nach WHO Typ I11)
11



Nahezu alle Karzinome der Typen Il und Ill enthalten EBV in den

transformierten Epithelzellen37, nicht aber in den Lymphozyten innerhalb
des Tumors. Schon in den Fruhstadien des Tumors (Carcinoma in situ)

findet man EBV in den Epithelzellen. Dies lasst eine Infektion der Zellen

vor der malignen Entartung vermuten338.

1.1.2.3.2. EBV und Magenkarzinome

Das Magenkarzinom ist ein haufiger Tumor in China und Japan, deutlich

seltener kommt er in Westeuropa und den USA vor. Seine Inzidenz hat in

Asien in den letzten Jahrzehnten kontinuierlich abgenommen39. Ca. 95%
dieser Karzinome sind Adenokarzinome. In ca. 10% der Magenkarzinome

findet man EBV. Die Zahlen diesbezuglich schwanken jedoch abhangig von

den untersuchten Populationen40-42

1.1.3. EBV: Molekulare Eigenschaften

Das Epstein-Barr-Virus gehort zu der Familie der Herpesviren. Seine DNA
ist von einer Kapsel umschlossen, welche wiederum von der Virushille
umgeben ist. Das Genom umfasst etwa 172 000 Basenpaare, die fur ca.
100 Gene kodieren konnen (s. Abb. A). Man unterscheidet zwei
Untergruppen des EBV: Typ 1 und Typ 2. Sie unterscheiden sich nur in
den Sequenzen der nuklearen Proteine (EBV-encoded nuclear antigens,
EBNA-2, -3A, 3B und 3C). Prinzipiell findet man beide Typen des Virus
weltweit, es zeigen sich jedoch bestimmte Pravalenzen: EBV Typ 1 findet

sich haufiger in entwickelten Lander, Typ 2 in Afrika und bei Patienten mit
AIDS15. Typ 1 kann effizienter B-Zellen immortalisieren, man vermutet,

dass Typ 2 dazu nur bei immundefizienten Individuen in der Lage ist43.

Man unterscheidet zwei Formen der EBV-Infektion: Die lytische und die
latenten Infektion. Nach der Priméarinfektion kommt es zun&chst zur

lytischen Infektion, die in eine latente Phase Ubergeht. Diese latente
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Phase kann lebenslang stabil persistieren, aber auch zu einer erneuten

lytischen Phase reaktiviert werden.

1.1.3.1. Die lytische Phase

Primar infiziert das EBV B-Lymphozyten im Epithel des Pharynx44. Die
Infektion erfolgt wahrscheinlich durch die Bindung eines Glykoproteins der

Virushulle (gp350/220) an den CD21-Rezeptor auf der Oberflache der B-
ZelledS. Nach der Infektion der B-Zelle wird die DNA zum Zellkern

transportiert und dort schlieRen sich die Enden der zuvor linearen DNA zu

einem ringférmigen Genom (Episom) zusammen. Dieses Episom verbleibt

meist als extrachromosomale genetische Information im Zellkern46. Auf
die priméare Infektion der B-Zellen folgt eine rasche Vermehrung der
infizierten Zellen, durch die Zelllyse werden Viren freigesetzt, die weitere
B-Zellen infizieren. Das Immunsystem des Wirtes reagiert auf die

Infektion mit einer EBV-spezifischen cytotoxischen-T-Zell-Reaktion

(naturliche Killer-Zellen, CD4+ und CD8+ cytotoxische T-Zellen)47,
wodurch die Vermehrung der infizierten Zellen gestoppt wird; das Virus

verbleibt aber trotzdem lebenslang in einigen B-Zellen (latente Infektion).

1.1.3.2. Die latente Phase
Wahrend dieser latenten Phase der Infektion sind ca. 1 pro 10° der

zirkulierenden B-Zellen infiziert48. In Form dieser latenten Infektion
persistiert das Virus lebenslang in den infizierten Zellen des Wirtes. In
einigen der latent infizierten B-Zellen kann es intermittierend zu einer

Reaktivierung und Weiterverbreitung des Virus auf andere Wirte kommen.

Die wichtigsten viralen Genprodukte sind

e Sechs nukleéare Proteine (EBV nuclear antigens): EBNA-1, -2, -3A, -3B,
-3C und -EBNA-LP (leader proteine)

e Drei latente Membranproteine: LMP-1, -2A und -2B

e Zwei nicht-translatierte RNA: EBER-1 und -2 (Epstein-Barr encoded
RNA)
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Diesen Genprodukten kdnnen bestimmte Funktionen zugeordnet werden:

LMP-1 spielt madglicherweise eine wichtige Rolle bei der malignen
Transformation von Zellen49 und kann das Zell-Uberleben

verlangern50. Uber zahlreiche Interaktionen mit zellularen Proteinen

werden verschiedene Veranderungen in den infizierten Zellen
ausgelost21,52,

LMP-2 verhindert die Aktivierung der Ilatenten Infektion zur
lytischen®3.

EBNA-1 bindet sich an die virale DNA und fuhrt zur initialen
Replikation des Virus. Es sichert den Verbleib des Genoms in der Zelle
als zirkulares Episom®4, die Plasmid-Replikation und die gleichmaRige
Verteilung der EBV-Episome auf die Tochterzellen15.

EBNA-2 steigert die Expression von LMP-1 und LMP-255.

EBNA-2, -3A, -3C sind nétig fur B-Zell-Wachstum und
-Transformation durch die Regulierung zellularer Proteine (das
Onkogen bcl-2, die Zelladhasionsmolekiille LFA-1, LFA-2, LFA-3 und
ICAM-1 und B-Zell-Aktivierungsantigen CD-23)96.

EBNA-LP verstarkt die Wirkung von EBNA-2 bei der Regulierung der
LMP-1-ExpressionS7

EBER-1 und -2 sind zwei nicht-translatierte kleine virale RNAs (165
bzw. 169 Basen lang), die in groRer Anzahl (bis 10° Kopien pro Zelle)
im Zellkern vorliegen. Die genaue Funktion ist bislang unklar, fur
Proteine kodieren sie nicht. Studien haben gezeigt, dass die Expression

der EBERs unabhéngig vom Vorhandensein von EBV-Genom die

Tumorentstehung fordert98.

Anhand der Kombination der exprimierten EBV-Genprodukte in einer

latent infizierten Zelle unterscheidet man verschiedene Latenzformen,

welche wiederum den oben beschriebenen EBV-assoziierten

Krankheitsbildern zugeordnet werden kénnen (Tab. 1):
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Tabelle 1: Formen der EBV-Infektion

Latenz- Genprodukte Erkrankung

form

Typ | EBER I & Il, EBNA-1 Burkitt™s Lymphom,
Magenkarzinom

Typ 1l EBER | & Il, EBNA-1, LMP-1|Nasopharynx-Karzinom, M.

u./o. LMP-2A u/o LMP-2B Hodgkin, nasales T-/ natural

killer-cell Lymphom

Typ I Alle latenten Genprodukte AIDS-assoziierte NHL,

(EBER | & II, EBNA-1, LMP-1,
LMP-2A, LMP-2B, EBNA-2,
EBNA-3A, EBNA-3B, EBNA-
3C, EBNA-LP)

Posttransplantations-

lymphome

Abbildung A:

Schematische Darstellung des EBV-Genoms
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1.1.4. Nachweismethoden von Epstein-Barr-Virus

Es existieren unterschiedliche Ansatze, um EBV im Gewebe nachzuweisen:
Es konnen Produkte des Virus nachgewiesen werden oder die virale DNA
selbst. Der Nachweis kann ,in situ“ stattfinden, also in einem
Gewebeschnitt, oder ,in vitro“, nach Zerstéorung der morphologischen
Struktur durch Extraktion des Gewebes.

Fir den EBV-Nachweis in situ stehen folgende wichtige Methoden zur
Verfugung: 1. Immunhistochemie und 2. in situ-Hybridisierung. Fur den
EBV-Nachweis in vitro ist die gangigste Methode die Polymerase-Ketten-
Reaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR), bei der EBV-DNA oder EBV-
RNA gezeigt werden konnen. Daneben werden verschiedene Blotting-

Verfahren angewendet.

1.1.4.1. In situ Nachweis von EBV

Ein in situ Nachweis von EBV bietet den Vorteil, dass die Morphologie der
infizierten Zelle und des Gewebes erhalten bleibt und somit die infizierte
Zelle selbst identifiziert und in ihrem Kontext zum benachbarten Gewebe
beurteilt werden kann.

Fir den in situ Nachweis von EBV haben sich zwei unterschiedliche
Ansatze etabliert: Mittels Immunhistochemie kdnnen EBV-kodierten
Proteine nachgewiesen werden. Dabei werden Proteine durch spezifische
Antikorper detektiert, welche wiederum farblich sichtbar gemacht werden.
Die zweite Methode ist die in situ-Hybridisierung (ISH) von Nukleinsauren:
Speziell synthetisierte, radioaktiv oder nicht-radioaktiv markierte
Nukleinsaurestrange (,,Sonden®), die komplementar zZu den
nachzuweisenden Nukleinsduresequenzen sind, paaren sich stabil
(,,hybridisieren*) mit den  entsprechenden  Abschnitten  dieser
Zielnukleinsauren und werden sichtbar gemacht. Bei dieser Methode muss
eine hohe Kopienzahl der Zielnukleinsduren in den Zellen vorliegen. Da bei
allen Latenzformen der EBV-Infektion regelméafig EBER-Molekule in grolRer
Zahl produziert werden, bietet sich diese RNA als Zielnukleinsaure

(,Template”) fur die ISH an (EBER-ISH). So ist seit Anfang der 90er
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JahreD® die nicht-radioaktive RNA-ISH fir EBER die Methode der Wanhl.

Daruber hinaus ist auch die DNA-ISH mit dem EBV-Episom selbst als

Template eine etablierte Methode60. Der Vorteil der ISH liegt darin, dass
die infizierte Zelle in ihrer Morphologie und ihrem Verhaltnis zum
umgebenden Gewebe beurteilt werden kann.

Vergleicht man Immunhistochemie und ISH als Nachweismethoden fur
EBV, so erweist sich die ISH als deutlich sensitiver, allerdings auch
technisch aufwéandiger.

In der Literatur Uber EBV wird in der Regel der Nachweis von EBER in
Zellen gleichgesetzt mit einer EBV-Infektion dieser Zellen. Dies liegt nahe,
denn wie oben erwahnt finden sich die EBERs in allen bislang
beschriebenen Latenzformen in grol3er Menge. Trotz der praktischen
Nachvollziehbarkeit dieser Gleichsetzung handelt es sich hier jedoch nicht
nur um eine sprachliche, sondern auch um eine inhaltliche Ungenauigkeit.
Zum einen ist es nicht sicher gezeigt, dass ein fehlender Nachweis von
EBER zwangslaufig auch ein Fehlen von EBV bedeutet. Umgekehrt ist es
zumindest experimentell mdglich, in Zellkulturen durch Transfektion des

kodierenden Genabschnitts eine EBER-Expression in EBV-negativen Zellen

zu induzieren®8. Im Folgenden wird daher explizit zwischen ,EBER-

Expression“ und ,,.EBV-Infektion* unterschieden.

1.1.4.2. In vitro Nachweis von EBV

Fur den in vitro Nachweis von EBV hat sich die Polymerase-Ketten-
Reaktion (Polymerase chain reaction, PCR) durchgesetzt. Bei dieser
Methode koénnen spezifische DNA- oder RNA-Abschnitte auf so groflie
Anzahl vervielfaltigt (,,amplifiziert*) werden, dass sie sich mit sehr
einfachen Verfahren darstellen lassen. Im Gegensatz zu vielen ,single
copy genes” macht sich im Falle des EBV eine Eigenschaft des Genoms
positiv bemerkbar: Die Enden des Genoms enthalten ,,terminale repetitive
Sequenzen® (terminal repeats, TR), in denen eine Anzahl von immer
gleichen Genabschnitten hintereinander geschaltet sind. Wahlt man nun

die zu amplifizierende Sequenz innerhalb dieser terminalen Repeats, so
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stehen fur die PCR mehrere Kopien des Templates innerhalb eines
Genoms zur Verfligung.

Nach DNA-Extraktion aus Gewebsmaterial ist mittels EBV-PCR ein
hochsensitiver Nachweis von nur wenigen EBV-Genomen moglich, so dass
auch einzelne EBV-infizierte Zellen in einem Zellextrakt nachgewiesen
werden kdonnen. Allerdings ist es bei dieser Vorgehensweise nicht maoglich,
die morphologischen Eigenschaften der infizierten Zelle zu beschreiben.

Auch eine Beurteilung der Anzahl EBV-infizierter Zellen ist nicht maglich.

1.2. Unterschiedliche EBER-Expressionsmuster bei

den EBV-assoziierten Tumoren

Durch EBER-ISH-Untersuchungen zahlreicher Tumoren hat man
verschiedene Formen der EBER-Expressionsmuster gefunden. Es gibt
Tumorentitaten wie das endemische BL, bei dem nahezu alle Falle EBER

exprimieren und in diesen EBER-positiven Fallen EBER in allen

Tumorzellen vorkommt21,61,
Daneben gibt es Tumorentitaten wie z.B. den M. Hodgkin, bei denen nur
in einem Teil der Falle (40-60%) EBER in den Tumorzellen (RS-Zellen)

exprimiert wird. In diesen EBER-positiven Féallen sind immer alle RS-

Zellen des Lymphoms EBER-positivZ/,62,

Im Gegensatz zu den beiden oben genannten Entitaten ist das Bild bei den
Non-Hodgkin-Lymphomen weniger einheitlich: Nur 2-13%b der B-NHL
weisen eine EBER-Expression in den Tumorzellen auf. Bei den T-NHL sind
es mehr (31 — 85% der Falle, je nach Entitat, siehe auch Abschnitt
1.1.2.2.3). Bislang ging man davon aus, dass bei den EBER-positiven NHL
auch immer alle Tumorzellen EBER exprimierten. Bei der Untersuchung

einer groRen Anzahl von Non-Hodgkin-Lymphomen beschrieben Hummel

et al30 1995 jedoch einen unerwarteten Befund: Unter den 27 EBER-
positiven Tumoren fanden sich 10 Lymphome, bei denen nur ein Teil der
Tumorzellen EBER-positiv waren (partielle EBER-Positivitat). Die Autoren
bemalen diesem Befund erstmals eine Uuber technische Probleme
hinausgehende Bedeutung zu und diskutierten verschiedene Hypothesen,
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um dieses Phanomen zu erklaren. Sie favorisierten die Hypothese, dass
ein Teil der Tumorzellen nachtraglich mit EBV infiziert wurde. Weitere
Erklarungsmodelle wurden als zweifelhaft diskutiert: 1. Ein Verlust von
EBV aus einigen Zellen sowie eine 2. Herunterregulierung von EBER bei
unveradndertem EBV-Bestand in den Zellen beurteilten sie als
unwahrscheinlich, da solche Phanomene bis dahin nicht in der Literatur
beschrieben worden waren. 3. Eine Zusammensetzung dieser Tumoren

aus EBV-infizierten und EBV-negativen Klonen schlossen sie aus, da die

meisten B-NHL nachweislich monoklonal sind63.

Die bemerkenswerten Befunde dieser Studie bilden Ausgangspunkt fur die
vorliegende Arbeit.

Spéater beschrieben auch andere Autoren Lymphome, bei denen nur ein

Teil der Tumorzellen EBER-positiv waren: So beschrieben D™ Amore et

al.31 den EBER-Status von B- und T-NHL. 25 von 374 (7%) B-NHL waren
EBER-positiv. Zwei davon waren vollstandig EBER-positiv, vier waren z.T.
EBER-positiv, 19 enthielten nur einige verstreute EBER-positive
Tumorzellen. Auch bei den T-Zell-Lymphomen gab es EBER-positive Falle,

die EBER nur in einem Teil der Tumorzellen exprimierten.

Wie bei den Lymphomen wurden auch bei den EBV-assoziierten

Magenkarzinomen in der Literatur Falle beschrieben, in denen nur ein

Teil der Tumorzellen EBER exprimieren. Yuen et al 64 fanden bei sieben
von 74 untersuchten Magenkarzinomen eine EBV-Assoziation. In einem
dieser Féalle fanden sie in dem den Tumor umgebenden dysplastischen
Epithel nebeneinander stehend Inseln mit EBER-positiven Drisen und
Inseln mit EBER-negativen Drisen. Die Autoren vermuten eine EBV-
Infektion einiger Zellen in der dysplastischen Phase der Tumorentwicklung
und einen Wachstumsvorteil der EBV-infizierten Zellen im weiteren
Verlauf. So kdnnten die EBV-infizierten Zellen die nicht-infizierten Zellen

im Laufe des Tumorwachstums nahezu verdrangt haben.

Chapel et al®> fanden in ihren Untersuchungen zwei Magenkarzinome, bei

denen sich EBER-positive Tumorzellen nur in einem umschriebenen Areal
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zeigten und insgesamt nur ca. 10% der Tumorzellen ausmachten. Die
Autoren schlieBen methodische Probleme als Erklarung fur dieses
Phanomen aus und préaferieren eine sekundare Infektion eines
ursprunglich EBV-negativen Tumors.

Ohne sich Uber die mogliche Genese dieses Phanomens zu aufiern

erwahnen auch zur Hausen et al 66 partiel EBER-positive
Magenkarzinome.

Fir Nasopharynx-Karzinome ist eine unterschiedlich stark ausgepragte

Expression von EBER beschrieben. Yao et al®7/ untersuchten 27 EBV-
assoziierte NPC auf die Expression von EBER. Sie fanden EBER in allen
Tumorzellen, jedoch in unterschiedlicher Auspragung, von gerade

nachweisbar bis zu sehr ausgepréagt.

1.2.1. Erklarungsmodelle fur partielle EBER-
Positivitat

Fiar das Phanomen der partiellen EBER-Expression sind folgende
Erklarungsmodelle vorstellbar:

Modell 1: Die Tumoren sind bi- oder oligoklonal und bestehen aus EBV-
positiven und EBV-negativen Zellklonen.

Modell 2: Ein Teil der Tumorzellen eliminieren oder verlieren ihr EBV-
Genom.

Modell 3: Eine Fraktion des ursprunglich EBV-negativen Tumors wurde
sekundar mit EBV infiziert.

Modell 4: Die viralen Gene, die fur EBER-1 und EBER-2 kodieren, sind
herunterreguliert oder stillgelegt. In diesem Falle ware ein fehlender

Nachweis von EBER auch bei EBV-Infektion dieser Zellen denkbar.
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1.3. Fragestellung der Arbeit

Dieses Projekt beschéaftigte sich mit der Untersuchung partiell EBER-
positiver B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome und epithelialer Tumoren. Ziel
dieser Arbeit war es zu klaren, ob dem fehlenden Nachweis von EBER in
einem Teil der Tumorzellen tatsachlich eine fehlende EBV-Infektion dieser
Zellen zugrunde liegt (Modell 1, 2 oder 3) oder ob bei vorhandener EBV-
Infektion die Expression von EBER in einigen Zellen eingestellt oder unter
die Nachweisgrenze der ISH reduziert ist (Modell 4).

Um diese Frage zu beantworten, ist es notwendig, den Nachweis der
EBER-Expression und des EBV-Genoms in ein und der selben Zelle
durchfiuhren zu kdénnen. Dies wird durch die Kombination der EBER-ISH
mit einer hochsensitiven EBV-Einzelzell-PCR ermdéglicht. So ist im ersten
Schritt die ldentifikation EBER-positiver und EBER-negativer Tumorzellen
im Gewebeschnitt moglich und im zweiten Schritt kdnnen diese Zellen

isoliert und mittels Einzelzell-PCR auf EBV-Genom untersucht werden.
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