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Einleitung

Das Immunsystem

Das Immunsystem ist verantwortlich fir den Schutz des Organismus und die
Erhaltung seiner Integritat. Dazu sind komplexe Vorgange notwendig, deren
Fehlsteuerung zur Entstehung von Krankheiten fuhren kann. Man unterscheidet
zwischen spezifischer und unspezifischer Immunabwehr, welche jedoch eng
ineinander greifen. Die weniger differenzierte, unspezifische Immunantwort,
hauptsachlich vermittelt durch Makrophagen und neutrophile Granulozyten, ist
fur die schnelle, erste Verteidigung der Korpers verantwortlich. Um jedoch ein
grolderes Spektrum infektioser Organismen bekampfen zu koénnen und
dauerhaften Schutz vor erneuten Infektionen bieten zu kdnnen, bedarf es
zusatzlich flexiblerer Abwehrmechanismen. Eine entscheidende Rolle haben
dabei Lymphozyten, die in der Lage sind Pathogene spezifisch zu erkennen
und gezielt zu bekampfen.

Bei Lymphozyten unterscheidet man zwischen B- und T-Lymphozyten, die zwar
von den gleichen, pluripotenten, lymphoiden Stammzellen des Knochenmarks
abstammen, sich jedoch in Entwicklung und Funktion deutlich unterscheiden. T-
Lymphozyten reifen im Thymus heran, bevor sie in Blutbahn und periphere
Lymphorgane wandern, um dort die zellvermittelte Abwehr auszutben. B-
Lymphozyten, deren Reifung im Knochenmark erfolgt, leisten die spezifische
humorale Abwehr des Korpers'.

Da sich die vorliegende Arbeit mit eben dieser Facette des Immunsystems, den
B-Lymphozyten, befasst, sollen deren Entwicklung und Funktion genauer erklart

werden.

B-Lymphozyten

Im Knochenmark reifen die lymphoiden Stammzellen antigenunabhangig heran.
Lymphozyten der B-Zellreihe besitzen von Anfang an die Fahigkeit
Immunglobuline zu synthetisieren. Immunglobuline setzten sich aus schweren
(H=heavy) und leichten (L=light) Ketten zusammen, die jeweils aus einem
konstanten (C) und einem variablen (V) Anteil aufgebaut sind. In Pro-B-Zellen

findet zunachst eine somatische Rekombination von separaten Gensegmenten



der V-Region statt. AnschlieBend erfolgt eine zufallige Umordnung und
Kombination von V-, D-(diversity) und J-(joining) Gensegmenten zu einem
kompletten V-Region-Exon der Schwerketten. Mit Abschluss eines
erfolgreichen VDJy-Genrearrangement, kommt es zur Expression einer intakten
u-Kette, wobei die Zelle in das Pra-B-Zellstadium ubergeht. Sind danach auch
die VJ_-Gensegmente umgeordnet und erscheint IgM auf der Zelloberflache
spricht man von einer unreifen B-Zelle. Hieraus resultiert die grof3e Vielfalt des
Repertoires an Immunglobulinen, welches bedeutet, dass der Antigenrezeptor
(B-Zell-Rezeptor) 10" verschiedene Antikdrpermolekiile beim Menschen
codiert'.

Beim Verlassen des Knochenmarks bilden die B-Zellen auf der Zelloberflache
neben IgM auch IgD aus. Nach Eintritt in das periphere Lymphsystem findet ein
,homing®, ein Einnisten der B-Lymphozyten im Lymphknoten in Form von
Primarfollikeln statt. In reifen, naiven B-Zellen sind die Oberflachenmarker
CD20 und CD79a exprimiert. Die Funktion der CD20-Molekile wird in der
Bildung von Ca®*-Kanalen vermutet. CD79a ist, neben den Immunglobulinen,
eine Komponente des Antigenrezeptors von B-Zellen, analog zu CD3 der T-

Zellen ".
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Expression von Oberflachenmolekilen und
Transkriptionsfaktoren wahrend der Keimzentrumsentwicklung (adaptiert nach Brighenti et al.z).



Ruhende, naive B-Zellen kénnen T-Zell-abhangig oder T-Zell-unabhangig durch
unmittelbaren Antigenkontakt aktiviert werden. Durch die Stimulation kommt es
zur Differenzierung der B-Zelle, die mit Veranderungen der Genexpression von
Transkriptionsfaktoren, sowie Oberflachenmolekulen einhergeht (Siehe
Abbildung 1) . In dem nun als Sekundarfollikel bezeichneten Follikel entwickeln
sich die B-Zellen zunachst in der dunklen Zone zu schnell proliferierenden
Centroblasten. Wenn B-Zellen nach Antigen-Stimulation in das Keimzentrum
eintreten, werden bcl-6 und CD10 in proliferierenden B-Zellen hochreguliert.
Nach weiterer Reifung und unter Beendigung der Proliferation wandern die
dann kleineren, als Centrozyten bezeichneten, Lymphozyten in die helle Zone
des Follikels. Dort beginnt die Spezialisierung der Centrozyten zu
immunglobulinsezernierenden Plasmazellen und ruhenden Memory-Zellen.
Dabei kommt es unter anderem in der V-Region der Immunglobulingene zu
einer somatischen Hypermutation. Dadurch wird die Vielzahl der vorhandenen
Antikoérper erweitert, von denen einige das Antigen mit erhohter Affinitat binden.
Auf diese Weise kann die Affinitat der Antikorperreaktion, und somit die
Wirkung der Immunantwort, zunehmen. Des Weiteren findet ein Isotypen- oder
Klassenwechsel der Cuy-Regionen der Immunglobuline statt, wodurch neben
den zuerst synthetisierten Immunglobulinklassen IgM und IgD, nun auch IgG,
IgA und IgE sezerniert werden. Dadurch andert sich die Spezifitat der
sezernierten  Antikorper kaum, die Effektorfunktion der jeweiligen
Antikérperklassen variiert jedoch deutlich®.

Nach dem Verlassen des Keimzentrums verschwinden bcl-6 und CD10, CD27
hingegen wird zunehmend exprimiert. CD27, ein Mitglied der TNFR
(Tumornekrosefaktor Rezeptor)-Familie, ist auf naiven B-Zellen negativ und
findet sich gehauft positiv auf Keimzentrums- und Memory-Zellen mit somatisch
hypermutierten V-Region Genen*®. Da dieser Prozess follikuldr ablauft, eignet
sich CD27 zum Nachweis von B-Zellen die eine Follikelpassage durchgemacht
haben. Im Zellkern aktivierter Zellen ist der Transkriptionsfaktor Icsat (MUM-
1/IRF-4) erst ab dem Centrozyten Stadium positiv, das heif’t, die Expression
von Icsat tritt als einer der letzten Schritte in der Entwicklung der B-Zelle auf
und bleibt danach (iber die Entwicklung zur Plasmazelle hinaus bestehen ’.

Blimp-1, ein Marker der spaten B-Zellentwicklung, induziert die terminale



Differenzierung zur Plasmazelle, unterdrickt die Proliferation, sowie die
Keimzentrums- und B-Zellrezeptorfunktion der B-Zelle 8.

Neben dem intrafollikularen Ablauf der B-Zellentwicklung ist auch ein
Differenzierungsweg aullerhalb des Follikels beschrieben. Brighenti et al
zeigten bei der Untersuchung menschlicher Lymphknoten zwei Varianten
extrafollikularer B-Zellaktiverung. Die in den T-Zell-reichen Markzonen des
Lymphknoten ablaufende Aktivierung des B-Lymphozyten wird als schnelle,
innerhalb der ersten funf Tage nach Antigenkontakt einsetzende, Antwort des
Immunsystems verstanden®'®, bei der, anders als im Rahmen der follikuldren
Aktivierung, Proliferation und Immunglobulinproduktion simultan auftreten.
Brighenti et al beschreiben zum einen naive, proliferierende, IgM positive, CD27
negative B-Zellen als primare Immunreaktion (Siehe Abbildung 2), zum andern
proliferierende 1gG positive, CD27 positive, d.h. postfollikulare Memoryzellen
die Uber das Stadium des Plasmoblasten zu langlebigen Plasmazellen

reaktiviert werden (siehe Abbildung 3)2.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Expression von Oberflachenmarkern und
Transkriptionsfaktoren wahrend der Primarantwort bei extrafollikularer Aktivierung (adaptiert
nach Brighenti et al.?).

Entgegen der Annahme, extrafollikular differenzierte Lymphozyten seien
kurzlebige, nicht ausdifferenzierte Zellen, konnte, wenn auch nur in seltenen
Fallen, gezeigt werden, dass diese Zellen sehr wohl eine komplette Entwicklung
zur Plasmazelle mit class-switch erreichen kdnnen. Allerdings findet nur eine

geringe Somatische Hypermutation statt '".
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Expression von Oberflachenmarkern und
Transkriptionsfaktoren wahrend der Memory-Zell Aktivierung bei extrafollikularer Aktivierung
(adaptiert nach Brighenti et al.?).

Das Epstein-Barr Virus (EBV)

Denis Burkitt beschrieb 1962 in der Zeitschrift Nature ein kindliches Lymphom,
das Burkitt-Lymphom, bei welchem er ein endemisches Auftreten in
Aquatorialafrika beobachtete. Aufgrund der damals beobachteten klimatischen
Begrenzung wurde der Verdacht gedulert, dass eine, durch Moskitos
(ibertragene, Virusinfektion Ursache der Erkrankung sein kénnte '?. Tats&chlich
entdeckten bald darauf Anthony M. Epstein und Yvonne M. Barr in Zellkulturen
dieses Lymphoms herpesvirusartige Partikel und identifizierten damit das erste
onkogene Virus, das Epstein-Barr-Virus'>.

Bei EBV handelt es sich um ein DNA-Virus der Gammasubfamilie der
Herpesviridae '*. Es vermag eine Transformation der infizierten Zellen im Sinne
einer Imortalisierung’ und blastoiden Entartung zu bewirken. Tatsachlich ist
das EBV nicht auf Aquatorialafrika begrenzt, sondern weltweit verbreitet. In
Westeuropa sind uber 95% der Menschen vor dem 30. Lebensjahr mit EBV
infiziert, in Zentralafrika sind fast alle Kinder schon mit drei Jahren infiziert'*. Die
sehr frihe Infektion, haufige Mangelernahrung und Immunschwache kdénnen
womoglich das, in gewissem Widerspruch zu der globalen Verbreitung des

Virus stehende, endemische Auftreten der Burkitt-Lymphome in Afrika erklaren.



EBV kann Zellen infizieren, die den Glykoproteinrezeptor CD21 tragen. Die
hdchste Dichte an CD21 besitzen ruhende B-Zellen. CD21 fungiert dort als eine
Komponente des Corezeptorkomplexes der B-Zelle"'*'°. Daher sind zumeist B-
Lymphozyten die Zielzellen des EBV, doch auch die Infektion von T-Zellen, NK-
Zellen oder epithelialen Zellen ist beschrieben™.

Wie andere Herpesviren verfugt das EBV Uber 2zwei unterschiedliche
Uberlebenswege im menschlichen Organismus. Zum einen die lytische Phase,
in der neue, infektidse Virionen entstehen und die durch die Expression
phasenspezifischer, viraler Proteine gekennzeichnet ist. Zum anderen die
latente Phase, in der die Expression viraler Proteine starker begrenzt ist und so
ein Uberleben im Wirtsorganismus ermdglicht wird.

Die Primarinfektion des Menschen erfolgt in der Regel durch die Ubertragung
von Speichel. Vor allem im Kindesalter kann die Infektion asymptomatisch
verlaufen. Im Rahmen der akuten Erstinfektion kann es jedoch zum Eintritt in
die lytische Phase mit produktiver Virusvermehrung, anschlielRender Zerstérung
der Wirtszelle und Aktivierung der Immunantwort unter dem Bild der infektiosen
Mononukleose kommen °.

Bei intaktem Immunsystem werden die meisten EBV-infizierten Zellen rasch
zerstort. Eine geringe Restpopulation infizierter Zellen, in welchen das Virus in
die latente Phase eingetreten ist, kann Uberleben und im peripheren Blut eine
lebenslange Viruspersistenz verursachen '*.

Bei Patienten mit Immundefekten wird diese latente Infektion mit dem Auftreten
von Tumoren in Zusammenhang gebracht. Heute wird die EBV-Infektion neben
dem Burkitt-Lymphom bei mehreren Tumoren als atiologische Komponente

verstanden .

So bringt man eine Reihe maligner Lymphome infolge
mangelnder Immunosurveillance bei Immunsuppression nach Transplantation
(Post-Transplantations-Lymphoproliferation),  Autoimmunerkrankung,  HIV-
Infektion, oder durch hohes Alter der Patienten (senile Lymphoproliferation) mit
der latenten EBV-Infektion in Zusammenhang. Besonders fur das klassische
Hodgkin Lymphom wird eine Assoziation mit EBV beobachtet. So sind in
Westeuropa und USA etwa 50% der klassischen Hodgkin Lymphome EBV-
assoziiert'®. Dariiber hinaus gelten einige T- und NK-Zell-Lymphome und das

nasopharyngeale Karzinom als EBV assoziiert'®.



Latente EBV-Infektionen werden anhand von in vitro Untersuchungen in
mehrere Latenztypen unterteilt. EBV infizierte B-Lymphoblasten-Zellkulturen
(LCL) exprimieren EBER (small nonpolyaddenylated RNAs), BamHI A RNAs
(deren Genprodukt noch nicht gefunden ist), sechs mRNAs, die flr das virale
nukleare Antigen (EBNA 1,2,3A,3B,3C und —LP) codieren, sowie drei BamHI N
RNAs, die fir das latente Membran Protein (LMP1,2A,2B) codieren. Sind all
diese Gene transkribiert handelt es sich um Latenztyp Ill. Ist die virale
Antigenexpression auf EBER, LMP 1, 2A, 2B und EBNA1 beschrankt spricht
man von Latenztyp Il. Um Latenztyp | handelt es sich, wenn lediglich EBER und
EBNA1 exprimiert werden'’. Hierzu siehe auch Tabelle 1. Virale Proteine
lassen sich dabei durch immunhistochemische Verfahren darstellen, EBER

kann durch in-situ Hybridisierung nachgewiesen werden.

Sl m| 3w m m > m m - N
HIHIEAR AL IR RR B
Slma|sx| 5| % |05 5 | 2 || Vorkommen (in vivo)
w = L% Sl =
> o
Memory-Zellen im
O |* ™ - i i ] i i peripheren Blut
| + |+ + - - - - - Burkitt Lymphom
Il + + + - - - + + Hodgkin Lymphom
1| + + + + + + + + PTLD

Tabelle 1: Latenzmodel EBV-infizierter Zellen (in vitro)”’zo. Transkribierte, latente Gene des

EBV sind mit + gekennzeichnet. Die fettgedruckten latenten Gene fanden in dieser Arbeit zur
Unterscheidung der Latenzmuster der EBV-infizierten Zellen Verwendung.

Tatsachlich ist eine derart klare Trennung in vivo nicht zu finden. So sind auf
Einzelzellebene verschiedene Latenzen in einem Lymphknoten zu sehen und
auch latente und lytische Phasen kommen nebeneinander vor?"?2. Doch
ermdglicht das in vitro Model eine Unterteilung der EBV-assoziierten
Krankheiten nach dem Uberwiegen der jeweiligen Latenztypen.

Welche pathogenetische Bedeutung dem vorherrschenden Latenzmuster bei
den unterschiedlichen Krankheitsgeschehen beizumessen ist, konnte noch
nicht hinreichend geklart werden.

Im Folgenden soll auf einige der genannten EBV-assoziierten Krankheiten,

welche in dieser Arbeit untersucht wurden, naher eingegangen werden.



EBYV assoziierte Erkrankungen

Primare Infektion: Akute infektiose Mononukleose

Neben dem haufig inapparenten Verlauf tritt vor allem im Jugendalter die EBV-
Infektion in Form einer Erkrankung auf, die als akute infektidse Mononukleose,
oder auch als Pfeiffersches Drusenfieber bezeichnet wird. Die Symptomatik
kann zwischen milden Verlaufen mit leichtem Fieber, begleitet von
Gliederschmerzen und schweren Verlaufen mit typischerweise generalisierter
Lymphknotenschwellung, Tonsillitis oder Pharyngitis, sowie gelegentlich
Hepato-(Spleno-)megalie und lkterus variieren *>?*. Im Blutbild findet sich eine
Lymphozytose mit atypischen, mononukledaren Lymphoidzellen (Downey-
Zellen)®.

Histologisch zeigen sich die meist extrafollikular liegenden, infizierten Zellen
blastar transformiert, mit gro3en Kernen, prominenten Nukleolen und
basophilem Zytoplasma, die eine entfernte Ahnlichkeit zu Sternberg-Reedzellen
des Hodgkin-Lymphoms aufweisen®. Die parakortikalen Regionen sind stark
mit atypischen, proliferierenden Lymphozyten, vor allem CD8+ T-Zellen 1
infiltriert. Daneben findet sich auch eine geringe, follikulare B-Zellreaktion. Trotz
der intensiven Lymphoproliferation bleibt die Lymphknotenarchitektur mit
orthotopen B- und T-Zellarealen weitgehend erhalten®®. Bei subklinischen
Verlaufsformen hingegen zeigt sich, trotz gelegentlich hoher Viruslast, nur eine
geringe T-Zell Proliferation’”.

Die Prognose ist meist gut. Jedoch kdnnen bei Patienten mit Immunschwache
Komplikationen, wie die chronisch-aktive EBV—Infektion15, Meningoencephalitis,

Nephritis oder Milzruptur ' auftreten.

Latente Infektionen:

Morbus Hodgkin

Heute werden zwei Hauptgruppen des Hodgkin Lymphoms unterschieden:

Zum Einen, das klassische Hodgkin Lymphom, welches die nodulare Sklerose,
den lymphozytenarmen und den lymphozytenreichen Typ, sowie den Mischtyp
umfasst. Zum Anderen das nodulare, lymphozytenpradominante Hodgkin
Lymphom (NLPHL), welches vermutlich eine separate klinische Entitat darstellt,

welche fast nie EBV-assoziiert ist'®.



Den Subtypen des Hodgkin Lymphoms ist das Auftreten maligner
Zellpopulationen, sogenannter Hodgkin- und Sternberg-Reed Zellen in einem
reaktiven Infiltrat, nicht maligner Zellen, welches bis zu uUber 98% der

Tumormasse ausmachen kann, gemeinsam '’

. Hodgkinzellen sind grofe,
einkernige Lymphozyten?’. Sternberg-Reed Zellen sind meist vereinzelt oder in
Gruppen gelegene, mehrkernige Riesenzellen, mit 2 bis 5 Kernen, die jeweils
im Zentrum einen prominenten, eosinophilen Nukleolus aufweisen®®. In den
meisten Fallen des klassischen Hodgkin Lymphoms sind die Tumorzellen CD30
positiv. CD30, Mitglied der TNF-Familie, ist ein Membranprotein, welches
abhangig von Zellart und Differenzierungsstatus, Uber verschiedene
Signalwege Aktivierung, Proliferation, Differenzierung und Tod der Zelle
bewirken kann. CD30 wird auf Memoryzellen, auf T-Zellen und auf den
Sternberg-Reed-Zellen des Hodgkin-Lymphoms exprimiert. Auller beim
anaplastischen, grofRzelligen Lymphom (ALCL) ist CD30 in Non-Hodgkin-
Lymphomen der B-Zellreihe in der Regel nicht oder nur sehr schwach nach
zuweisen® und dient dadurch als diagnostisches Unterscheidungskriterium.
CD15, ein Trisaccharid der Zelloberflache von Glykolipiden und Glykoproteinen,
ist haufig positiv, ein Fehlen schliel3t die Diagnose Hodgkin Lymphom jedoch
nicht aus. Hodgkin- und Sternberg-Reed Zellen zeigen oft nur geringe oder
keine Expression der Pan-B-Zellmarker CD20 oder CD79a und synthetisieren
keine Oberflachenimmunglobuline 826 Dennoch konnte in den Tumorzellen
das Stattfinden von B-Zell-typischen somatischen Hypermutationen der V-
Region-Gene nachgewiesen werden®’. Aufgrund dieser Beobachtung wurde
von Kuppers et al. die praapoptotische Keimzentrums-B-Zelle als
Ursprungszelle gesehen®'®, welche trotz fehlender Fahigkeit zur
Immunglobulinsynthese nicht in Apoptose geht®®. Entsprechend der CD30
Expression der Hodgkin Zelle beschreiben Brighenti et al. die CD27 positive,
CD30 positive reaktivierte Memory-B-Zelle als korrespondierende Normalzelle?.
Ursachen fur die fehlende Antikorperproduktion kdnnen in der Integritat

335 und regulatorischer®® Genabschnitte liegen. Auf Proteinebene

kodierender
wurden neben fehlenden Transkriptionsfaktoren (BOB1, Oct2 und Pu.1)*"3
auch epigenetische ,Silencing“-Mechanismen beschrieben, die durch
Methylierung des Histons H3 die Bindung von Transkriptionsfaktoren an den

Immunglobulinschwerkettengen-Promotor verhindern®.



Durch welche Mechanismen die Tumorzellen des Hodgkin Lymphoms der
Apoptose entgehen ist bislang noch nicht geklart. Bei EBV-assoziierten Hodgkin
Lymphomen ist als antiapoptotischer Mechanismus die virale Transformation
mit daraus resultierender Immortalisierung der infizierten Zellen wahrscheinlich.
Hierfir werden virale Proteine wie unter anderem die bcl-2 Homologe BHRF1
und BALF1 verantwortlich gemacht. Es wurde gezeigt, dass ein Fehlen dieser
Proteine zur Apoptosereaktion fiihrt"’, ein Vorhandensein dagegen die
Apoptose zu verhindern vermag. So ist es moglich, dass diese durch das Virus
transformierten, unvollstandig aktivierten und zur Immunglobulinsynthese nicht
befahigten Hodgkin Zellen als Tumorzellen tberleben und proliferieren.

In seltenen Fallen wurden Hodgkin Lymphome beschrieben, bei welchen die
Tumorzellen von T-Lymphozyten abstammen 247,

Sowohl in Europa, als auch in den USA lasst sich ein altersabhangig gehauftes
Auftreten des Hodgkin Lymphoms beobachten. Besonders betroffen sind zum
Einen Patienten im jungen Erwachsenenalter, zum Anderen Patienten im
fortgeschrittenen Lebensalter 4242,

Die Assoziation mit dem Epstein-Barr Virus ist bei den einzelnen Subtypen und
je nach Kontinent verschieden haufig. Insgesamt tragen 35 bis 50% aller Falle
des klassischen Hodgkin Lymphoms das EBV Genom. Es handelt sich dabei
um eine latente Infektion entsprechend einem Latenztyp 11'®?°. Das EBV zeigt
sich in diesen Fallen in klonaler, episomaler Form, was auf eine Infektion vor
der neoplastischen Transformation der Zelle hinweist und vermuten lasst, dass
das EBV eine pathogenetische Rolle spielt '®. Welche Mechanismen dabei im
Einzelnen an der Entstehung des Hodgkin Lymphoms teilhaben, ist nicht
vollstandig geklart. Bemerkenswert ist, dass in EBV positiven und in EBV
negativen Fallen die erkrankten B-Zellen morphologisch das gleiche
Erscheinungsbild aufweisen'’. Mittlerweile gilt das Hodgkin Lymphom als

Erkrankung mit sehr guten Heilungsraten'®4"3,
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Post-Transplantations-Lymphoproliferation (PTLD)

Unter diesem Begriff werden mehrere Erkrankungen zusammengefasst, welche
durch die nach Organ- oder Stammzelltransplantation notwendige
Immunsuppression bedingt sind. Ein Zusammenhang zwischen Inzidenz der
PTLD und Art oder Ausmal® der Immunsupression konnte nicht bestatigt
werden. Die Inzidenz scheint aber in engem Zusammenhang mit dem
transplantierten Organ zu stehen. So fanden sich PTLD nach
Nierentransplantation in  nur 0,7% der Falle, bei Herz- und
Lungentransplantation in bis zu 10% wund nach Duinndarm- oder
Pankreastransplantationen in etwa einem Drittel der Falle *. In etwa 80-90%
aller Falle liegt eine Assoziation mit dem Epstein-Barr Virus vor. Bei dem hier
vorherrschenden Latenztyp Il werden alle latenten Virusproteine exprimiert s,
Man unterscheidet zwischen Patienten die durch das Transplantat mit EBV
infiziert wurden, welche die Mehrheit bilden, und solchen, die bereits vor der
Transplantation sero-positiv waren. Des Weiteren wird unterteilt nach nodaler
oder extranodaler Manifestation, sowie, ob die proliferierenden Zellen von
Spender oder Empfianger stammen®®. Bei PTLD aus Spenderlymphozyten
treten die Tumoren im Mittel finf Monate nach Transplantation auf. PTLD durch
Empfangerlymphozyten treten nach durchschnittlich 75 Monaten auf und haben
eine schlechtere Prognose44. Die post-transplant Lymphoproliferationen werden
histologisch unterteilt. Prognose und Verlauf  der  einzelnen
Lymphoproliferationen variieren deutlich.

So wird einmal die Gruppe der ,early lesions“ beschrieben, die als Plasmazell-
Hyperplasien, atypische lymphoide Hyperplasien oder als Mononukleose
ahnliche Lasionen innerhalb weniger Monate nach Transplantation auftreten.
Die proliferierenden Zellen sind haufig polyklonale, differenzierte Plasmazellen
und Lymphozyten des Empfangers, die nur geringe Atypien aufweisen und
durch EBV des Empfingers infiziet wurden®. Auch die urspriingliche
Architektur des Organs ist weitgehend erhalten. Mit ca. 55% der PTLD stellen
diese relativ gutartigen, bei Reduktion der Immunsupression haufig
rucklaufigen, Lymphoproliferationen die Mehrheit dar.

Die zweite Gruppe sind mit 30% der PTLD die sogenannten polymorphen
Proliferationen, die alle Stadien der B-Zellentwicklung zeigen. Im Gegensatz zu

den ,early lesions® findet eine Zerstorung der Struktur des befallenen Organs
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statt. Die Veranderungen sind meist monoklonal, haben jedoch zytogenetisch
keine Chromosomenaberationen **. Eine Reduktion der Immunsupression kann
auch bei diesen Proliferationen zu einer Besserung fuhren, doch in manchen
Fallen bedarf es auch einer Chemotherapie, die in bis zu 70% der Falle zu einer
Remission fiihrt *4,

Die monomorphen Proliferationen bilden mit ca. 15% die dritte groRe Gruppe
der PTLD". Sie konnen als B- oder viel seltener als T-Zell Lymphome
auftreten. Haufig sind Immunoblastische Lymphome mit transformierten,
grolden, blastischen Zellen mit prominentem Nukleolus und basophilem
Zytoplasma beschrieben. Im Gegensatz zu den polymorphen Lasionen, wirken
die Tumorzellen der monomorphen Proliferationen in einem Stadium der B-
Zellentwicklung ,eingefroren®. Meist zeigt sich ein infiltratives, destruierendes
Wachstum mit einer schlechten Prognose *’. Bei diesen Lasionen fiihrt die
Reduktion der Immunsuppression nur selten zu einer Remission, eine
Chemotherapie ist daher erforderlich.

Als seltene Falle von PTLD sind das Hodgkin-disease &ahnliche B-Zell
Lymphom, das Plasmozytom ahnliche Lymphom und das posttransplant

Myelom zu nennen*’*8,

Senile Lymphoproliferation

Oyama et al. beschrieben 2003 B-Zell-Lymphome bei 22 japanischen
Patienten, die alter als sechzig Jahre waren und unter keiner Immundefizienz
litten. Alle Falle waren EBV+, wobei 7 den Latenztyp lll, die restlichen 15 den
Latenztyp Il zeigten®’. Histologisch wurden 9 als groRzellige monomorphe
Lymphome und 13 als polymorphe Lymphoproliferationen diagnostiziert. Die
Tumorzellen waren CD20 positiv, heterogen positiv fir CD30 und CD15
negativ. Morphologisch zeigten sich transformierte, blastare Zellen, Hodgkin-
Zell-ahnliche Lymphozyten, in 15 Fallen auch mehrkernige, an Sternberg-Reed-
Zellen erinnernde B-Lymphozyten vor reaktivem Hintergrund. Die L&sionen
traten neben dem Lymphknotenbefall haufig extranodal auf und zeichneten sich
durch exzessive Nekrosen, sowie angiozentrisches und destruktives Wachstum
aus. All dies erschien den Autoren in vielerlei Hinsicht analog zu den B-Zell
Lymphoproliferationen bei Immundefizienz. Da jedoch weder primare

Immundefekte, noch HIV-Infektionen, noch iatrogene Immunsuppressionen
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nach Tansplantationen oder bei rheumatischen Erkrankungen vorlagen, und
somit eine Einordnung in keine, der von der WHO klassifizierten
Immundefizienz assoziierten Lymphoproliferationen méglich war*®, beschrieben
sie die untersuchten Falle als eigenstandige, sporadische Lasionen und fuhrten
den Begriff der Senilen EBV-assoziierten Lymphoproliferation ein. Dabei bieten
die Fahigkeit des EBV zur Transformation von B-Zellen® und eine im Alter
verminderte Immunsurveillance® gewiss athiologische Erklarungen fur die
Lymphomentstehung, aber es bleibt eine konzeptionelle Einteilung, eine
gemeinsame pathogenetische Grundlage dieser uneinheitlichen
Lymphomgruppe zu fordern. Dies ist, besonders auch im Hinblick auf ein

therapeutisches Vorgehen von Bedeutung.
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Problemstellung

Wie erlautert reicht das Spektrum der EBV-assoziierten Erkrankungen von
blanden, selbstlimitierenden Verlaufen, hin zu malignen, schwer zu
therapierenden Lymphomen. Dabei spielt neben anderen Faktoren wie
beispielsweise der immunologischen Konstitution des Patienten, sicherlich der
Phanotyp der infizierten Zelle, mit Aktivierungs- und Differenzierungsgrad eine
wesentliche Rolle. Auch die Expression der viralen Proteine des Epstein-Barr
Virus und deren Funktionen kénnen Einfluss auf die Entwicklung der Wirtszelle
nehmen und Anteil an Pathogenese und Verlauf der jeweiligen Erkrankung
haben.

Die vorliegende Arbeit versucht eine immunphanotypischen Beschreibung und
Unterscheidung der infizierten Zellen bei den EBV-assoziierten Krankheiten der
infektiosen Mononukleose, des Hodgkin Lymphoms, des PTLD und der senilen
Lymphoproliferation zu finden. Dabei wurde nach der Zugehdrigkeit der
infizierten Zellen zu den Lymphozytensubtypen, dem Differenzierungstadium
und dem Differenzierungsweg dieser Zellen gefragt. Zudem fand ein Vergleich
der Expression viraler Antigene im Hinblick auf die Latenzmuster der
Diagnosegruppen statt.

Da die derzeitige Einteilung der senilen EBV-assoziierten
Lymphoproliferationen als eigenstandige Lymphomgruppe, wie in der Einleitung
geschildert, nicht befriedigend ist, soll hier, eine konzeptionelle Einordnung
dieser Erkrankungen versucht werden. Dazu wurde Uberprift, ob eine
Einordnung entweder in die Gruppe der mit Immunsuppression assoziierten
Lymphoproliferationen oder in die Gruppe der Hodgkin Lymphome madglich ist.
Zur Kontrolle wurden Falle der infektidsen Mononukleose mituntersucht. Das
Ziel einer solchen Einteilung und somit diagnostischen Abgrenzung dieser
Lymphoproliferationen kann fur die Optimierung der Therapieentscheidung von
Bedeutung sein.

Im Rahmen der Untersuchung stellten sich die Hodgkin Zellen als CD27 negativ
und damit als widersprichlich zu der CD27 positiven und CD30 positiven
Memoryzelle dar, welche als zu den Tumorzellen korrespondierende

Normalzelle postuliert wurde. Um festzustellen, ob es sich dabei um ein EBV-
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spezifisches Phanomen handelt, wurden anschlielend EBV-negative und EBV-

positive Hodgkin Lymphome miteinander verglichen.
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Material und Methoden

Falle

Zum Vergleich der Phanotypen der infizierten Zellen bei verschiedenen EBV
assoziierten Erkrankungen wurden 26 Falle des Pathologischen Instituts der
Universitat Wirzburg aus den Jahren 1997 bis 2005 auf Grund ihrer Positivitat
fur EBER des EBV und dem Vorhandensein ausreichenden Materials
ausgewahlt.

Bei sieben Fallen war die Diagnose der infektosen Mononukloeose gestellt
worden. Bei Fall 1 handelte es sich um eine infektiocse Mononukleose, die in
einem sehr frihen, noch symptomlosen Inkubationsstadium, als Zufallsbefund
erkannt wurde. Hier zeigten sich in dem Lymphknoten keine Sekundarfollikel
mit Keimzentren.

Bei den Fallen 8-17 lagen Post-Transplantations Lymphoproliferationen (PTLD)
vor, hiervon waren drei mononukleose-like Lymphoproliferationen, funf
polymorphe und zwei monomorphe Lymphome. Die Lymphoproliferationen
waren nach Transplantation von Knochenmark (KM), Herz, Lunge oder Niere
aufgetreten.

Drei Falle eines polymorphen Lymphoms (18-20) und zwei weitere eines
Hodgkin-like Lymphoms (21, 22) zeigten als gemeinsames Kriterium das hohe
Alter der Patienten ohne sonstige Immunsuppression und waren als senile
Lymphoproliferationen beschrieben worden.

Bei vier Fallen war die Diagnose ,Hodgkin Lymphom®“ gestellt worden: Bei Fall
23-25 fand sich ein Hodgkin Lymphom vom Mischtyp, bei Fall 26 vom
Lymphozyten depletierten Typ.

Bei allen Fallen handelte es sich um in Formalin fixiertes und in Paraffin
eingebettetes Material aus Lymphknoten (LK), Tonsillen (TONS), Schleimhaut
(SH), Mediastinum (Mediast.) oder Omentum majus (Omentum). Die Diagnosen
wurden anhand der Routinefarbungen (HE,PAS,Giemsa) und
immunhistochemischen Farbungen gestellt. In Tabelle 2 sind die Daten der

verwendeten Falle sowie Alter und Geschlecht der Patienten aufgeflhrt.
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Nr. |Alter |m/w |Material |DX Info

1 20 M LK Frihe Infektidse Mononukleose

2 12 M LK Infektiose Mononukleose

3 17 W TONS Infektiose Mononukleose

4 18 M TONS Infektiose Mononukleose

5 22 Wi LK Infektiose Mononukleose

6 24 M TONS Infektiose Mononukleose

7 16 W TONS Infektibse Mononukleose

8 9 M SH Mononukleose-like PTLD KM

9 24 M LK Monomorphe PTLD KM
10 |32 M LK Monomorphe PTLD KM
11 |32 W LK Polymorphe PTLD KM
12 |19 M LK Polymorphe PTLD KM
13 |8 M LK Polymorphe PTLD Herz
14 |20 M WG Poly- / monomorphe PTLD Niere
15 |61 M SH Polymorphe PTLD Lunge
16 |51 M TONS Mononukleose-like PTLD Niere
17 |19 M TONS Mononukleose-like PTLD Niere
18 |86 W SH Polymorphes B-Zell-Lymphom | Senil
19 |88 W LK Polymorphes B-Zell-Lymphom | Senil
20 |80 W Mediast. | Polymorphes B-Zell-Lymphom | Senil
21 |86 W LK Hodgkin-like Lymphom Senil
22 |81 M Omentum | Hodgkin-like Lymphom Senil
23 |43 M LK M.Hodgkin (Mischtyp)

24 |18 W LK M.Hodgkin (Mischtyp)

25 |61 W LK M.Hodgkin (Mischtyp)

26 |42 M LK M.Hodgkin (Lymphozyten-depl.)

Tabelle 2: Falldaten fir den Vergleich verschiedener EBV-assoziierter Erkrankungen mit
Materialart: Tonsille (TONS), Lymphknoten (LK), Schleimhaut (SH), Weichgewebe (WG),
Mediastinum(Mediast.) und Omentum majus (Omentum); Bei posttranplant lymphoproliferative
disease (PTLD): Status nach allogener Knochenmarktransplantation (KM) oder Transplantation
solider Organe (Herz, Lunge, Niere); Fall 18-22 wurden als senile Lymphoproliferationen
diagnostiziert (senil).

Fur den Vergleich zwischen EBV-positiven und EBV-negativen Hodgkin-
Lymphomen wurden neunzehn Falle der Pathologie Wurzburg aus dem Jahr
2006 verwendet. Neun Falle entsprachen dem Mischtyp des Hodgkin-
Lymphoms, sieben dem Bild der noduldaren Sklerose, zwei zeigten den
lymphozytenarmen und ein Fall den lymphozytenreichen Typ. Diese teilten sich
in neun EBV-negative und zehn EBV-positive Hodgkin-Lymphome. Auch hier
waren die Diagnosen anhand von Routine- und immunhistochemischen
Farbungen gestellt worden. Tabelle 3 gibt die Daten der verwendeten Falle

wieder.
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Material | Alter | m/w HL-Subtyp EBV
1 LK 82 w Mischtyp +
2 LK 31 m Nodulare Sklerose +
3 LK 41 m Mischtyp +
4 LK 19 m Nodulare Sklerose +
5 LK 18 m Nodulare Sklerose +
6 LK 23 m Mischtyp +
7 LK 70 m Mischtyp +
8 LK 63 w Lymphozytenarm +
9 LK 33 w Mischtyp +
10 | LK 66 w Mischtyp +
11 | LK 38 m Lymphozytenreich -
12 | LK 20 m Nodulare Sklerose -
13 | LK 49 m Mischtyp -
14 | LK 43 w Mischtyp -
15 | LK 21 w Nodulare Sklerose -
16 | LK 32 w Lymphozytenarm -
17 | LK 31 w Nodulare Sklerose -
18 | LK 57 m Mischtyp -
19 | LK 28 w Nodulare Sklerose -

Tabelle 3: Falldaten fur den Vergleich EBV-positiver (+) und EBV-negativer (-) Hodgkin-
Lymphome (HL). In allen Fallen handelt es sich um Lymphknoten (LK).

Verwendete Antikorper

Die Daten der zur immunhistochemischen Untersuchung eingesetzten
Primarantikdrper, mit den jeweilig verwendeten Sekundarantikdrpern, finden
sich in Tabelle 4. LMP-1 liel3 sich mit dem Zenon-Kit 555 (Molecular Probes,
Leiden, Niederlande) direkt konjugieren.

Um die Zugehorigkeit der Zielzelle des EBV zu T- oder B-Lymphozyten zu
ermitteln, wurde fur die T-Zellpopulation der T-Zellmarker CD3, fur die B-
Zellpopulation das Oberflachenantigen CD79a eingesetzt.

CD27 und Icsat wurden zur Bestimmung des Differenzierungstandes der
untersuchten Zellen eingesetzt.

Zum Nachweis einer Immunglobulinsynthese der EBV infizierten Zellen wurden
verschiedene Immunglobuline immunhistochemisch dargestellt. Um zunachst
die Gesamtimmunglobulinexpression der B-Lymphozyten zu untersuchen
wurden die Leichtketten k und A als Cocktail gefarbt. Daraufhin wurde IgM zum

Nachweis naiver, bzw. primar aktivierter B-Zellen gefarbt, IgG und IgA wurden
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ebenfalls als Cocktail gefarbt um post-class-switch Plasmazellen erfassen zu
konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Einteilung der EBV-infizierten Zellen in die
verschiedenen Latenzgruppen auf die viralen Proteine EBER, EBNA-2 und
LMP-1 zurlckgegriffen, da diese an Paraffinmaterial anwendbar sind und sich
anhand dieser drei Antigene bereits eine gute Unterscheidung der Latenztypen
treffen lasst. So entspricht der Nachweis aller drei viralen Antigene Latenz I,
werden nur EBER und LMP-1 exprimiert liegt Latenz Il vor, kann dagegen nur

EBER markiert werden, handelt es sich um Latenz | (Siehe Tabelle 1).

< <
> ) S 3 29
3 @ = €3 = =z
e o S @z 3 3 2
S o) =] :C; o
- CI)_ Q@ =
Target pH . . .
LMP-1 |DAKO| CS1-4 | 6,10.TRIS | 1:50 | Koniugation mit
Z555m
pH10,0
Target pH
EBNA-2 |DAKO| PE2 |6,10.TRIS| 1:10 A 555 donkey
a-mouse IgG
pH10,0
Novo- CS . A 555 donkey
CD3 castra PS 1 pH 5,5 1:20 a-mouse IgG***
. CS . Donkey
CD3 DAKO | Rabbit bH 5,5 1:2 a-rabbit Cy5*
Novo- CS . A 555 donkey
cp27 castra 13784 pH 5,5 1:20 a-mouse IgG***
cb79 |DAKO|JcB117| ©S 1,50 | /995 donkey
pH 5,5 a-mouse IgG
Neo-
. CS . Donkey
CD79 mearrsk- Rabbit oH 5,5 1:50 a-rabbit Cy5**
IRF- Santa CS . Donkey
4(Icsat) | Cruz M-17 pH 5,5 1:200 a-goat Cy5**
. CS . Donkey
K/ DAKO | Rabbit oH 55 1:10.000 a-rabbit Cy3**
. CS . Donkey
IgM DAKO | Rabbit oH 5,5 1:10.000 a-rabbit Cy3**
. CS . Donkey
IgG DAKO | Rabbit oH 5.5 1:10.000 a-rabbit Cy3**
. . Ros195 CS .
Blimp-1 G/G5 oH 5,5 1:2 -
CS .
Bcl-6 | DAKO | PG-B6p oH 5.5 1:5 -

Tabelle 4: Primdr- und Sekundarantikdrper: DAKO: Dako Cytomation, Hamburg, Deutschland,;
Novocastra, Newcastle, UK; Santa Cruz, San Diego, CA, USA; Neomarkers Inc., Fremont, CA, USA; *
Hergestellt von A. Avramidou und H.-M. Jack, Erlangen, Deutschland; **Dianova, Hamburg,
Deutschland; ***Molecular Probes, Leiden, Niederlande;
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Immunhistochemie

Die Eigenschaften der beobachteten Zellen wurden mit immunhistochemischen
Methoden untersucht. Dazu wurden 4um dicke Schnitte des Paraffinmaterials
angefertigt, die auf zuvor silanisierte Objekttrager (SuperFrost, Menzel-Glaser,
Braunschweig, Deutschland) aufgezogen wurden. Nach Entparaffinierung
wurden die Schnitte je nach Antikérper beziehungsweise Antikdrperkombination
in verschiedenen Puffern (CS pH7,0; CS pH5,5; Target pH6,1; TRIS pH10,0)

und bei verschiedenen Temperaturen vorbehandelt.

Immunfluoreszenz

Es fanden sowohl Einfach-, als auch Mehrfachfarbungen mittels
Immunfluoreszenz  Anwendung. Die durchgefuhrten Kombinationen der
Mehrfachfarbungen, einschlieRlich EBER-Mehrfachfarbungen, sind in Tabelle 5
aufgefihrt. Tabelle 6  zeigt beispielhaft das  Protokoll  einer
Mehrfachimmunfluoreszenzfarbung in Kombination mit einer EBER in situ
Hybridisierung. Die Antikorper wurden in Antibodydiluent (ChemMate, DAKO
Cytomation, Hamburg, Deutschland) respektive TRIS-Puffer (pH7,6), in den
jeweilig geeigneten Verdinnungen angesetzt. Als Waschlésung wurde
ebenfalls TRIS-Puffer verwendet. Nach dem Farbevorgang wurden die Schnitte
eingedeckt (Fluormount G, Southern Biotechnology Associates) und im Dunklen
bei 4° aufbewahrt.

1 2 3

CD79 CD3, CD27, IgG, IgM, «/A

EBER LMP-1 EBNA-2, BZLF-1
Icsat
CD79 CD3

LMP-1 K/A
Icsat

Tabelle 5: In der vorliegenden Arbeit wurden die Daten der hier aufgefuhrten

Antikérperkombinationen verwendet.
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EBER in situ Hybridisierung

Zur Markierung EBV-infizierter Zellen wurde eine Fluoreszeinisothiocyanat
(FITC)-konjugierte Peptidnucleinsaure (PNA)-Sonde (DAKO Cytomation,
Hamburg, Deutschland) zur Detektion von EBER-RNA eingesetzt. Nach der
Inkubation der Schnitte mit der EBER-Probe, wurde in weiteren Schritten mit
verschiedenen Primarantikérpern doppelgefarbt um den Phanotyp der EBER-

positiven Zellen beschreiben zu konnen(Tabelle 5).

Xylol 5x5 min
Alkohol 100% 2x3 min
Alkohol 96% 2x3 min
Aqua dest. Kurz spilen

Kochen (in Mikrowelle):
CSpH5,5 Stufe 5 5 min
Target pH 6,1  Stufe 4/3 |4 min

Kochen (122-126°C):

CSpH5,5 22 min
Target pH 6,1 15 min
Tris pH 10,0 13 min
Aqua dest. 2x3 min
Proteinkinase K (37C°)(DAKO) | 3 min bzw. 0/1 min bei
Kernfarbung
Aqua dest. 2x3 min
Alkohol 96% 10 sec
Trocknen 5 min

EBER-ISH (55C°in Feuchter 1,5h
Kammer; eindecken)

Adstringierende Waschlsg. 15 min+10 min (nach 15 min
(1ml+60ml; 55C°; Wasserbad Dechglaschen vorsichtig

mit Rittler) (DAKO) abschitteln)

TRIS 3 min

Antibody Dilunent 10min
CD79(rabbit);CD27(mouse); 1h

goat a-fitc

Donkey a-rabbit Cy5;donkey a- |1 h
mouse A 555;donkey a-goat

Oder:

EBNA-2(mouse);goat a-fitc 1h
Donkey a-mouse Cy5; donkey a-

goat

Mausserum 1h
LMP konjugiert mit Z 555* 1h
Formalin 10 min

Tabelle 6: EBER-ISH mit anschlielender Mehrfachfarbung der Zellmarker CD79/CD27
respektive LMP-1/EBNA-2
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Auswertung

Die Auswertung der Farbungen erfolgte mittels Laser Scanning Mikroskopie
(Leica TCS2, Leica Bensheim, Deutschland) durch semiquantitative
Unterteilung in 4 Gruppen. Waren 0-20% der EBV-infizierten Zellen positiv fur
einen Marker wurde dies als negativ, in Bezug auf die Expression dieses
Markers und damit als 0 gewertet. Uber 20% aber unter 50% positiv markierte
Zellen wurden mit 1, bei deutlicher Positivitat von mehr als 50% bis zu etwa
80% aller infizierten Zellen mit 2 gewertet. Mit 3 wurde gewertet wenn tber 80%
aller infizierten Zellen positiv flr den jeweiligen Marker waren.

Die so erfassten Daten wurden unter Verwendung des Computerprogramms
Statistica® fiir Windows auf zwei Arten weiterverarbeitet. Um zu Gberpriifen, ob
sich die verschiedenen Erkrankungsgruppen signifikant in der Expression der
einzelnen untersuchten Antigene unterscheiden wurde zunachst mittels
Spearman-Rang-Korrelation der p-Wert berechnet. Das Signifikanzniveau a
wurde als a=0,05 festgelegt, das heil’t, p-Werte < 0.05 wurden als signifikant
gewertet. AnschlielRend fand eine Clusteranalyse Anwendung. Dabei handelt es
sich um ein Verfahren zur Gruppenbildung der untersuchten Falle unabhangig
von der Diagnose. Berlcksichtigt wird nur das Expressionsmuster, das heil3t die
verschiedenen Eigenschaften eines Falles. Auf diese Weise werden Falle die
sich in ihren Eigenschaften gleichen, naher und solche mit abweichenden

Eigenschaften weiter entfernt voneinander positioniert.
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Ergebnisse

Zelltyp der infizierten Zelle

Durch eine Dreifachfarbung mit EBER/CD3/CD79 sollte die Zugehorigkeit der
Zielzelle des EBV zu einer der beiden Lymphozytenpopulationen bestimmt
werden. Dabei waren alle der 30 untersuchten Falle EBER+/CD3-(diese Daten
sind in Tabelle 7 nicht mit aufgefuhrt). CD79 dagegen fand sich bei allen Fallen,
in mindestens 20% der EBER+ Zellen, ausgenommen Fall 21, 22 und 23, bei
denen ein sicherer Nachweis von EBER+/CD79+ Zellen nicht moglich war. Die
untersuchten Zellen zeigten jedoch morphologisch das typische Bild von
Lymphozyten der B-Zellreihe. In Fall 1 waren, als einziger Fall, Uber 80% der
EBER+ Zellen zugleich CD79+.

Zwischen den untersuchten Diagnosegruppen lie sich in Bezug auf die

Expression des CD79 kein signifikanter Unterschied zeigen.

Differenzierungsstadium der infizierten Zellen

Um eine Aussage Uber die Aktivierungsstufe der infizierten Zellen machen zu
konnen, wurden die untersuchten Falle mit EBER und Icsat gefarbt. In
Abbildung 4 findet sich die EBER/Icsat-Farbung der vier untersuchten
Diagnosegruppen. In 3 Fallen der Mononukleose waren alle EBER positiven
Zellen auch Icsat positiv in den restlichen 4 Fallen waren deutlich dber 50% der
EBER+ Zellen Icsat positiv.

Bei den Fallen der PTLD exprimierten in 4 Fallen alle EBV-infizierten Zellen
zugleich Icsat. In 4 Fallen waren tber und in 2 Fallen unter 50% der Zellen Icsat
positiv.

Die Falle des Hodgkin Lymphoms zeigten, bis auf einen Fall, in dem unter 50%
der EBER positiven Zellen Icsat trugen, Icsat in allen EBV-infizierten Zellen.

In den Fallen der senilen Lymphoproliferation stellten sich bei 2 Fallen alle
EBER positiven Zellen auch als Icsat positiv dar. In 2 weiteren Fallen
exprimierten Uber 50% und in einem Fall unter 50% der EBER positiven Zellen
Icsat.

Mit Ausnahme der Falle 8, 16, 19 und 23, in welchen Icsat in unter 50% der
EBV-infizierten Zellen nachzuweisen war, wurde Icsat in den untersuchten

Fallen in nahezu allen EBER positiven Zellen stark exprimiert.
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Die Spearman-Rang-Korrelation

in Tabelle 8 zeigt

keine signifikante

Abweichung der Icsat-Farbung bei der Gegenuberstellung der verschiedenen

Erkrankungen.

Nr. | Latenz | EBER | CD79 | EBER | EBER | EBER | EBER | EBER

CD79 | EBER | CD79 | Icsat | CD79 | CD79 | CD79

CD27 IgM lgG/A K/\

1 - 3 1 0 2 0 0 0/1**
2 - 1 1 1 2 1 1 1
3 - 1 2 1 3 1 1 1
4 - 2 1 0 3 1 2 2
5 - 1 1 0 2 1 1 2
6 - 1 1 1 3 1 1 1
7 - 1 1 1 2 1 2 1
8 3 2 1 0 1 0 1 1
9 3 2 2 1 2 1 1 2
10 3 2 3 1 3 2 0 2
11 3 1 2 0 2 1 0 1
12 2 1 2 0 2 2 0 2
13 3 2 1 0 2 0 2 1
14 3 1 1 0 3 0 2 1
15 3 1 1 0 3 0 0 0
16 2 1 1 0 1 1 1 2
17 1 2 1 1 3 1 3 3
18] 2 1 1 1 2 0 0 0
19 2 1 1 0 1 1 0 1
20| 2 2 2 1 2 0 0 0
21 2 0 0 0 3 0 0 0
22| 2 0 0 0 3 0 0 0
23 2 0 0 0 1 0 0 0
24| 2 1 1 1 3 0 0 0
25| 2 2 1 0 3 0 0 0
26| 2 1 1 0 3 0 0 0

Tabelle 7: Ergebnisse der

EBER-ISH

und

Immunfluoreszenz Mehrfachfarbungen.

Die

untersuchten Zellen zeigen den jeweiligen Phanotyp in: 0: weniger als 20% der Zellen; 1:

zwischen 20 und 50%;

2: zwischen 50 und 80%; 3:

in 100%

der Zellen;

* Eine

Latenzbestimmung ist fir die infektiése Mononukleose nicht sinnvoll. **In diesem Fall wurden
/A getrennt gefarbt, wobei keine x+ und nur sehr vereinzelte A+ EBER+Zellen nachgewiesen
werden konnten.
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den Fallen der infektiosen Mononukleose (a),

Abbildung 4: Die EBER+ Zellen (griin) bei
der PTLD (b), dem Hodgkin Lymphom (c) und der
mehrheitlich deutlich positiv fir Icsat (blau).

senilen Lymphoproliferation (d) sind




M PTLD HD SL
IM - 060780 | 0,64229 | 0,67295

PTLD | 0,60780 - 0,46427 1,0000
HD 062249 | 0,46427 - 0,53468
SL 0,67295 1,0000 0,53468 -

Tabelle 8: Spearmanrang-Korrelation der Icsat Expression: Zwischen keiner der untersuchten
Diagnosegruppen (IM:infektidse Mononukleose, PTLD:Posttransplantaiton lymphoproliferative
disease, HD: Morbus Hodgkin, SL: senile Lymphoproliferation) lies sich ein signifikanter
Unterschied (p < 0,05 = signifikant) zeigen.

Differenzierungsweg der infizierten Zelle

Zur Beschreibung des Differenzierungsweges der infizierten Zelle wurde eine
Dreifachfarbung fur EBER/CD79 mit dem Oberflachenmarker CD27 gewahlt,
deren Ergebnis beispielhaft in Abbildung 5 wiedergegeben ist.

Bei der Mononukleose waren in vier Fallen deutlich unter 50% aller EBER und
CD79 positiven Zellen auch CD27 positiv, in drei Fallen waren alle EBER
positiven B-Zellen CD27 negativ.

Bei drei PTLD-Fallen war CD27 in weniger als der Halfte der EBER und CD79
positiven Zellen nachweisbar, in sieben Fallen war der Phanotyp der
Tumorzellen immer EBER und CD79 positiv und CD27 negativ.

Auch beim Hodgkin Lymphom waren drei der Falle CD27 negativ und ein Fall
zeigte eine Farbung fur CD27 in unter 50% der EBV-infizierten B-Zellen.

In einem Fall der senilen Lymphoproliferation war ein geringer Anteil der EBER
und CD79 positiven Zellen auch CD27 positiv, in den restlichen drei Fallen
dieser Krankheitsgruppe zeigten alle untersuchten Zellen den Phanotyp CD27
negativ.

Die statistische Untersuchung zeigte zwischen den untersuchten Fallen kein
signifikantes Ergebnis bei der Unterscheidung nach der CD27 Expression
(Tabelle 9). Unabhangig von dem zugrundeliegenden Krankheitsbild war somit
nur ein geringer Anteil der EBV-infizierten B-Zellen auch CD27 positiv. Der
vorherrschende Phanotyp der EBV infizierten Zelle lieR® sich als EBV-infizierte

B-Zelle ohne CD27-Expression beschreiben.
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Abbildung 5: Die Dreifachfarbung fir EBER (grun), CD79 (blau) und CD27 (rot) zeigt bei
den Fallen der infektidsen Mononukleose (a), der PTLD (b), dem Hodgkin Lymphom (c) und

der senilen Lymphoproliferation (d) fast ausschlieRlich den Phanotyp
EBER+/CD79+/CD27-




M PTLD HD SL
IM - 029196 | 0,35268 | 0,59947

PTLD | 0,29196 - 0,86521 | 0,72290
HD 0,35268 | 0,86521 - 0,68453
SL 059947 | 0,72290 | 0,68453 -

T
Tabelle 9: Spearman-Rang der CD27 Expression der EBER positive Zellen. Zwischen den
verschiedenen Diagnosegruppen (IM: infektise Mononukleose, PTLD: post-transplantation
disorder, HD: Morbus Hodgkin, SL: senile Lymphoproliferation) lie3 sich in Bezug auf die CD27-
Expression der EBV-infizierten Zellen kein signifikanter Unterschied (p < 0,05 = signifikant)
zeigen.

Immunglobulinsynthese der infizierten Zelle

Fur die Untersuchung der Immunglobulinproduktion fanden, wie in den
Abbildungen 6-8 zu sehen ist, Dreifachfarbungen mit EBER, CD79 und
kappa/lambda sowie anschlieend mit IgM mit respektive IgG/A Verwendung.
Eine Leichtkettensynthese wurde in zwei Fallen der Mononukleose von beinahe
allen EBV-infizierten Zellen gezeigt, in vier Fallen von ca. 30% der EBER
positiven Zellen, und bei einem Fall, Fall 1, lie® sich x in den EBER positiven
Zellen nicht, und A nur in vereinzelten Zellen nachweisen.

Bis auf Fall 1, der kein IgM exprimierte, fand sich IgM in allen Fallen der
Mononukleose in etwa einem Drittel der EBV-infizierten Zellen.

In zwei Fallen der infektidsen Mononukleose synthetisierte die Mehrzahl der
EBER positiven Zellen IgG/A. In vier weiteren Fallen der Mononukleose zeigte
sich IgG/A in 20-50% der EBV infizierten Zellen positiv. In Fall 1 konnten keine
IgG/A produzierenden und zugleich EBER positiven Zellen gefunden werden.
Bei der PTLD lieR sich in allen untersuchten Fallen eine k/A-Synthese belegen.
So war bei Fall 17 in allen EBV-infizierten Zellen Leichtkettensynthese zu
finden, bei vier Fallen war dies in Uber 50% der EBV-infizierten Zellen mdglich,
in drei Fallen unter 50% der EBER positiven Zellen und nur in Fall 15 zeigt sich
keine Farbung fur /.

Eine IgM-Produktion liel3 sich in vier Fallen der PTLD nicht dokumentieren, in
vier Fallen zeigte sich IgM in weniger als 50% und bei zwei Fallen in deutlich

Uber der Halfte aller Tumorzellen positiv.
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Abbildung 6: Die hier untersuchte Leichtkettensynthese zeigt in den Féllen der Mononukleose
(a) und der PTLD (b) eine deutliche Expression von k/I (blau) in den EBER (griin) und CD79
(rot) positiven Zellen. In den Fallen des Hodgkin Lymphoms (c) und der senilen

Lymphoproliferation (d) konnte keine Leichtkettensynthese der EBER+ Zellen nachgewiesen
werden




d
Abbildung 7: Der Nachweis von IgM (rot) in den EBER+ (griin) und CD79+ (blau) Zellen gelingt

Cc

bei den Fallen der Mononukleose(a) und der PTLD(b). Beiden Fallen des Hodgkin
der Phanotyp

Lymphoms(c) und der senilen Lymphoproliferation(d) hingegen liegt
EBER+/CD79+/IgM- vor.




Bei Fall 17 waren nahezu alle Tumorzellen IgG/A positiv. In zwei weiteren
Fallen zeigte die Mehrheit der Zellen diesen Phanotyp, in drei anderen fand
sich eine IgG/A-Synthese bei etwa einem Drittel der EBV-infizierten Zellen. In
vier PTLD-Fallen liel3 sich keine IgG/A-Produktion nachweisen.

In den Fallen des Hodgkin Lymphoms, war in keinem der untersuchten Falle
eine Immunglobulinsynthese nachzuweisen.

Ahnlich verhielt es sich mit den Fallen der senilen Lymphoproliferation. Auch
hier wurden von den Tumorzellen keine Immunglobuline synthetisiert. Eine
Ausnahme bildete dabei Fall 19, bei dem in einem sehr geringen Umfang, ca.
20-50% der EBER positiven Zellen eine IgM und Leichtkettensynthese
nachgewiesen wurde.

Bei der statistischen Auswertung der Daten fur /A, IgM und IgG/A zeigten sich
signifikante Unterschiede innerhalb der untersuchten Gruppen (siehe Tabellen
10-12). Dabei konnte zwischen den Diagnosegruppen der infektidsen
Mononukleose und der PTLD einerseits, sowie zwischen der Gruppe der
Hodgkin Lymphome und den senilen Lymphoproliferationen andererseits, kein
signifikanter Unterschied gefunden werden. Eine deutliche Abweichung der
Immunphanotypen fand sich bei dem Vergleich der infektiosen Mononukleose
respektive der PTLD mit den Fallen von Hodgkin Lymphomen beziehungsweise

Senilen Lymphomen.

M PLTD HD SL
M - 0,38624 0,00520 0,01919
PTLD 0,38624 - 0,00252 0,00475
HD 0,00520 0,00252 - 0,40708
SL 0,01919 0,00475 0,40708 -

Tabelle 10: Bei der Spearman-Rang Korrelation der Leichtketten-Synthese fanden sich fiir die
Falle der infektiosen Mononukleose (IM) und des Posttansplantation lymphoproliferative
Disease (PTLD) einerseits, im Vergleich zu den Diagnosegruppen des Hodgkin Lymphoms
(HD) und der senilen lymphoproliferation (SL) andererseits signifikante Abweichungen (p-Werte
< 0.05 fett gedruckt).
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Abbildung 8: Bei der Dreifachfarbung mit EBER(grin), CD79 (blau) und IgG/A (rot) findet sich
bei den Fallen der Mononukleose(a) sowie der PTLD(b) der Phanotyp EBER+/CD79+/IgG/A+,

beim Hodgkin Lymphom(c) und der senilen Lymphoproliferation(d) konnte in den EBER+Zellen
kein IgG gezeigt werden.




M PLTD HD SL
M - 0,75060 0,00164 0,02024
PTLD 0,75060 - 0,05169 0,14019
HD 0,00164 0,05169 - 0,40708
SL 0,02024 0,14019 0,40708 -

Tabelle 11: Spearman-Rang der IgM-Synthese der infizierten Zellen. Signifikante Werte (p <
0.05) sind fett gedruckt. Die IgM-Synthese bei infektidser Mononukleose (IM) und Hodgkin
Lymphom (HD) bzw. seniler lymphoproliferation (SL) ist signifikant verschieden. Fir die Post-
Transplantations Lymphoproliferationen (PTLD) =zeigen sich jedoch keine signifikanten
Unterschiede zu den anderen Diagnosegruppen.

M PLTD HD SL
M - 0,62178 0,00520 0,00171
PTLD 0,62178 - 0,05401 0,06392
HD 0,00520 0,05401 - n.b.*
SL 0,00171 0,03098 n.b.* -

Tabelle 12: Spearman-Rang Korrelation der IgG/A-Synthese EBV-infizierter Zellen. Signifikante
Werte (p < 0.05) sind fett gedruckt. Die IgG/A-Synthese bei infektioser Mononukleose (IM) und
Hodgkin Lymphom (HD) bzw. seniler lymphoproliferation (SL) ist signifikant verschieden. Fr die
Post-Transplantationslymphoproliferationen (PTLD) zeigen sich auch hier keine signifikanten
Unterschiede zu den anderen Diagnosegruppen. *n.b.: nicht berechenbar: Da die Werte beider
Gruppen identisch waren, konnte mittels Statistikprogramm kein Wert errechnet werden.

Bestimmung der viralen latenten Proteine

Eine Dreifachfarbung der EBV-infizierten Zellen mit LMP-1/EBNA-2/EBER
wurde zur Bestimmung der jeweiligen, in den unterschiedlichen
Krankheitsgruppen vorherrschenden Latenztypen durchgefuhrt. Abbildung 9
gibt die Farbung der vier Diagnosegruppen beispielhaft wieder.

In allen untersuchten Fallen fand sich eine Heterogenitat auf Einzelzellniveau.
So gab es, unabhangig von dem jeweiligen dominierenden Latenztyp, einige
Zellen die ausschlieRBlich EBER exprimierten. Dartber hinaus lagen in den
EBNA-2 positiven Fallen einzelne Zellen vor, die nur EBER und LMP-1
beziehungsweise EBER und EBNA-2 ohne LMP-1 exprimierten.

Da die infektiose Mononukleose eine akute und vorwiegend lytische Infektion

ist, erscheint es nicht sinnvoll, den Latenztyp dieser Erkrankung zu bestimmen.
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Abbildung 9: In den Fallen der Mononukleose (a) und der PTLD (b) stellt sich eine Co-
Expression der viralen Antigene EBNA-2 (blau), LMP-1 (rot) und EBER (grtn) dar. EBNA-2
wurde bei den Fallen des Hodgkin Lymphoms (c) und der senilen Lymphoproliferation (d) nicht
exprimiert. Es ergibt sich daher fir die Mononukleose und die PTLD das Latenzmuster IlI,
wahrend die Expression der Virusantigene bei Morbus Hodgkin und senilem Lymphom dem
Latenzmuster Il entspricht.




Sieben Falle der PTLD zeigten den Phanotyp EBER, LMP-1 und EBNA-2
positiv. In den Fallen 12 und 16 konnten EBER und LMP-1, jedoch nicht EBNA-
2 nachgewiesen werden. Ein weiterer Fall (Fall 17) prasentierte den Latenztyp I.
Bei den Fallen der Hodgkin Lymphome, ebenso wie bei den Fallen seniler
Lymphoproliferation lag ausschlieRBlich EBER und LMP-1 positiv und EBNA-2
negativ vor, das heil’t, es stellte sich hier eine Antigenexpression entsprechend
eines Latenztyps Il dar.

Die Spearman-Rang Korrelation erbrachte ein signifikantes Ergebnis in Bezug
auf das in den unterschiedlichen Diagnosegruppen vorherrschende
Latenzmuster. (Tabelle 13). So konnte zwischen den Latenztypen von PTLD

und seniler Lymphoproliferation ein signifikanter Unterschied gezeigt werden.

M PLTD HD SL
M " > > X
PTLD -* - 0,05323 0,03407
HD -* 0,05323 - 0,72160
SL -* 0,03407 0,72160 -

Tabelle 13: Die statistische Auswertung der Latenztypen zeigt ein signifikantes Ergebnis (Werte
< 0,05 sind fett gedruckt) bei dem Vergleich von Post-Transplantations Lymphoproliferationen
(PTLD) und seniler Lymphoproliferation. *Bei der infektiésen Mononukleose (IM) ist eine
Latenzbestimmung nicht sinnvoll.

Multivariate Clusteranalyse

Die Ergebnisse der Clusteranalyse wurden in der Form eines Stammbaumes
wiedergegeben, aus dem die berechnete Ahnlichkeit der einzelnen Falle
zueinander und ihre Gruppierung anhand der Verzweigungen und der sich
daraus ergebenden Distanzen ablesbar sind. Trotz einer gewissen
Heterogenitat innerhalb der Gruppen war eine nachvollziehbare Unterteilung
sichtbar. Die erste Verzweigung in zwei Hautgruppen trennte die Falle des
Hodgkin Lymphoms (23 - 26) von denen des PTLD und der infektidsen
Mononukleose. Innerhalb der PTLD-Mononukleose-Gruppe gibt es eine relativ
deutliche Kumulation mehrerer Mononukleosefalle (2, 3, 5, 6, 7) auf der
rechten Seite und der meisten PTLD-Falle (8-14, 16, 17) auf der linken Seite
des Stammbaumastes.
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Abbildung 10: Die Clusteranalyse bertcksichtigt die verschiedenen Eigenschaften der
jeweiligen Falle und gruppiert sie ihrer Ahnlichkeit entsprechend, unabhéngig von der zuvor
gestellten Diagnose, mit groRerer beziehungsweise kleinerer Distanz. Bei der Post-
Transplantations Lymphoproliferation (PTLD) wurde unterschieden zwischen polymorphen (p),
monomorphen (m), und mononukleose-like (ml) Lymphomen. IM: infektidse Mononukleose. HL:
Hodgkin Lymphom. Senil: Senile Lymphoproliferation.

Die Falle, die als senile Lymphoproliferation diagnostiziert waren, bildeten keine
eigenstandige Gruppe, sondern wurden auf die Hauptgruppen verteilt. Drei
Falle seniler Lymphoproliferation (18, 21, 22) lagen in der Gruppe der Hodgkin
Lymphome, die zwei anderen (19, 20) im Bereich der PTLD-Gruppe. Fall 1 war
an den ganz aulleren Rand der Hodgkin-Gruppe sortiert. Ein anderer
Mononukleosefall (Fall 4) lag im Bereich der PTLD-Falle. Ein PTLD-Fall (15)

kam neben Fall 1 in der Hodgkin-Gruppe zu liegen.

Vergleich EBV+ und EBV- Hodgkin Lymphome

In Einfachfarbungen zeigten die Tumorzellen in beiden der untersuchten
Gruppen des Hodgkin Lymphoms fast ausschlieRBlich den Phanotyp CD27
negativ. In Fall 19 prasentierte sich eine geringe Population CD27 positive
Tumorzellen. Auch Blimp-1 war in einigen Fallen schwach positiv, ansonsten
negativ in den Tumorzellen. Fur bcl-6 ergab sich in einzelnen Fallen eine unter

50% liegende Expression in den Hodgkinzellen.
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Signifikante Unterschiede zwischen den EBV positiven und den EBV negativen

Lymphomen bestanden bei den untersuchten Fallen nicht.

EBV | CD27 | Blimp-1 Bcl-6

N R S S R S N

— | | | | | | | | | -
olo|N|o|a|R|w|N|2[o|@R|N|O |0 A WIN =
1
~|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o
o|o|o|o|=|=|-|olo|a|=|=|o|o|o|o|o|o|o
o|o|o|o|-|o|o|o|o|o|o|=|o|=|o|o|o|=|o

Tabelle 14: Ergebnisse der Einfachfarbungen von EBV+ und EBV- Hodgkin Lymphomen. Die
untersuchten Zellen zeigen den jeweiligen Phanotyp in: 0: weniger als 20% der Zellen; 1:
zwischen 20 und 50%; 2: zwischen 50 und 80%; 3: in 100% der Zellen.
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Diskussion

Differenzierungsstadium und Immunglobulinsynthese der EBV-infizierten
Zelle

Die Mehrzahl aller EBV-infizierten Zellen der hier untersuchten Falle,
unabhangig von der zugrunde liegenden Erkrankung, sind Icsat positive und
CD27 negative B-Zellen, wobei sich zwei Populationen in Bezug auf die
Fahigkeit zur Immunglobulinsynthese unterscheiden. Da Icsat positiv ist, sind
die EBV-infizierten Zellen aktiviert. Was das Fehlen einer CD27-Expression
bedeutet, ist jedoch zu diskutieren und hat bei den unterschiedlichen
Erkrankungen wahrscheinlich verschiedene Ursachen.

Bei der infektidsen Mononukleose geht man davon aus, dass eine Infektion von
naiven, haufiger jedoch von Memoryzellen®' stattfindet. Kurth et al. beschrieben
bei Fallen infektidser Mononukleose eine kleinere Population EBV-infzierter
Zellen die nichtmutierte V-Regiongene trugen und daher nicht das Follikel
durchwandert haben, und eine zweite Population mit mutierten V-Regiongenen.
Beide Populationen fanden sich vornehmlich extrafollikular?.

In diesem Zusammenhang ist Fall 1, die frihe Mononukleose, interessant, da
hier eine starke Expression von CD79a und eingeschrankter
Immunglobulinsynthese hinweisend darauf ist, dass EBV hier naive B-Zellen
ohne Immunglobulinsekretion infiziert, und erst durch virale Stimulation aktiviert.
In den restlichen Fallen der infektiosen Mononukleose zeigen sich in etwa
gleicher Verteilung IgM positive, wie IgG/A positive Populationen EBV-infizierter
Zellen. Bei der CD27 negativen, IgM positiven Population konnte es sich
entsprechend dem Konzept von Brighenti et al. um extrafollikular primar
aktivierte, pra-class-switch B-Zellen handeln?.

In den Fallen 4 und 5 dieser Arbeit waren CD27 negative EBV-infizierte Zellen
mit 1gG/A Synthese nachweisbar. Ein derartiger Phanotyp setzt einen
Klassenwechsel bei extrafollikularer Aktivierung voraus. Tatsachlich wurde far
das LMP-1 des EBV die Fahigkeit zur Stimulation des Proteins AlD(activation

| 535 und zur

t 5

induced cytadine cesaminase), welches fiur den Klassenwechse
Einleitung eines Isotypenwechsels notwendig ist, in-vitro bereits gezeig
Die CD27 positive, IgG/A produzierende Population infizierter B-Zellen

reprasentiert moglicherweise den zweiten von Brighenti et al. beschriebenen
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extrafollikuldr aktivierten Zelltyp, die durch EBV reaktivierte Memoryzelle 2. Eine
andere Moglichkeit sind Zellen, die trotz EBV-Infektion regular ein Keimzentrum
durchlaufen haben und sich zu Memoryzellen weiterentwickeln konnten, was
jedoch bei der infektiosen Mononukleose eine geringere Rolle zu spielen
scheint®®.

Bei der akuten infektiosen Mononukleose kann die fehlende CD27-Expression
zusammenfassend durch die Fahigkeit des EBV, Zellen unter Umgehung des

Keimzentrums zu aktivieren, erklart werden.

In mehreren Studien zur Phanotypbestimmung der Tumorzellen bei EBV-
assoziierter PTLD wurden die Proteine MUM-1(Icsat), CD138 und bcl-6 zur
Festlegung des Differenzierungsgrades der infizierten und transformierten
Zellen herangezogen. CD138, ein Marker fur ausdifferenzierte Plasmazellen,
war bei den Studien nur in geringer Zahl der Falle positiv. Bcl-6 war immer
negativ. Da die Mehrheit der beobachteten Zellen MUM-1+/CD138- wair,
wurden diese als Keimzentrums- oder Post-Keimzentrumszellen, die noch keine
komplette Differenzierung erfahren haben, beschrieben "°%°8,

Capello et al. beobachteten vor allem drei unterschiedliche Gruppen bei den
EBV-assoziierten PTLD. Erstens fanden sich Tumorzellen die eine normale
somatische Hypermutation durchlaufen haben. Derartige Tumorzellen konnten
auch in der vorliegenden Arbeit als CD27 und IgG/A positiv beschrieben
werden. Die zweite Gruppe umfasst Tumorzellen die eine fehlerhafte
somatische Mutation durchlaufen haben und so prinzipiell in Apoptose hatten
gehen missen, dieser Mechanismus weist Ahnlichkeit zu der Immortalisierung
der Hodgkin Zellen auf und ist vereinbar mit CD27 negativen, somatisch
hypermutierten Zellen. SchlieRlich beschreiben Capello et al. eine dritte Gruppe
von Tumorzellen, die genotypisch naiv waren, also keine somatische
Hypermutation = durchgemacht  haben und lediglich phanotypisch
Keimzentrumszellen glichensg. Dieser dritte Zelltyp entspricht den bereits fur die
infektiose Mononukleose beschriebenen, durch EBV antigenunabhangig,
extrafollikular aktivierten B-Zellen. In diesen Fallen ist nur in Ausnahmen eine

somatische Hypermutation beschrieben®.
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Kahn et al. bestatigten die von Kuppers und Rajewsky bereits 1998 formulierte
Annahme, dass EBV-infizierte Hodgkin- und Sternberg-Reed Zellen von
Keimzentrumszellen abstammten®'*®®° Erganzend wurde von Brighenti et al.
die reaktivierte Memoryzelle als korrespondierende Normalzelle bestimmt, da,
wie eingangs erlautert eine CD30-Expression bei B-Zellen ausschlieBlich
wahrend der Memoryzellaktivierung nachgewiesen ist?.

Das Ausbleiben der CD27 Hochregulation auf den Tumorzellen der
vorliegenden Arbeit steht dazu im Widerspruch. Der daraufhin durchgeflhrte
Vergleich EBV-positiver und negativer Hodgkin Lymphome, um herauszufinden
ob dies ein durch EBV bedingtes Phanomen sein konnte, erbrachte keine
signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen. Das Fehlen
von CD27 ist somit nicht von einer EBV-Assoziation abhangig.

Der hier beobachtete Phanotyp kann als Bcl-6 negativ, Blimp-1 negativ, und
CD27 negativ beschrieben werden. Entsprechend dem eingangs angefuhrten
Model, handelt es sich bei den Tumorzellen um spate Keimzentrums- oder
vielmehr um  post-Keimzentrumszellen, in welchen Bcl-6 gerade
herunterreguliert, Blimp-1 und CD27 aber noch nicht hochreguliert worden sind
(Siehe Abbildung 11). Infolge einer pathologischen Follikelreaktion, die nicht
normal zu Ende gefuhrt wird, scheinen die Tumorzellen, die der Apoptose
entgehen, an diesem Punkt der Differenzierung das Keimzentrum verlassen
und als Memoryzellen Uberleben zu koénnen. Entsprechend der aktuellen
Forschung, nach welcher in Hodgkin- und Sternberg-Reed Zellen
Rearrangement der Immunglobulingene, jedoch keine Transkription
stattfindet®*®" zeigte sich in den Tumorzellen des Hodgkin Lymphoms der hier
untersuchten Falle keine Immunglobulinsynthese.

Auch die hier untersuchten Falle seniler Lymphoproliferation zeigen das Bild
CD27 negativer, aktivierter B-Zellen, wobei die CD79a-Expression zum Teil in
weniger als 20% der Tumorzellen sicher positiv war. Bemerkenswert ist
besonders das Fehlen einer Immunglobulinsynthese bei diesen Fallen. Eine
Follikelpassage voraussetzend, spricht die Beobachtung, dass auch keine
Leichtkettensynthese stattfindet flr ein den Hodgkin Lymphomen ahnliches

pathologisches Rearrangement der V-Regiongene.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Expression von Oberflachenmarkern und
Transkriptionsfaktoren wahrend der Keimzentrumsentwicklung von B-Zellen. Der rote Balken
markiert den hier postulierten Differenzierungsstand der Tumorzelle des EBV-assoziierten,
klassischen Hodgkin Lymphoms (adaptiert nach Brighenti et al.z).

Da bislang noch keine Analyse der V-Regiongen Mutationen unternommen
wurde, steht sicherer Nachweis einer Follikelpassage der Tumorzellen noch

aus. In der vorliegenden Arbeit, als auch bei Oyama et al.*

zeigten die
Tumorzellen eine CD30-Expression und entsprechen damit dem Phanotyp der

Hodgkin Zelle.

Das Epstein-Barr Virus verfugt demnach Uber verschiedene Mechanismen in
den Differenzierungsweg der EBV-infizierten Zelle einzugreifen. So aktiviert das
Virus bei der infektidsen Mononukleose naive B-Zellen oder Memoryzellen
extrafollikular. Bei Hodgkin Lymphom und seniler Lymphoproliferation dominiert
die immortalisierende Wirkung auf defekte post-Keimzentrumszellen. Bei der

PTLD kommen beide Mechanismen vor.

Bestimmung der viralen latenten Proteine

In den untersuchten Fallen traten vornehmlich zwei der in-vitro beschriebenen
Latenztypen (siehe Tabelle 1) auf. Diese entsprachen Latenztyp Il und Ill. Es
konnten aber auch Zellen beobachtet werden, deren virales Antigenmuster

nicht mit einem Latenztyp erfasst werden konnte. Dieses Phanomen ist auch in
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anderen Untersuchungen®'?? beschrieben und ist vermutlich Ausdruck eines
naturlich ablaufenden Prozesses ohne Synchronisation der Zellen. Insofern
bleibt die Latenzbestimmung bei EBV-assoziierten Erkrankungen als ein
theoretisches in-vitro Modell zu verstehen. Das heif’t, in-vivo kommt selten
ausschlieBlich nur eine Latenz in allen EBV tragenden Zellen vor. Somit handelt
es sich mehr um eine Annaherung, um Gruppen bilden und Falle nach

Gemeinsamkeiten einordnen zu konnen.

Das Expressionsmuster EBER, LMP-1 und EBNA-2 positiv, welches Latenztyp
[ll entspricht, trat in der Mehrzahl der Falle von PTLD auf. Bei der senilen
Lymphoproliferation und dem Hodgkin Lymphom dagegen fand sich in den
untersuchten Fallen nur der Latenztyp Il mit EBER und LMP-1 positiven, jedoch
EBNA-2 negativen Zellen.

Diese Ergebnisse stimmen weitgehend Uberein mit der aktuellen Forschung.
Bei der EBV-assoziierten PTLD wurde in mehreren Studien ein Vorherrschen
von LMP-1 und EBNA-2 positiven Zellen, also Latenztyp Il dokumentiert'”.
Oyama et al. beschrieben bei der Untersuchung von 22 Fallen seniler
Lymphoproliferation das Auftreten von Latenztyp Ill bei sieben Patienten.
Latenztyp Il dagegen fand sich in fiinfzehn der beobachteten Falle®?. Wing Y Au
et al. prasentierten den Fall einer 78 jahrigen Patientin mit einem EBV-
assoziierten, diffus groRzelligen B-Zell Lymphom®, auch hier konnte keine
EBNA-2-Expression nachgewiesen werden. Diese berichten weiter, dass,
anders als bei Lymphomen die mit Immundefizienz assoziiert sind, bei senilen
Lymphoproliferationen tber 70% der Falle dem Latenztyp Il entsprachen.

Das beim Hodgkin Lymphom vorherrschende virale Expressionsmuster wird

allgemein als Latenztyp Il charakterisiert ®,

Einordnung der senilen Lymphoproliferation

Nachdem die Phanotypen der jeweiligen Erkrankungen dargestellt wurden, soll
nun eine konzeptionelle Einordnung der senilen Lymphome unternommen
werden.

Es fallt auf, dass sowohl beim Hodgkin Lymphom als auch bei der senilen

Lymphoproliferation eine fehlende Immunglobulinsythese und der Latenztyp Il
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vorliegen. Bei den Tumorzellen der PTLD findet dagegen eine
Immunglobulinsynthese statt, und der dominierende Latenztyp ist Ill.

Zwischen den ersten beiden Diagnosegruppen gibt es Uber diese
Gemeinsamkeiten hinaus auch histologisch viele Ubereinstimmungen. In
beiden Gruppen werden Hodgkin und Sternberg-Reed Zell ahnliche
Tumorzellen beschrieben. Auch das Mikroenvironement, mit starker T-Zell-
Infiltration ist beiderseits beschrieben®®.

Drei der Falle seniler Lymphoproliferationen gliederten sich bei der, in der
vorliegenden Arbeit durchgefuhrten, Clusteranalyse in die Gruppe der Hodgkin-
Lymphome ein. Fall 20, der in die PTLD-Gruppe gegliedert wurde, zeigt den
untersuchten  Hodgkin  Lymphomen identische  immunphanotypische
Eigenschaften. Weshalb er nicht in der Hodgkin-Gruppe zu liegen kam, mag an
der im Gegensatz zu den untersuchten Hodgkin Lymphomen geringgradig
starkeren CD79-Expression der EBER+Zellen liegen. Fall 19 der ebenfalls der
PTLD-Gruppe zugeordnet wurde, zeigte als einziger Fall seniler Lymphome
eine, wenn auch sehr geringe Immunglobulinsynthese und nimmt daher eine
Sonderposition innerhalb der Latenzgruppe Il ein.

Die fur Hodgkin Lymphome typische Markerkombination CD30 positiv, CD15
positiv oder negativ und CD20 negativ bis schwach positiv'® fand sich bei den
untersuchten Fallen seniler Lymphome ebenfalls, wenn auch mit teilweise
starkerer Positivitat fur CD20 (Fall 20). Bei den PTLD Fallen dagegen lagen
vornehmlich CD20 positive, CD30 und CD15 negative Tumorzellen vor.

Es ist auRerdem zu bemerken, dass weder bei den von Shioyama et al.
untersuchten 76 Patienten mit seniler Lymphoproliferation65, noch bei dem von
Wing Y Au et al. vorgestellten Patientin, eine Immundefizienz vorlag. Auch bei
Patienten die an einem Hodgkin Lymphom erkrankten, lag meistens ein
intaktes, bis Uberaktives Immunsystem vor'®, In diesem Punkt unterscheiden
sich die beiden Erkrankungen erneut deutlich von der PLTD und anderen durch
Immunsuppression hervorgerufenen Lymphoproliferationen.

Daher wird hier postuliert, dass die senile Lymphoproliferation kein
eigenstandiges Krankheitsbild darstellt, sondern dem zweiten Altersgipfel des
Hodgkin Lyphoms zuzuordnen ist.

Diese Feststellung widerspricht der Einordnung von Oyama et al, welche die

senile Lymphoproliferation als ein der PTLD ahnliches unabhangiges
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Krankheitsgeschehen werten. Auch dort wurden in 15 Fallen Zellen mit grol3er
Ahnlichkeit zu Sternberg-Reed Zellen beschrieben, die jedoch nicht die
klassische Morphologie von Sternberg-Reed Zellen aufwiesen®. Ein von
Shimoyama et al., Mitgliedern derselben Arbeitsgruppe, im Marz 2006
veroffentlichter Review, mit einem grofleren Patientenkollektiv, raumt eine
deutliche Ahnlichkeit zu den Hodgkin Lymphomen ein, wenn auch hier die
Trennung der beiden Entitdten aufrechterhalten wird®”.

Besonders in Bezug auf das anzustrebende Therapiekonzept konnte eine
Einordnung der senilen Lymphome unter die Hodgkin Lymphome relevant sein.
So kann heute durch Kombination aus Radio- und Chemotherapie beim
Hodgkin Lymphom eine Heilungsrate von uber 80% erreicht werden®. Diehl et
al. berichten fur das BEACOPP-Schema bei fortgeschrittenem Hodgkin
Lymphom von Gesamtiiberlebensraten bis zu 90% in sieben Jahren®’. Von den
bei Oyama et al. vorgestellten Patienten starben sechs der 15 Patienten mit
Sternberg-Reed ahnlichen Zellen, wahrend von den sieben Patienten ohne
Sternberg-Reed ahnliche Zellen nur zwei verstarben. Eine Gesamtmortalitat
von 40% innerhalb der ersten 17 Monate nach Diagnosestellung® ist kein
befriedigendes Ergebnis. Eine bessere Anpassung des Therapiekonzeptes

kdnnte die Mortalitat der senilen Lymphoproliferationen womdéglich senken'”.
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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit hatte zur Aufgabe, die EBV-infizierte Zelle bei infektidser
Mononukleose, Hodgkin Lymphom, Post-Transplantations-Lymphoproliferation
(PTLD) und seniler Lymphoproliferation zu beschreiben. Da die Einordnung der
senilen Lymphoproliferation als eigenstandige Entitat unbefriedigend ist, sollte
der Bezug zu PTLD oder Hodgkin Lymphom untersucht werden.

Sowohl bezuglich des Latenztyps des EBV, der Oberflachenantigen- und
Transkriptionsfaktorenexpression als auch der fehlenden
Immunglobulinsekretion entsprachen sich Hodgkin Lymphom und senile
Lymphoproliferation. Zwischen seniler Lymphoproliferation und PTLD dagegen
fanden sich diesbezlglich groRe Unterschiede. Daher sind die senilen
Lymphoproliferationen im Ergebnis dieser Doktorarbeit als Hodgkin Lymphome

des hoheren Alters anzusehen.

Als Nebenbeobachtung stellten sich die hier untersuchten Hodgkin Zellen als
CD27 negativ dar, die im Unterschied stehen, zur CD27 und CD30 positiven
Memoryzelle, welche als korrespondierende Normalzelle postuliert wurde. Der
Vergleich EBV-negativer und EBV-positiver Hodgkin Lymphome erbrachte in
dieser Hinsicht jedoch keine Unterschiede. Die CD27-Negativitat der Hodgkin
Zelle ist somit nicht als EBV-spezifisches Phanomen zu verstehen und bedarf

weiterer Klarung.
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