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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Das Immunsystem der Wirbeltiere schutzt den Korper vor eingedrungenen
Fremdstoffen wie Bakterien, Viren und Pilzen. Die fruhe Phase der Immunreaktion
beruht auf der unspezifischen Immunantwort, durch die Pathogene zum Beispiel durch
phagozytierende Zellen eliminiert werden. Dabei werden haufige, konservierte
Bestandteile der Pathogene (zum Beispiel bakterielles Lipopolysaccharid oder
bakterielle DNA) durch Rezeptoren der phagozytierenden Zellen gebunden und die
Phagozytose ausgeldst. Im Gegensatz zu dieser unspezifischen Immunantwort kann
wahrend der spezifischen Immunantwort ein verstarkter Schutz vor wiederholter
Infektion und vor neuartigen Pathogenen entwickelt werden. An dieser spezifischen
Immunantwort sind vor allen Dingen zwei Zelltypen beteiligt - B-Zellen und T-Zellen.
B-Zellen konnen sowohl zellular gebundene als auch Iosliche Antigene direkt mit Hilfe
der von ihnen gebildeten AntikOrper binden. T-Zellen erkennen mit Hilfe ihres
T-Zellrezeptors Antigene in Form prozessierter Peptide, die ihnen von Antigen-
prasentierenden Zellen auf dem MHC-Komplex (MHC, major histocompatibility
complex) prasentiert werden. Die Antwort auf diese Antigenbindung unterscheidet sich
je nach Art der aktivierten T-Zellen. Im Gegensatz zu zytotoxischen T-Zellen, welche
infizierte Zellen direkt eliminieren, bekampfen T-Helferzellen die Pathogene indirekt,
indem sie die Immunantwort Uber Ausschuttung von Botenstoffen oder Uber
Zellinteraktionen stimulieren.

Die Immunreaktionen kbnnen zudem abhangig von den beteiligten Zelltypen
untergliedert werden: B-Zell-vermittelte, T-Zell-unabhangige Immunantworten werden
direkt durch polymere Antigene mit sich wiederholenden Antikérper-Bindungsstellen
induziert. Wahrend T-Zell-abhangiger Immunreaktionen kommt es hingegen zur
Interaktion von B- und T-Zellen und Antigen-prasentierenden Zellen. Im Verlauf dieser
Reaktion werden neben Antikdrper-sezernierenden Plasmazellen langlebige

Gedachtniszellen gebildet, die auf der Zelloberflache hochaffine Antikorper tragen.
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1.1 Die Entwicklung von B-Zellen im Knochenmark

Die B-Zellen des Menschen werden in einer Reihe von Differenzierungsprozessen
gebildet. Durch diese regulierten Entwicklungprozesse, die im Fotus Uberwiegend in der
Leber und nach der Geburt im Knochenmark stattfinden, wird sowohl die grolde
Diversitat der Antikorper als auch die Selektion der B-Zellen mit funktionellen, nicht
autoreaktiven Antikorpern gewahrleistet (Rajewsky, 1996).

Antikorper setzen sich aus je zwei identischen schweren Ketten und zwei
identischen leichten Ketten zusammen. Bei den Leichtketten werden zwei Typen,
kappa (k) und lambda (A) leichte Kette, unterschieden. Sowohl die schwere als auch die
leichte Ketten verfigen Uber eine carboxyterminale konstante (constant, C) und eine
aminoterminale variable (V-) Region. Diese V-Region, welche die Antigenbindung der
Antikorper vermittelt, wird in vier Gerustregionen (framework region, FR) und drei
hypervariable Regionen (complementary determining region, CDR) untergliedert. Die
FR sind fur die Struktur der Antikorper-V-Regionen wichtig und zeigen daher relativ
geringe Diversitat, wahrend sich die CDRs, die eigentlichen Regionen der
Antigenbindung, durch eine grofRe Vielfalt auszeichnen.

Zu Beginn der B-Zell-Entwicklung im Knochenmark werden die V-Regionen der
schweren Ketten durch somatische Rekombination von drei voneinander getrennten
Gensegmenten, den Variablen- (V), den Diversitats- (D) und den Verbindungs-
(joining, J) Gensegmenten, gebildet (Abbildung 1; Rajewsky, 1996). Dieser Prozel} wird
durch zwei Proteine, RAG1 und RAG2 (recombination-activating genes 1 und 2),
vermittelt (McBlane et al., 1995; Oettinger et al., 1990). Wahrend der Rekombination
kann eine Exonuklease einzelne Nukleotide an den Enden der umgelagerten V-, D- und
J-Gensegmente abbauen. Zudem kann das Enzym terminale Desoxynucleotidyl-
transferase (TdT) zusatzliche, nicht keimbahnkodierte Nuleotide an die Enden der
einzelnen Gensegmente anfugen, die als N-Nukleotide bezeichnet werden (Tonegawa,
1983). Gelegentlich werden auch sogenannte P-Nukleotide zwischen den umgelagerten

Gensegmenten eingefuhrt. Diese entstehen, wenn die bei der V(D)J-Rekombination an
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den Enden der Gensegmente gebildeten Haarnadelstrukturen versetzt aufgeschnitten
wurde und der entstandene DNA-Einzelstrang (bestehend aus dem kodierenden DNA-
Strang sowie einigen Nukleotiden des Gegenstrangs) zum Doppelstrang erganzt wird
(Laffaille et al., 1989). Da durch diese zusatzlich eingeflihrten Nukleotide die einzelnen
Gensegmente ungenau verbunden werden, kann es zu einer Verschiebung des
Leserasters der Gene der V-Region kommen. Falls eine solche nicht produktive
Umlagerung ("out-of-frame" Umlagerung) erfolgt, wird die Rekombination auf dem
zweiten Locus der schweren Kette eingeleitet (Rajewsky, 1996). Nach produktiver
Rekombination eines Schwerkettenlocus wird diese funktionell rekombinierte
Schwerkette in Kombination mit der sogenannten "surrogate" Leichtkette als
"pra-B-Zellrezeptor" auf der Oberflache ausgepragt (Meffre et al., 2000; Rajewsky,
1996). In der Mehrzahl der B-Zellen erfolgen die Genumlagerungen der Leichtkettenloci
erst nach der Auspragung der funktionell umgelagerten Schwerkette; in einigen B-
Zellen werden die Leichtkettenloci allerdings vor den Schwerkettenloci rearrangiert
(Novobrantseva et al., 1999). Die Rekombination der V- und J-Gensegmente der
Leichtkettenloci erfolgt mit Hilfe der gleichen Enzyme wie beim Schwerkettenlocus
(RAG1, RAG2, Exonuklease, TdT). In den meisten, wenn auch nicht allen B-Zellen
findet zunachst die Umlagerung im k-Leichtkettenlocus statt (Brauninger et al., 2001a;
Rajewsky, 1996). Werden auf beiden Chromosomen nicht-funktionelle k-Umlagerungen
gebildet, so erfolgt anschliefend die Umlagerung des A-Leichtkettenlocus. Nur Zellen,
die einen funktionellen, nicht autoreaktiven Antikorper bilden, verlassen als
antigenunerfahrene ("naive") B-Zellen das Knochenmark und gelangen in die Peripherie
(Rajewsky, 1996). In B-Zellen mit autoreaktiven Antikdrpern konnen sekundare
Rekombinationsprozesse (Receptor Editing) eingeleitet werden und auf diese Weise
funtkionelle, nicht autoreaktive Antikorper gebildet werden (Casellas et al., 2001;
Pelanda et al., 1997; Retter and Nemazee, 1998; Tiegs et al., 1993). Gelingt dies nicht
stirbt die Zelle im Knochenmark. Alternativ kann auch Anergie (Unempfindlichkeit fur

das Antigen) eingeleitet werden (Goodnow et al., 1988).
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Abbildung 1. V (D) J Rekombination des Schwerkettenlocus
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Schematische Darstellung der V(D)J-Rekombination des Schwerkettenlocus. Aus einer Vielzahl von V-, D-
und J-Gensegmenten werden einzelne Segmente zur V-Region des Antikdrpers zusammengesetzt.
Zwischen den umgelagerten Gensegmenten kénnen nicht keimbahnkodierte N-Nukleotide eingefugt
werden (schraffierte Bereiche).

Die grolRe Diversitat der Antikorper wird durch die somatische Rekombination der
V-, (D-) und J-Gensegmente, den Abbau und das Einfugen von Nukleotiden an den
Enden der Gensegmente und die Kombination verschiedener leichter und schwerer
Ketten ermoglicht (Tonegawa, 1983). Weiterhin spielt die grof’e Anzahl verschiedener
V-, D- und J-Gensegmente, die wahrend der somatischen Rekombination frei
kombiniert werden, eine bedeutende Rolle bei der Entstehung der Antikorpervielfalt: Im
Schwerkettenlocus des Menschen stehen etwa 50 funktionelle Vy-Gene (Cook et al.,
1994; Matsuda et al., 1993), 27 Dy-Gene (Corbett et al., 1997) und 6 Ju-Gene (Ravetch
et al., 1981) zur Verfugung. Der k-Locus beinhaltet 38 funktionelle V_-Gene (Tomlinson
and Cook, 1997) sowie 5 J.-Gene (Hieter et al., 1982), der A-Locus setzt sich aus etwa
30 funktionellen V,-Genen (Williams et al., 1996) sowie 4 funktionellen J,-Genen
(Vasicek and Leder, 1990) zusammen. Da auf diese Weise bis zu 10" verschiedene
Antikorper erzeugt werden kénnen (Davis et al., 1998), ist es unwahrscheinlich, dal®
zwei unabhangige, nicht klonal verwandte B-Zellen die gleichen Umlagerungen bilden
und somit identische Antikdrper auspragen. Besonders die Sequenz der CDRIII-
Regionen der schweren und der leichten Ketten, die aus Teilen der V- und

J-Gensegmente, nicht keimbahnkodierten Nukleotiden sowie bei der schweren Kette
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dem D-Gensegment gebildet werden (Abbildung 1), sind fur eine B-Zelle und deren

Tochterzellen spezifisch und dienen als klonale Marker.

1.2 Die Keimzentrumsreaktion

Im Verlauf T-Zell-abhangiger Immunantworten findet im Keimzentrum eine weitere
Diversifizierung der Antikorper durch somatische Hypermutation statt. Wahrend dieses
Prozesses werden Mutationen in umgelagerte Antikorpergene der B-Zellen eingefuhrt.
AnschlieRend erfolgt die Selektion der B-Zellen Uber die veranderten Antikorper
(Rajewsky, 1996).

Keimzentren entstehen im Verlauf einer T-Zell-abhangigen Immunantwort,
nachdem antigenspezifische, naive B-Zellen in der T-Zellzone der peripheren
lymphoiden Organe, wie Lymphknoten und Tonsillen, aktiviert werden (Jacobs and
Kelsoe, 1992). Infolge dieser Aktivierung proliferieren antigenspezifische naive B-Zellen
und bilden sogenannte B-Zell-Foci aus. Einige der aktivierten B-Zellen entwickeln sich
zu Plasmazellen, welche Antikorper niedriger Affinitat produzieren (Liu et al., 1991).
Andere aktivierte B-Zellen wandern in primare Follikel ein, die sich aus ruhenden
B-Zellen und einem Netzwerk von follikulare dendritischen Zellen (follicular dendritic
cell, FDC) zusammensetzen (Jacobs and Kelsoe, 1992). Im Anschluf3 daran entsteht
die histologische Struktur des Keimzentrums, indem die eingewanderten,
antigenspezifischen B-Zellen proliferieren und dadurch die ruhenden B-Zellen der
primaren Follikel aus dem FDC-Netzwerk drangen (Liu et al., 1992). Auf diese Weise
wird vermutlich die Mantelzone aus kleinen, ruhenden B-Zellen gebildet, welche das
Keimzentrum umgibt. Im Verlauf der Keimzentrumsreaktion entwickeln sich in den
Keimzentren zwei im histologischen Bild definierte Bereiche (Kroese et al., 1990; Liu et
al., 1992): Die dunkle Zone der Keimzentren besteht hauptsachlich aus stark
proliferierenden B-Zellen, den sogenannten Zentroblasten. In der hellen Zone der
Keimzentren befinden sich neben T-Helferzellen, Makrophagen und FDCs vor allen

Dingen nicht proliferierende B-Zellen, die Zentrozyten (Kroese et al., 1990; Stein et al.,
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1982). Es wird angenommen, dal} der Prozel3 der somatischen Hypermutation in den
Zentroblasten stattfindet (Liu et al., 1992). Dabei werden Mutationen in die Gene der
Antikorper-V-Regionen der proliferierenden B-Zellen eingefuhrt (Abbildung 2; Berek et
al., 1991; Jacob et al., 1991; Kocks and Rajewsky, 1989). Anschlie3end wechseln die
Zentroblasten in die helle Zone und entwickeln sich dort zu Zentrozyten (Abbildung 2).
Diese pragen die durch somatische Mutationen veranderten Antikérper auf der
Zelloberflache aus und nehmen auf diese Weise Kontakt zu Antigen-Antikorper-
Komplexen auf, die an der Zelloberflache der FDCs gebunden sind (Kroese et al.,
1990). Da nur eine limitierte Menge des spezifischen Antigens von den FDCs
prasentiert wird, konkurrieren die Zentrozyten um dieses Antigen. B-Zellen, die als
Folge der Mutationen keinen Antikorper mehr bilden kdnnen, und B-Zellen mit geringer
Affinitat zu dem gegebenen Antigen oder mit Affinitat zu Autoantigenen werden durch
Apoptose entfernt (Abbildung 2; Kelsoe, 1996; Rajewsky, 1996). Nur Zellen mit
verbesserter Bindungsqualitat des Antikorpers konnen das FDC-assoziierte Antigen
binden und werden sowohl durch die Interaktion mit FDCs als auch mit
antigenspezifischen T-Helferzellen positiv selektioniert (Abbildung 2; Rajewsky, 1996).
Anschlief’end durchlaufen diese B-Zellen entweder eine erneute Runde der Mutation
und Selektion oder sie verlassen die Keimzentren und differenzieren zu Plasmazellen

oder Gedachtniszellen (MacLennan et al., 1992).
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Abbildung 2. Die Keimzentrumsreaktion
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Schematische Darstellung der Keimzentrumsreaktion. Horizontale Linien stellen V-Genumlagerungen dar und vertikale
Linien somatische Mutationen. Im Keimzentrum werden somatische Mutationen in V-Genumlagerungen proliferierender
B-Zellen eingeflihrt, so dal® B-Zellklone entstehen, deren Mitglieder sich in einzelnen Mutationen unterscheiden. Naive
B-Zellen und Keimzentrums-Griinder-B-Zellen sind durch unmutierte V-Genumlagerungen charakterisiert (weifl3
dargestellte Zellen), Keimzentrums- und Gedachtnis-B-Zellen sind durch mutierte V-Genumlagerungen gekennzeichnet
(grau dargestellte Zellen). Die Selektion der B-Zellen erfolgt durch Interaktion mit follikuldaren dendritischen Zellen
(FDCs) und T-Zellen (nicht dargestellt).

Schon lange wurde vermutet, dall die Affinitatsreifung in den Strukturen der
Keimzentren stattfindet. Durch Mikromanipulation von Keimzentrums-B-Zellen aus der
Milz der Maus und einzelner Keimzentrums-B-Zellen aus menschlichen Lymphknoten
sowie Isolierung von Keimzentrums-B-Zellen der Maus aufgrund der Expression
Keimzentrums-spezifischer Oberflachenantigene konnte gezeigt werden, dal} der
Prozell der somatischen Hypermutation in Keimzentrums-B-Zellen aktiviert ist (Berek et
al., 1991; Jacob et al., 1991; Kuppers et al., 1993). Wahrend dieses Prozesses werden
neben Deletionen und Insertionen hauptsachtlich Punktmutationen mit einer Rate von
103-10"/bp/Generation in umgelagerte V-Gene eingefiihrt (Goossens et al., 1998;
Kocks and Rajewsky, 1989; McKean et al., 1984; Wilson et al., 1998). Diese Mutationen
konzentrieren sich sowohl bei funktionellen als auch nicht-funktionellen Umlagerungen
(Roes et al., 1989) auf einen Bereich von ca. 2 kbp zwischen V-Gen-Promotor und J-C-

Intron (Both et al., 1990; Rada et al., 1994; Rogerson, 1994; Rothenfluh et al., 1993).

7
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Weiterhin wurden durch Sequenzvergleiche verschiedener, mutierter Genumlagerungen
Sequenzpraferenzen der somatischen Hypermutation deutlich: So werden Mutationen
haufig in sogenannte "hot-spots" wie dem RGYW-Motiv (R: G+ A, Y:C+ T, W: A+ T)
gefunden (Betz et al., 1995; Neuberger and Milstein, 1995; Reynaud et al., 1995;
Rogozin and Kolchanov, 1992; Steele, 1991). Zudem werden haufiger Transitionen
(Purin = Purin und Pyrimidin — Pyrimidin) als Transversionen (Purin = Pyrimidin und
Pyrimidin — Purin) eingefuhrt (Betz et al., 1995; Betz et al., 1993). Der Mechanismus
der somatischen Hypermutation ist bislang noch nicht vollstandig geklart; unter
anderem wurde gezeigt, dald Mutationen nur in transkribierte Gensegmente eingefihrt
werden und dall im Verlauf dieser Reaktion Strangbriche in der DNA der
Immunoglobulin- (Ig-) Loci entstehen (Bross et al., 2000; Fukita et al., 1998; Peters and
Storb, 1996). Auch die Beteiligung von fehlerhaften DNA-Polymerasen wurde vermutet.
So ist das Muster der somatischen Mutationen bei Patienten beeinflul3t, die Defekte im
Gen der DNA-Polymerase m besitzen (Zeng et al., 2001). Ferner konnte gezeigt
werden, dald in Abwesenheit der Polymerasen T oder « die somatische Hypermutations-
aktivitat in in vitro mutierenden Zellinien eingeschrankt ist (Faili et al., 2002; Zan et al.,
2001). Auch in transgenen Mausen, welche Polymerase C-spezifische antisense RNA
auspragen, werden im Verlauf einer T-Zell abhangigen Immunantwort weniger
somatische Mutationen in V-Genumlagerungen eingefihrt (Diaz and Casali, 2002). In
einer Reihe von Experimenten wurde weiterhin deutlich, dald somatische Hypermutation
nur in Anwesenheit des Enzyms "activation-induced cytidine deaminase" (AID)
stattfindet: Patienten, die Defekte im AID-Gen besitzen, sowie AlD-defiziente Mause
zeigen keine somatische Hypermutationsaktivitat (Muramatsu et al., 2000; Revy et al.,
2000). Daruber hinaus findet sowohl bei diesen Patienten als auch bei AlD-defizienten
Mausen kein Klassenwechsel statt. Bemerkenswerterweise kann durch AlD-Expression
die somatische Hypermutationsaktivitat und der Klassenwechsel auch in nicht B-Zellen
wie z.B. Fibroblasten induziert werden (Okazaki et al., 2002; Yoshikawa et al., 2002).

Daher scheint AID der einzige B-Zellspezifische Faktor zu sein, der fur diese Prozesse
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notwendig ist. AID zeichnet sich durch Homologie zu Proteinen aus, die Veranderungen
in RNA-Molekulen nach der Transkription einfihren (RNA Editing); die Wirkungsweise
von AID ist allerdings bisher noch nicht vollkommen geklart. Kurzlich erschienene
Arbeiten deuten darauf hin, dal} durch AID Cytosine der DNA zu Uracil desaminiert
werden. Vermutlich werden anschlieBend Mutationen in die DNA eingefuhrt, indem die
veranderte Base mittels Uracil-DNA-Glykosylasen entfernt wird und die entstandene
abasische Stelle fehlerhaft aufgefullt wird (Di Noia and Neuberger, 2002; Petersen-
Mahrt et al., 2002; Rada et al., 2002).

Infolge der somatischen Hypermutation und der Proliferation im Keimzentrum
zeichnen sich Mitglieder einzelner Klone von Keimzentrums-B-Zellen durch
V-Genumlagerungen aus, die sich nur in einzelnen Mutationen von Umlagerungen der
anderen Klonmitglieder unterscheiden (Abbildung 2). Diese intraklonale V-Gen-
Diversitat ist also charakteristisch fur expandierende Keimzentrums-B-Zellklone (Jacob
et al., 1991; Kuppers et al., 1993). Weiterhin sind die Mutationen in den umgelagerten
V-Genen Kennzeichen fur den Entwicklungsstand der B-Zellen: Naive,
antigenunerfahrene B-Zellen besitzen im Vergleich zu den Keimbahn-V-Genen
unmutierte V-Gene. Im Gegensatz dazu sind Keimzentrums-B-Zellen und von ihnen
abstammende Zellen (Gedachtnis-B-Zellen und Plasmazellen) durch V-Gene
charakterisiert, die sich in einzelnen somatischen Mutationen von den Keimbahn-V-
Genen unterscheiden (Abbildung 2) .

Neben der Diversifizierung der Antikdrper durch somatische Hypermutation findet
in Keimzentren auch Klassenwechsel statt. Durch somatische Rekombination wird -
unter Erhalt der V-Region - die C-Region der Schwerkettengene durch eine andere
C-Region ersetzt (Siebenkotten and Radbruch, 1995; Stavnezer, 1996). Da die
C-Region die Effektorfunktionen des Antikorpers vermittelt, entsteht auf diese Weise ein
Antikorper mit veranderter Effektorfunktion bei gleichbleibender Spezifitat.

Fur die Entstehung der Keimzentren sowie den Verlauf der Keimzentrums-

reaktion spielt sowohl der CD40-Rezeptor also auch das Bcl-6 Molekul eine wichtige
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Rolle. Der CD40-Rezeptor ist ein Oberflachenprotein, das zur Familie der
Tumornekrosefaktoren-Rezeptoren gezahlt wird (Locksley et al., 2001). Neben B-Zellen
pragen Monozyten, dendritische Zellen, Endothelzellen und Epithelzellen den CD40-
Rezeptor aus. Bcl-6, ein Transkriptionsrepressor, wird unter B-Zellen nur von
Keimzentrums-B-Zellen ausgepragt (Cattoretti et al., 1995; Onizuka et al., 1995).
Translokationen des Bcl-6 Gens wurden in einer Reihe von B-Zell-Lymphomen
beschrieben (Dalla-Favera et al., 1999). Durch folgende Beobachtungen wird deutlich,
dall sowohl die CD40-CD40L-Interaktion sowie die Auspragung des Bcl-6 Molekuls
entscheidend zur Bildung der Keimzentren beitragen: Bei CD40-, CD40L- sowie Bcl-6-
defizienten Mausen ist die Bildung der Keimzentren blockiert (Dent et al., 1997; Kawabe
et al., 1994; Xu et al., 1994). Weiterhin findet bei CD40- und CD40L-defizienten Mausen
nach Immunisierung mit Antigenen, die gewohnlich eine Keimzentrumsreaktion
auslosen, kein Klassenwechsel statt (Kawabe et al., 1994; Xu et al.,, 1994).
Vergleichbare Symptome zeigen Patienten, die einen Defekt im CD40L-Gen besitzen
(Hyper-lgM-Syndrom) (Notarangelo et al., 1992). In-vitro Experimente zeigten weiterhin,
dal} die Aktivierung des CD40-Rezeptors isolierte Keimzentrums-B-Zellen vor Apoptose
schutzt und dal® der Kontakt zwischen CD40 und CD40L bei gleichzeitiger Stimulation
durch Interleukin 2 und 10 die Differenzierung von Keimzentrums-B-Zellen beeinfluf3t:
Keimzentrums-B-Zellen, bei denen der CD40-Rezeptor aktiviert wurde, entwickeln sich
zu Gedachtnis-B-Zellen, wohingegen fehlende Aktivierung des CD40-Molekuls die
Entstehung von Plasmazellen begunstigt (Arpin et al., 1995; Liu and Banchereau,
1997). Auch die Expression des Bcl-6 Moleklls beeinfluBt wahrscheinlich die
Entwicklung der Keimzentrums-B-Zellen, da Bcl-6 die Transkription von Blimp-1
inhibiert, einem fur die Plasmazellendifferenzierung wichtigen Faktor (Shaffer et al.,
2000).

Obwohl es offenkundig ist, da® die meisten B-Zellen mit mutierten
V-Genumlagerungen von Keimzentrums-B-Zellen abstammen, deuten einige wenige,

Arbeiten darauf hin, dall der Prozel3 der somatischen Hypermutation nicht
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uneingeschrankt von der Bildung der Keimzentren abhangig ist: So zeigen zum Beispiel
Lymphotoxina-defiziente Mausen trotz fehlender Keimzentren somatische Mutationen in
umgelagerten V-Gene (Matsumoto et al., 1996). Auch Patienten, die aufgrund eines
Defekts im CD40L-Gen keine Keimzentren bilden (Hyper-lgM Syndrom, siehe oben),
zeigen somatische Mutationen in V-Genen einiger B-Zellen (Weller et al., 2001). Eine
kiarzlich erschienene Arbeit weist desweiteren darauf hin, dal} in CD95-defizienten,
transgenen Mausen, welche B-Zellen mit autoreaktivem Antikorper bilden, somatische
Mutationen aullerhalb der Keimzentren eingefuhrt werden (William et al., 2002). Es
bestehen allerdings Zweifel, ob und in welchem Male diese beschriebene somatische
Hypermutationsaktivitat au3erhalb der Keimzentren zur Entstehung der B-Zellen mit
mutierten V-Genumlagerungen beitragt. So ist es nicht ausgeschlossen, dal® bei Hyper-
IgM-Patienten und Lymphotoxina-defizienten Mausen in einigen wenigen
lymphatischen Geweben Keimzentren oder Keimzentrums-ahnliche Strukturen
vorhanden sind, die in eingeschranktem Malle somatische Hypermutation erlauben.
Weiterhin werden in den beiden beschriebenen Mausmodellen somatische Mutationen
nur nach Immunisierung mit unphysiologisch-hohen Antigenkonzentrationen eingefuhrt.
Zusammenfassend gibt es also Hinweise auf somatische Hypermutation, die aul3erhalb
des Keimzentrums stattfindet; doch die direkten Belege fur diesen Prozel} sind noch

unzureichend.
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1.3 Das Epstein-Barr Virus

Das Epstein-Barr Virus (EBV), das im Jahr 1964 zum ersten Mal von Epstein, Achong
und Barr in Zellkulturen des Burkitt's Lymphomes, einem in Zentralafrika und
Neuguinea haufig auftretendem Tumor, nachgewiesen wurde (Epstein et al., 1964),
wird aufgrund seiner Struktur den Herpesviren zugeordnet. Das Genom des Virus
besteht aus einer linearen, doppelstrangigen, 184 kbp langen DNA, die mit Proteinen
besetzt ist und von einem Nukleokapsid, einem Proteintegument sowie einer Membran
umgeben wird (Kieff and Rickinson, 2001). Das Virus infiziert hauptsachlich B-Zellen
und entwickelt in diesen eine lebenslange Persistenz (Rickinson and Kieff, 2001).
Ferner wurde vornehmlich bei Tumoren die Infektion anderer Zellarten wie zum Beispiel
Epithelzellen, T-Zellen und Leberzellen beschrieben; die regelmafige Infektion dieser
Zellen wird allerdings kontrovers diskutiert (Anagnostopoulos et al., 1995; Niedobitek et
al., 1997; Sixbey et al., 1984; Sugawara et al., 1999; Tosato et al., 1984).

EBV infiziert B-Zellen, indem es zunachst uber Interaktion des viralen
Membranglykoproteins gp350/220 mit dem von B-Zellen ausgepragten CD21 Protein
(auch C3d-Komplementrezeptor genannt) Kontakt zu B-Zellen herstellt (Nemerow et al.,
1985; Tanner et al., 1987). Nachdem das Virus auf diese Weise an die Zelloberflache
der B-Zelle gebunden hat, wird es durch rezeptorvermittelte Endozytose in die
Wirtszelle aufgenommen. Bei diesem Prozess spielt die Interaktion des viralen
gH-gL-gp42-Komplexes mit dem HLA Klasse |l Molekul der B-Zelle eine entscheidende
Rolle (Haan et al., 2000; Haan and Longnecker, 2000). Anschlie3end gelangt die virale
DNA in den Zellkern der infizierten B-Zelle und zirkularisiert zu einem Episom. In der
Zelle kann EBV in zwei unterschiedliche Infektionsphasen eintreten: den lytischen und
den latenten Zyklus (Kieff and Rickinson, 2001). Im lytischen Zyklus wird eine Vielzahl
viraler Partikel gebildet und nach Zerstorung der infizierten Zelle freigesetzt. Im Verlauf
der latenten Infektion entstehen hingegen keine infektiosen Partikel, das Virus verbleibt

episomal in der infizierten Zelle.
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Anhand der Auspragung verschiedender viraler Genprodukte wird die Latenz in
unterschiedliche Phasen (Latenzformen) untergliedert (Kieff and Rickinson, 2001).
Wahrend der Latenz lll werden alle 12 latenten Gene des EBV ausgepragt. Neben den
nuklearen Proteinen EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C und -LP ("EBV nuclear antigens")
werden die Membranproteine LMP1, LMP2A und LMP2B ("Latent membrane proteins")
gebildet. Zusatzlich zu diesen Proteinen findet man verschiedene Transkripte, die
wahrscheinlich nicht translatiert werden: BARTs ("BamHI A fragment rightward
transcripts"), eine Familie von RNA-Molekulen, die durch alternatives Spleil3en eines
Transkriptes entstehen, und zwei nicht polyadenylierte, nicht gespleil3te Transkripte,
EBER1 und EBER2 ("EBV-encoded small RNAs"). Im Gegensatz zu dieser
Latenzform Il zeichnen sich die drei weiteren Latenzphasen durch eingeschrankte
Genexpression der viralen latenten Gene aus (Rickinson and Kieff, 2001). Neben den
Transkripten (EBER1, EBER2 und BARTSs) werden in Latenz Il die Proteine LMP1,
LMP2A, LMP2B und EBNA1 und in Latenz | lediglich das Protein EBNA1 ausgepragt.
Ferner wurde eine Latenzform beschrieben wahrend der nur die EBER-Transkripte, die
BARTs, LMP2A und vielleicht auch EBNA1 gebildet werden (Chen et al., 1995;
Miyashita et al., 1997; Tierney et al., 1994). Diese Latenzform wird im Folgenden

Latenz 0 genannt.

1.4 Die Wirkung einiger EBV-kodierter, latenter Genprodukte

EBV-kodierte Genprodukte greifen auf vielfaltige Weise in den Zellzyklus und den
Stoffwechsel infizierter Zellen ein. Fur einige virale Proteine wurde zum Beispiel
molekulares Mimikry festgestellt: Diese Genprodukte ahmen die Funktion menschlicher
Proteine nach und konnen auf diese Weise die infizierten Zellen beeinflussen.

EBNAZ2 ist nicht nur der Hauptaktivator viraler, latenter Gene (wie LMP1, LMP2A,
EBNAS3A-3C) und bewirkt somit die Auspragung der Latenz Ill, sondern reguliert auch
eine Reihe zellularer Gene (Zimber-Strobl and Strobl, 2001). So wird durch EBNA2

unter anderem die Expression von c-myc aktiviert und die Transkription des
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Schwerkettenlocus der AntikOrpergene inhibiert (Jochner et al., 1996; Kaiser et al.,
1999). Diese Wirkungen werden uber Bindung an den Tanskriptionsfaktor RBP-Jk
vermittelt (Zimber-Strobl et al., 1994). RBP-Jx wird ubiquitar exprimiert und ist u.a. Teil
der Notch-Signalwege, die in vielen Organismen wie auch dem Menschen bei der
Embryogenese sowie der Differenzierung von Zellen eine wichtige Rolle spielen
(Artavanis-Tsakonas et al., 1999). So inhibiert die Expression von Notch1 die
Differenzierung lymphatischer Vorlauferzellen zu B-Zellen und reguliert an mehreren
Punkten die Entwicklung der T-Zellen (Pui et al., 1999; Radtke et al., 1999; Robey et al.,
1996; Washburn et al., 1997). Da sowohl EBNAZ2 als auch aktiviertes Notch mit RBP-Jk
interagieren, wurde vermutet, dalR EBNA2 trotz fehlender ausgedehneter
Sequenzhomologie aktiviertes Notch nachahmt. In einer Reihe von Experimenten
konnte schlieBlich die Analogie von EBNA2 und aktiviertem Notch-Rezeptor in vielen
Punkten bestatigt werden (Gordadze et al., 2001; Strobl et al., 2000). Wie
Mutationsanalysen EBNA2-regulierten Promotoren zeigten, ist die Interaktion zwischen
EBNAZ2 und RBP-Jx fur die Transkription EBNA2-regulierter Gene notwenig jedoch
nicht hinreichend (Kieff and Rickinson, 2001). So bendtigt die Aktivierung des EBV-
kodierten LMP1-Gens u.a. zusatzlich die Interaktion von EBNA2 mit PU-1, einem in B-
Zellen exprimierten Transkriptionsfaktor (Johannsen et al., 1995).

LMP1 besitzt viele funktionelle Gemeinsamkeiten mit Mitgliedern der
Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Familie, zu der auch das CD40-Protein gezahlt wird. So
ist es nicht nur in der Lage, mit Molekulen der TRAF-Familie (Tumornekrosefaktor-
Rezeptor assoziierte Faktoren) zu interagieren, sondern aktiviert auch die NFxB-, JAK-
STAT und JNK-Signalwege (Gires et al., 1999; Kieser et al., 1997; Mosialos et al.,
1995). Im Gegensatz zum CD40-Rezeptor ist LMP1 allerdings ein konstitutiv aktiver
Rezeptor; die Interaktion mit einem Liganden ist fur die Aktivierung der LMP1-
abhangigen Signalwege nicht notwendig (Gires et al., 1997). In vielen Aspekten konnte
die funktionelle Ahnlichkeit von LMP1 und aktiviertem CD40 Molekll durch in vitro

Experimente gezeigt werden: So kann sowohl LMP1 als auch aktivierter
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CD40-Rezeptor die JNK- und NFkB-Signalwege aktivieren und die Proliferation
infizierter B-Zellen induzieren (Kilger et al., 1998; Zimber-Strobl et al., 1996). Auch im
Mausmodell konnten die funktionellen Gemeinsamkeiten zum Teil bestatigt werden. In
CDA40-defizienten Mausen werden keine Keimzentren gebildet und es findet weder
Klassenwechsel noch Affinitatsreifung statt (siehe Abschnitt 1.2). Wird in diesen
CDA40-defizienten Mausen das LMP1-Gen als B-Zell-spezifisches Transgen eingeflhrt,
so kann der Klassenwechsel, nicht jedoch die Affinitatsreifung, wiederhergestellt
werden (Uchida et al., 1999). Desweiteren wurden in diesen LMP1-exprimierenden
Mausen (CD40** und CD40™) keine Keimzentren gefunden (Uchida et al., 1999). Diese
Ergebnisse legen nahe, da® LMP1 - Gber die zu CD40 analoge Wirkung hinaus - die
Bildung von Keimzentren blockiert. LMP1 hat weiterhin die Fahigkeit, infizierte Zellen
durch Induktion verschiedener anti-apoptotischer Proteine wie Bcl-2, A20 und Bfl-1 vor
Apoptose zu schitzen und in Kombination mit EBNAZ2, infizierte Zellen zur Proliferation
zu treiben (Henderson et al., 1991; Kilger et al., 1998; Laherty et al., 1992; Wang et al.,
1996). Aufgrund dieser Wirkung kénnen Zellinien humaner B-Zellen durch EBV-
Infektion etabliert werden.

LMP2A besitzt wie der B-Zellrezeptor in seiner Signaldomane ein sogenanntes
ITAM-Motiv ("Immunoreceptor Typrosine Activation Molifs") (Beaufils et al., 1993; Reth
et al., 1991). Nach Phosphorylierung dieses Motivs erfolgt sowohl bei LMP2A als auch
beim B-Zellrezeptor die Interaktion mit Protein-Tyrosin-Kinasen wie Syk (Miller et al.,
1995). Im Gegensatz zum B-Zellrezeptor ist LMP2A jedoch unabhangig von einem
Liganden aktiv und ahmt auf diese Weise einen konstitutiv aktiven B-Zellrezeptor nach
(Beaufils et al., 1993; Longnecker and Kieff, 1990). So wurde in LMP2A-transgenen
Mausen gezeigt, da® LMP2A mit Signalen des B-Zellrezeptor interferiert und das
Uberlebenssignal des B-Zellrezeptors ersetzen kann: Durch LMP2A Expression kdnnen
rezeptorlose B-Zellen Uberleben, die gewohnlich aufgrund des fehlenden Signals des
B-Zellrezeptors im Knochenmark durch Apoptose sterben sollten (Caldwell et al., 1998)

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen viralen Proteinen ahmt EBNA1 kein
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zellulares Protein nach. In proliferierenden Zellen ist EBNA1 fur die Replikation des
viralen Genoms sowie fur die Verteilung der Episome auf die Tochterzellen notwendig
(Kieff and Rickinson, 2001). EBNA1 zeichnet sich durch Glycin-Alanin Wiederholungen
aus, welche die endogene Prozessierung und Prasentation des Proteins durch Antigen-
prasentierende Zellen und somit die Erkennung des Antigens durch zytotoxische
T-Zellen verhindern (Levitskaya et al., 1995). Infizierte B-Zellen, die als einziges Protein
EBNA1 auspragen (Latenz ), kdnnen also nicht von zytotoxischen T-Zellen erkannt und
eliminiert werden.

Die Wirkungsweise der EBER-Transkripte, die mit einer Kopienzahl von bis zu
10" Molekiilen pro Zelle vorliegen, ist noch nicht vollstiandig geklart. Diese Transkripte
induzieren die Expression des Bcl-2 Gens und schiutzen somit infizierte Zellen vor
Apoptose; auch eine tumorigene Wirkungen der EBER-RNAs wird diskutiert (Komano et
al.,, 1999; Ruf et al., 2000). Ferner zeigten in-vitro Experimente, dal} die EBER-
Transkripte die Aktivierung der RNA-abhangigen Proteinkinase inhibieren, die ein Teil
der intrazellularen, anti-viralen Antwort ist (Clarke et al., 1990a; Clarke et al., 1990Db;

Sharp et al., 1993).

1.5 Die primare EBV-Infektion und die Persistenz des Virus

EBV infiziert Uber 95% der Bevolkerung weltweit und entwickelt in diesen Personen
eine lebenslange Persistenz (Rickinson and Kieff, 2001). Wahrend die Primarinfektion
mit EBV bei Kindern gewohnlich asymptomatisch verlauft, kann bei Primarinfektionen
wahrend oder nach der Pupertat in etwa der Halfte der Falle die Krankheit infektidse
Mononukleose (IM; auch Pfeiffersches Drusenfieber genannt) entstehen (Henle et al.,
1968). Der Grund fur die unterschiedliche Symptomatik der Primarinfektion ist bisher
noch nicht geklart. Neuere Untersuchungen zeigen allerdings, dal} sich Patienten mit
symptomatischer und asymptomatischer Primarinfektion vor allem im T-Zellrepertoire
unterscheiden (Silins et al., 2001). Wahrend IM-Patienten starke oligoklonale

Expansionen unter den zytotoxischen T-Zellen zeigen, wird die Diversitat des
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T-Zellrepertoirs bei asymptomatischen Donoren beibehalten. Dies legt die Vermutung
nahe, dal® die Immunreaktion der T-Zellen die Entstehung der Symptome der IM im
starken Mal3e beeinfluf3t.

Nach Ubertragung des Virus durch den Speichel kann es nach einer
Inkubationszeit von vier bis sieben Wochen zum Ausbruch der IM kommen; Uber die
Prozesse, die wahrend der Inkubationszeit ablaufen, ist wenig bekannt. Im Verlauf der
IM kommt es neben grippeahnlichen Symptomen, wie Fieber, Mudigkeit und
Gliederschmerzen, zur Entzindung der Tonsillen und zur Schwellung einer Vielzahl von
Lymphknoten (Rickinson and Kieff, 2001). Auch Stérungen der Leberfunktion sowie
VergrolRerung der Milz kdnnen in einigen Fallen auftreten. Die Lymphknoten und
Tonsillen sind wahrend der IM durch starke Nekrose und zumindest in spaten Phasen
der IM durch die Auflosung der Struktur der Keimzentren gekennzeichnet (Reynolds et
al., 1995). In den Tonsillen konnen EBV-infizierte Zellen wahrend der IM
unterschiedliche Morphologien annehmen: Die meisten EBV-positiven Zellen sind kleine
Lymphozyten, wenige sind groRere Zellen (auch Blasten genannt) oder sogenannte
Hodgkin-Reed-Sternberg (HRS)-ahnliche Zellen, deren Phanotyp an den der
Tumorzellen (HRS-Zellen genannt) des Morbus Hodgkin (MH) erinnern (Abschnitt 1.6;
Anagnostopoulos et al., 1995; Isaacson et al., 1992; Reynolds et al., 1995). Diese HRS-
ahnlichen Zellen der IM stellen wie die HRS-Zellen des MH grof3e, CD30-positive Zellen
dar, die entweder einkernig (sogenannte Hodgkin-Zellen) oder mehrkernig (sogenannte
Reed-Sternberg-Zellen) sind. EBV-infizierte Zellen unterscheiden sich nicht nur in ihrer
Morphologie sondern auch in den ausgepragten Latenzformen: Zellen in Latenz Il sind
uberwiegend HRS-ahnliche Zellen sowie grof3e infizierte Zellen; kleine EBV-infizierte
Zellen liegen hingegen nicht in Latenz Il sondern in anderen Latenzformen vor
(Niedobitek et al., 1997). Unabhangig von der Morphologie handelt es sich bei dem
uberwiegenden Teil der infizierten Zellen um B-Zellen; doch auch die Infektion von
Epithelzellen und T-Zellen wird diskutiert (Anagnostopoulos et al., 1995; Niedobitek et
al., 1997; Sixbey et al., 1984; Tokunaga et al., 1993).
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Wahrend der IM ist etwa eine unter 10* der im Blut zirkulierenden B-Zellen mit EBV
infiziert (Rickinson and Kieff, 2001). Es wird angenommen, da® EBV in dieser Phase
der Infektion in der Mehrzahl der infizierten B-Zellen entweder Latenz IIl auspragt oder
in den lytischen Zyklus eintritt. Als Antwort auf die Ausbreitung des Virus findet eine
oligoklonale Expansion zytotoxischer T-Zellen statt (Callan et al., 1996). In dieser Phase
konnen uber 40% der zytotoxischen T-Zellen gegen ein einziges Epitop des Virus
gerichtet sein (Callan et al., 1998). Infolge dieser starken, EBV-spezifischen
Immunantwort wird die Mehrzahl der infizierten Zellen eliminiert. Vermutlich kdnnen nur
wenige infizierte B-Zellen diesem Prozel3 entgehen, indem EBV in diesen Zellen
Latenz | oder O auspragt. Da wahrend dieser Latenzformen keine oder nur geringfugig
immunogene Proteine gebilden werden (Chen et al., 1995; Miyashita et al., 1997;
Tierney et al., 1994), konnen diese infizierten Zellen nicht oder nur schwer von
zytotoxischen T-Zellen erkannt und eliminiert werden. Auf diese Weise kann EBV eine
lebenslange Persistenz entwickeln, wahrend der ein Gleichgewicht zwischen infizierten
B-Zellen (eine von 10° bis 10° peripheren B-Zellen) und Virus-spezifischen T-Zellen
besteht (Miyashita et al., 1997).

Fir diese virale Persistenz wurde die Infektion von B-Zellen unterschiedlicher
Entwicklungsstadien sowie die in diesen B-Zellen ausgepragten Latenzformen
untersucht (Babcock et al., 2000). Dazu wurden naive, Gedachtnis- und Keimzentrums-
B-Zellen aufgrund des Expressionsmusters spezifischer Oberflachenantigene aus dem
Blut und den Tonsillen latent infizierter Personen isoliert. AnschlieRend wurden fur diese
isolierten B-Zellpopulationen die Frequenz infizierter Zellen sowie die ausgepragten
Latenzformen EBV-kodierter Gene bestimmt. Diese Untersuchung zeigte, dafl? B-Zellen
unterschiedlicher Entwicklungsstufen unterschiedliche Latenzformen auspragen: In der
Tonsille zeigen naive B-Zellen die Latenzform Il und Keimzentrums-B-Zellen sowie
aktivierten Gedachtnis-B-Zellen Latenzform II. Im Blut sind hingegen ausschlief3lich
Gedachtnis-B-Zellen infiziert, welche die Latenzform 0 zeigen. Basierend auf den

Annahmen, dal} EBV in allen direkt infizierten B-Zellen die Latenzform IIl auspragt und
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dald andere Latenzformen nur durch Differenzierung infizierter Zellen gebildet werden
konnen, wurde folgendes Szenario entwickelt: In Tonsillen gehen wahrend der
Persistenz standig einige wenige infizierte Plasmazellen oder moglicherweise auch
Epithelzellen in den lytischen Zyklus uber. Die auf diese Weise produzierten viralen
Partikel infizieren naive B-Zellen, welche in Latenz Il zur Proliferation getrieben werden
(Babcock et al., 2000). Durch den Wechsel der Latenzform zu Latenz Il und der damit
verbundenen Herunterregulation der EBNA2-Expression konnen infizierte, naive
B-Zellen zu Keimzentrums-B-Zellen differenzieren. Die in Keimzentrums-B-Zellen
ausgepragten EBV-kodierten Gene sind fiir das Uberleben infizierter Keimzentrums-B-
Zellen wahrend der Selektion im Keimzentrum von zentraler Bedeutung: LMP1 ahmt
aktivierten CD40-Rezeptor und somit die Interaktion mit antigenspezifischen
T-Helferzellen nach; LMP2A imitiert in vielen Aspekten einen aktivierten B-Zellrezeptor
und somit die Interaktion mit FDCs (Abschnitt 1.2 und 1.4; Babcock et al., 2000). Da
Keimzentrums-B-Zellen sowohl durch den Kontakt mit FDCs als auch mit
antigenspezifischen T-Helferzellen positiv selektioniert werden, konnen infizierte
B-Zellen demzufolge unabhangig von der Selektion im Keimzentrum Uberleben.
Schlief3lich gelangt das Virus durch Differenzierung infizierter Keimzentrums-B-Zellen in
das Gedachtnis-B-Zellkompartiment. Einige der infizierten Gedachtnis-B-Zellen
gelangen ins Blut und zeigen die Latenzform 0. Diesem Modell zufolge nutzt das Virus
also die Prozesse der B-Zell-Entwicklung im Keimzentrum aus, um eine stabile
Population infizierter Gedachtnis-B-Zellen zu bilden und in diesen langlebigen B-Zellen
zu persistieren (Babcock et al., 2000). Da jedoch bei histologischen Untersuchungen
wahrend der Persistenz nur sehr selten Keimzentren mit EBV-positiven Zellen
beschrieben wurden (Araujo et al., 1999; Kobayashi et al., 1998; personliche Mitteilung
Tilmann Spieker) und da die Bildung der Keimzentren in LMP1-transgenen Mausen
blockiert ist (Abschnitt 1.4; Uchida et al., 1999), wird dieses Modell, das eine

Keimzentrumspassage EBV-infizierter Zellen postuliert, kontrovers diskutiert.
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1.6 EBV-assoziierte Krankheiten

Die Mehrzahl der Patienten, die an der X-chromosomal vererbten Immunschwache
"X-linked-lymphoproliferative-syndrome" (XLP) leiden, stirbt bei der primaren EBV-
Infektion (Bar et al., 1974; Purtilo et al., 1975). Infolge eines Defektes im SAP-Gen
reagiert das Immunsystem der Patienten nicht angemessen auf die Infektion mit EBV,
so dal eine starke Expansion EBV-infizierter B-Zellen und eine starke Proliferation von
T-Zellen als Antwort auf die Expansion infizierter B-Zellen stattfindet (Coffey et al.,
1998; Nichols et al., 1998; Sayos et al., 1998). Vermutlich liegt dieser deregulierten
Immunantwort u.a. folgender Prozeld zugrunde (Parolini et al., 2000): Durch Interaktion
des 2B4-Rezeptors der naturlichen Killerzellen mit dem SAP-Protein wird bei gesunden
Personen die antivirale Immunantwort dieser Killerzellen aktiviert. EBV-infizierte
B-Zellen konnen infolge dieser Immunreaktion der natiurlichen Killerzellen eliminiert
werden, da sie den Liganden des 2B4-Rezeptors - CD48 - ausgepragen. Der Defekt im
SAP-Gen der XPL-Patienten verhindert allerdings die Eliminierung EBV-infizierter
B-Zellen uber diesem Mechanismus.

Neben den symptomatischen Primarinfektionen mit EBV - IM und XLP - wurde
eine Vielzahl von EBV-assoziierten Krankheiten beschrieben (Rickinson and Kieff,
2001). Da es sich dabei vor allen Dingen um Tumore handelt, wird eine tumorigene
Wirkung von EBV vermutet (Rickinson and Kieff, 2001). Die wichtigsten Beispiele EBV-
assoziierte Lymphome sind das Burkitt-Lymphom (BL), das Posttransplantations-
lymphom immunsupprimierter Patienten (PTLD), der MH, einige T-Zell-Lymphome
sowie das Nasopharynxkarzinom.

FUr das BL wurde sowohl eine endemische Form, die hauptsachlich bei Kindern
in Zentralafrika und Neuguinea auftritt, als auch eine sporadische Form beschrieben
(Rickinson and Kieff, 2001). 15-25% der Tumore des sporadischen BL und
wahrscheinlich samtliche Falle des endemischen BL sind mit EBV infiziert (Magrath,
1990; zur Hausen et al., 1970). Zudem wurde gezeigt, dal® die viralen Episome aller

Tumorzellen eines Patienten identisch sind (Neri et al., 1991). Da das EBV-Genom
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nach der Infektion der B-Zellen zirkularisiert und dabei an den Verknupfungsstellen der
beiden Enden eine variable Anzahl von Sequenzwiederholungen eingefuhrt wird, kann
diese Verknupfungsstelle als klonaler Marker infizierter Zellen dienen. Demzufolge ist
es wahrscheinlich, dal} bei Tumoren wie dem BL, welche klonale EBV-Genome in allen
Tumorzellen eines Patienten zeigen, schon die Vorlauferzellen der Tumore infiziert
worden sind, und dal} EBV bei der Entstehung des BL eine entscheidende Rolle spielt.
Die Tumorzellen des BL, die durch Latenzform | charakterisiert sind, zeigen
morphologische und phanotypische Ahnlichkeiten mit Keimzentrums-B-Zellen (Gregory
et al., 1988; Rickinson and Kieff, 2001; Rowe et al., 1987). Desweiteren zeigen alle BL-
Falle eine deregulierte Expression des Protoonkogens c-myc infolge von
Translokationen des c-myc-Gens in die Nahe eines Ig Locus (Rickinson and Kieff,
2001).

Bei Transplantationspatienten ist das Gleichgewicht zwischen EBV-infizierten
Zellen und EBV-spezifischen T-Zellen aufgrund von Immunsuppression gestort. Infolge
dessen gehen EBV-infizierten B-Zellen in die Latenzform Ill Gber und proliferieren ohne
Kontrolle durch EBV-spezifische zytotoxische T-Zellen. Diese unkontrollierte Expansion
EBV-infizierter B-Zellen kann schief3lich zur Entstehung der PTLDs fuhren (Locker and
Nalesnik, 1989; Shapiro et al., 1988).

Die Tumorzellen von etwa 50% der MH-Falle sind mit EBV infiziert; dabei
konnten in allen Tumorzellen der einzelnen Falle jeweils klonale EBV-Genome
nachgewiesen werden (Weiss et al., 1989). Daher wird vermutet, dal} auch bei MH
bereits die Tumorvorlauferzellen mit EBV infiziert waren, und dal® EBV bei diesen Fallen
entscheidend an der Entwicklung des Tumors beteiligt ist. Die Rolle des Virus bei der
Tumorentwicklung wird durch folgende Beobachtungen gestitzt: Zum einen sind die
Titer der EBV-spezifischen Antikorper bei einem signifikanten Teil der MH-Patienten
schon drei Jahre vor Diagnose des MH erhoht (Gutensohn and Cole, 1980; Mueller et
al., 1989). Zum anderen besitzen Personen, die eine IM hatten, ein zwei- bis viermal

hoheres Riskiko, an MH zu erkranken (Alexander et al., 2000; Munoz et al., 1978;
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Rosdahl et al., 1974). Die Tumorzellen des MH befinden sich in der Latenzform Il
(Herbst et al., 1991; Pallesen et al., 1991).

Neben diesen B-Zell-Lymphomen, die wahrscheinlich alle vom Keimzentrums-B-
Zellen abstammen (Kuppers et al., 1999), sind einige T-Zell-Lymphome mit EBV
assoziiert: So sind zum Beispiel die Tumorzellen des nasalen T-Zell-Lymphoms in allen
Fallen mit EBV infiziert (Harabuchi et al., 1990; Jones et al., 1988; Pallesen et al.,
1993). Desweiteren konnte EBV-DNA in den Tumorzellen samtlicher Falle des
Nasopharynxkarzinoms, einem in Asien gehauft auftretenden epithelialen Tumor,
nachgewiesen werden (Niedobitek et al., 1991). Die Tumorzellen des
Nasopharynxkarzinoms und der T-Zell-Lymphome sind durch die Latenzform Il

charakterisiert (Chen et al., 1993; Minarovits et al., 1994; Niedobitek et al., 1991).
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Uber die Ausbreitung von EBV im B-Zellkompartiment wahrend der IM ist bislang wenig
bekannt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, ein detailierteres Bild Uber das
virale Infektionsverhalten, das proliferative Verhalten infizierter B-Zellen sowie die
Differenzierung infizierter Zellen im Rahmen einer Keimzentrumsreaktion wahrend der
IM zu erhalten. Hierzu sollten neben der Charakterisierung der ausgepragten
Latenzformen einzelne EBV-infizierte Zellen durch Mikromanipulation aus tonsillaren
Gefrierschnitten isoliert und die V-Genumlagerungen dieser Zellen mittels Einzelzell-
PCR-Analyse untersucht werden.

EBV-infizierte Zellen befinden sich wahrend der IM in der Regel aul3erhalb von
Keimzentren in der interfollikularen Region (IFR). Daher sollten im ersten Teil der Arbeit
zunachst diese infizierten Zellen der IFR untersucht werden, um allgemeine virale
Strategien zur Ausbreitung im B-Zellkompartiment wahrend der IM zu charakterisieren.

Die Teilnahme infizierter B-Zellen an der Keimzentrumsreaktion scheint von
zentraler Bedeutung fur die Ausbreitung des Virus wahrend der Persistenz zu sein
(Abschnitt 1.5), obwohl EBV-inifzierte Zellen wahrend der Persistenz nur selten in
Keimzentren zu finden sind. Um die Relevanz der Teilnahme EBV-infizierter Zellen an
der Keimzentrumsreaktion fur die Ausbreitung von EBV wahrend der IM zu Uberprifen,
sollten im zweiten Teil der Arbeit EBV-infizierte Zellen aus Keimzentren von IM-
Tonsillen untersucht werden.

Da bereits die Vorlaufer der Tumorzellen mit EBV infiziert sind, spielt EBV
wahrscheinlich bei der Entstehung mehrerer B-Zell-Lymphome eine entscheidende
Rolle (Abschnitt 1.6). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte daher die Frage geklart
werden, ob EBV-infizierte Zellen der IM Charakteristika der moglichen EBV-infizierten
Tumorvorlauferzellen zeigen. Hierzu wurden die Latenzformen EBV-kodierter Gene
sowie das Muster der somatischen Hypermutationsaktivitat zwischen EBV-assoziierten

B-Zell-Lymphomen und EBV-inifzierten Zellen der IM verglichen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Alle benutzten Chemikalien wurden, falls nicht anders angegeben, in Analyse-Qualitat
von den Firmen Fluka (Taufkirchen), Gibco BRL (Karlsruhe), Pharmacia (Freiburg) und

Merck (Haar) bezogen.

2.1 Untersuchtes Gewebe und klinische Daten der Patienten

In der vorliegenden Arbeit wurden EBV-infizierte Zellen aus Tonsillen von IM-Patienten
untersucht. Die verwendeten Tonsillen stammten aus routinemalig durchgefuhrten
Tonsillektomien der Hals-, Nasen- und Ohrenabteilung des St. Elisabeth
Krankenhauses Hohenlind, Kéln, und der Mayo Kilinik, Rochester, USA. In allen Fallen
liegt die Einwilligungserklarung der Patienten fur die molekulare Anaylse der
entnommenen Tonsillen vor. Durch pathologische Untersuchungen wurde die Diagnose
der IM in allen Fallen bestatigt. Nach Organentnahme wurden die Tonsillen zerteilt, in
Einfriermedium (Tissue-Tek, Sakura Finetek, Niederlande) eingebettet und in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren Verwendung wurde das Gefriermaterial bei -
80°C gelagert.

Zur Untersuchung der Klonalitat EBV-infizierter Zellen wurden Tonsillen von vier
Patienten verwendet. Die Patienten 1 und 2 waren 15-jahrige Frauen, die seit drei bzw.
mehr als 14 Tagen an Symptomen der IM litten. Neben pathologischen Untersuchungen
bestatigten in diesen beiden Fallen EBV-spezifische serologische Untersuchungen die
Diagnose. Die Patienten 3 und 4 waren 16- bzw. 17-jahrige Manner, bei denen sich seit
vier Tagen bzw. zwei bis drei Wochen Symptome der IM zeigten. Mittels
Immunhistochemie und in-situ Hybridisierung wurden Tonsillen von drei weiteren IM-
Patienten untersucht: Ein 33-jahriger Mann zeigte seit zwei Wochen Symptome der |M,
ein 20-jahriger Mann litt seit zwei bis drei Wochen an Symptomen der IM und eine

18-jahrige Frau war seit 2 Tagen an IM erkrankt.
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2.2 EBER in-situ Hybridisierung

Zur ldentifikation EBV-infizierter Zellen wurde eine EBER1- und EBER2-spezifische,
nicht radioaktive in-situ Hybridisierung durchgefihrt. Diese von Niedobitek et al. fur
formalinfixiertes, paraffineingebettetes Gewebe beschriebene in-situ Hybridisierung
(Niedobitek et al., 1992) wurde in der vorliegenden Arbeit unter Verwendung
Digoxygenin-markierter Hybridisierungssonden sowohl fur formalinfixierte, paraffinein-
gebettete Gewebeschnitte angewandt als auch auf Gefrierschnitte Ubertragen.

Zur Vermeidung der Degradation der EBER-Transkripte durch RNasen wurden
alle Losungen mit Diethylpyrocarbonat behandelt (Sambrook and Russell, 2001) und
Glaswaren, die vor und wahrend der Hybridisierung benutzt wurden, fur 12 Stunden bei
220°C gebacken.

Zur Durchfuhrung der EBER in-situ Hybridisierungen (wie auch fir die
Immunhistochemie) wurden 7-10 um dicke Gefrierschnitte auf Objekttrager (Superfrost,
Menzel, Braunschweig) aufgenommen, mindestens 30 Minuten (min) getrocknet und
bei -80°C zur weiteren Verwendung gelagert. Vor Verwendung wurden die
Gewebeschnitte fur einige Minuten getrocknet, fur drei min bei 90-93°C hitzefixiert und
anschlielend fur 24 Stunden in 4%iger Paraformaldehydlosung bei 4°C fixiert. Nach
mehrmaligem Waschen (PBS, 3 x 5 min) wurde das Gewebe fur 10 min in 0,5 pg/ml
Pronase (Roche, Mannheim) inkubiert, um gebundene Proteinen von den EBER-
Transkripten zu entfernen. Nach erneutem Waschen (PBS, 2 x 5 min) wurden die
Gewebeschnitte nachfixiert (20 min, 4% Paraformaldehyd in PBS), und erneut
gewaschen (PBS, 3 x 5 min). In einer ansteigenden Alkoholreihe (30%, 70%, 90% und
100% Ethanol) wurden die Schnitte dehydriert und fir einige Minuten an der Luft
getrocknet. Daraufhin erfolgte die Hybridisierung mit 4-20 pg/ml Digoxygenin-
gekoppelten, hitzedenaturierten Hybridisierungsonden (80°C, 10 min), welche in 25 pl
Hybridisierungslosung (50% Formamid, 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM NazPO,,
0,3 M NaCl, 5 mM EDTA, 10% Dextransulfat, 1 x Denhardts Salz, 1 mg/ml Hefe tRNA)

geldst waren. Die Hybridisierung wurde bei 37°C fur 18 Stunden in einer feuchten
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Kammer (50% Formamid in 1 x SSC (0,15 M NaCl, 15 mM Natriumacteat))
durchgefuhrt. Im Anschluf3 an die Hybridisierung wurden die Schnitte bei 37°C je
zweimal fur 5 min in 2 x SSC/50% Formamid sowie 0,1 x SSC/50% Formamid und
1 x TES (10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, 0,5 M NaCl; pH 8,0) gewaschen. Es folgte die
Inkubation mit 20 pg/ml RNase A (Roche) in TES fur 20 min bei 37°C. Nach
mehrmaligem Waschen (TES, 3 x 5 min) wurden die Gewebeschnitte je zweimal far
5 min in 2 x SSC und 0,1 x SSC sowie 1 x TBS (143 mM NaCl, 10 mM Tris-Base,
pH 7-7,5) inkubiert. Zur Detektion EBER-positiver Zellen wurden die Schnitte zunachst
fur eine Stunde mit anti-Digoxygenin Fab-Fragmenten (Roche) inkubiert, an die
alkalische Phosphatase gekoppelt ist. Nach erneutem Waschen (TBS, 3 x 5 min)
wurden EBER-exprimierende Zellen mit NBT/BCIP (DAKO, Hamburg) als Substrat der
alkalische Phosphatase sichtbar gemacht und die Kerne unspezifisch durch Hamalaun
angefarbt.

Die Spezifitat dieser EBER in-situ Hybridisierung wurde durch Verwendung von
Sonden, welche die gleiche Sequenz wie die EBER-Transkripte besitzen und daher

nicht an die EBER-Transkripte binden konnen, bestatigt.

2.3 Immunfarbungen

Die Immunhistochemie erfolgte entweder mit Hilfe von Biotin-gekoppelten
Sekundarantikorpern unter Verwendung der Avidin-Biotin-Komplex Technik (ABC-
System, DAKO) oder mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten
Sekundarantikorpern. Die Farbungen wurden zunachst an Zellinien und/oder
Gewebeschnitten etabliert, fur welche die Expression der jeweiligen Proteine
beschrieben worden ist; diese Zellinien und/oder Gewebeschnitte wurden spater
parallel zu jeder Farbung als Positivkontrollen benutzt. Die Spezifitat der Farbungen
wurde durch Kontrollfarboungen ohne Primarantikrper oder mit unspezifischen
Sekundarantikorpern, sowie Farbungen von Gewebeschnitte, auf denen keine
gefarbten Zellen erwartet werden, bestatigt.
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2.3.1 Das ABC-System
Gewebeschnitte wurden uber Nacht getrocknet und anschlief3end in Aceton fixiert

(-20°C fur 10 min). Nach Verdampfen des Acetons und Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen mittels einer 5%igen BSA-LOsung (bovine serum albumin) in TBS
wurden die Schnitte 30-60 min mit Primarantikorper inkubiert (Tabelle 1). Nach
mehrmaligem Waschen (TBS, 3 x 5 min) wurden die Schnitte 30-60 min mit
biotinyliertem Sekundarantikorper (Kaninchen-anti-Maus: E413, DAKO oder Schwein-
anti-Kaninchen: E431 DAKO) inkubiert (Tabelle 1); durch erneutes Waschen (TBS,
3 x 5 min) wurde Uberschussiger Sekundarantikorper entfernt. Anschliel3end erfolgte fur
45 min die Inkubation mit Streptavidin-Biotin-gekoppelter alkalischer Phosphatase oder
Streptavidin-Biotin-gekoppelter Peroxidase (DAKO). Nach mehrmaligem Waschen
(TBS, 3 x 5 min) wurde die alkalische Phosphatase mit Fast Red (DAKO) und die
Peroxidase mit DAB (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) sichtbar gemacht. Zur
unspezifischen Darstellung der Zellkerne wurden die Schnitte mit Mayer's Hamalaun
gegengefarbt.

Um CD30-positive HRS-ahnliche Zellen von anderen EBV-infizierten Zellen zu
unterscheiden, wurde in einigen Versuchen eine Kombination aus anti-CD30
Immunfarbung und EBER in-situ Hybridisierung durchgefihrt. Hierzu wurde das
Gewebe hitzefixiert (90-93°C, 3 min) und fur 12-15 Stunden in 4% Paraformaldehdy
fixiert. AnschlieBRend wurde die CD30 Immunfarbung wie oben beschrieben
durchgefuhrt. Dabei diente DAB als Substrat der Peroxidase. Zur Reduktion
unspezifischen Hintergrundes sowie zur Vermeidung einer Degradation der EBER-
Transkripte wahrend der CD30 Immunfarbung wurden je Schnitt 100 ug Hefe tRNA
sowie 16 U RNAsin (Promega, Mannheim) zur AntikOrperinkubation zugegeben. Die
CD30-gefarbten Schnitte wurden erneut in 4% Paraformaldehyd fixiert und die EBER
in-situ Hybridisierung wurde wie oben beschrieben durchgefuhrt.

Zur Farbung formalinfixierter und anschliellend paraffineingebetteter Gewebe

wurden die Schnitte zunachst mit Hilfe von Xylol entparaffiniert und in einer
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absteigenden Alkoholreihe (100%, 90%, 70%, 30% Ethanol) gewassert. Die
anschlieende Immunfarbung erfolgte wie oben beschrieben.

Tabelle 1. Verwendete Antikorper

Spezifitdt der Antikorper Klon Spezies/lsotyp  Konjugat Hersteller/Referenz

Primarantikorper

anti-CD30 BerH2 Maus/IgG1 - DAKO
anti-CD20 L26 Maus/lgG2a - DAKO
anti-CD3 OKT3 Maus/lgG2a - Ortho Diagnostic
- Kaninchen - DAKO
anti-TCRp BF1 Maus/igG1 - Endogene
anti-Bcl-6 PG-B6p Maus/IgG1 - Neomarkers
anti-LMP1 CS1-CS4 Maus/IgG1 - DAKO
S12 Maus/IgG - (Mann et al., 1985)
anti-EBNA2 R3, 1E6 Ratte/IgG2a - (Kremmer et al., 1995)

Sekundéarantikdrper

anti-Maus - Kaninchen Biotin DAKO
anti-Kaninchen - Schwein Biotin DAKO
anti-Maus-IgG - Ziege Alexa™* Molecular Probes
anti-Ratte-1gG - Ziege FITC Santa Cruz

FITC: Fluorescein-Isothiocyanat

Hersteller: DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg; Ortho Diagnostic Systems Inc., Raritan, NJ, USA;
Endogene, Massachusetts, USA; Neomarkers, Lab Vision Corporation, Fremont, USA; Molecular
Probes, Eugene, Oregon, USA; Santa Cruz, Heidelberg.

2.3.2 Fluoreszenzfarbungen

Zur Durchfuhrung der Fluoreszenzfarbungen wurden Gefrierschnitte bei -20°C fur
10 min acetonfixiert. Nach kurzem Waschen in PBS und Inkubation fur 60 min in
PBS/5%BSA erfolgte fur 60 min die Inkubation mit den Primarantikorpern (Tabelle 1).
Nach mehrmaligem Waschen (PBS, 3 x 5 min) wurden die Schnitte fur 60 min mit den
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Sekundarantikorpern (Tabelle 1) an einem
lichtgeschutztem Ort inkubiert. Nach erneutem Waschen (PBS, 3 x 5 min) wurden die
Gewebeschnitte zur unspezifischen Anfarbung der Zellkerne fur 10 min mit 140 ng/ml
Hoechstfarbstoff (Hoechst 33258, Sigma-Aldrich) inkubiert und in Polyvinylalkohol
Eindeckelmedium mit DABCO eingedeckelt. Anschlieliend wurden die Schnitte bis zur

mikroskopischen Analyse (Axiophot, Zeiss, Jena) bei 4°C lichtgeschutzt aufbewahrt.
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2.4 Isolierung EBV-infizierten Zellen mittels hydraulischer

Mikromanipulation

Einzelne Zellen sowie Gruppen von 3-5 Zellen wurden mittels Mikromanipulation von
gefarbten Schnitten (EBER in-situ Hybridisierung oder. Immunfarbung) isoliert (Kuppers
et al., 1997). Hierzu wurden gefarbte Zellen bei 600-facher Vergro3erung mit Hilfe eines
Inversmikroskopes (Olympus, Hamburg) identifiziert und unter Verwendung eines
hydraulischen Mikromanipulators (Narishige, Japan) aus dem Gewebeverband gelost.
Die auf diese Weise mobilisierten Zellen wurden Uber eine Mikropipette, die an einen
weiteren Mikromanipulator angeschlossen war, aufgesaugt (Kuppers et al., 1997).
Anschlieffend wurden die isolierten Zellen in ein PCR-Reaktionsgefald uberfuhrt, in dem
sich 20 yl PCR-Puffer (ExpandT'\’I High Fidelity, Roche) mit 1 ng/pl 5s rRNA (Roche)

befanden. Die Lagerung der isolierten Zellen erfolgte bei -80°C.

2.5 Einzelzell-Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Vor der Einzelzell-PCR-Amplifizierung wurden DNA-bindende Proteine, welche die
Vervielfaltigungsreaktion verhindern konnen, durch Inkubation mit 0,25 g/l Proteinase K
(Proteinase K, PCR grade, Roche) bei 50°C fur zwei Stunden abgebaut (Kuppers et al.,

1997). Die Proteinase wurde anschlieRend hitzeinaktiviert (95°C, 10 min).

2.5.1 Praamplifikation des gesamten Genoms einer Zelle (PEP)

Um die Analyse verschiedener Loci aus einzelnen Zellen zu ermoglichen sowie Material
fur spatere Untersuchungen zu bewahren, wurde fur die Mehrzahl der untersuchten
Zellen eine Voramplifizierung des gesamten Genoms (primer extension
preamplification, PEP) durchgefuhrt. In wiederholenden PCR-Zyklen wurde unter
Verwendung einer Mischung von 15 Basenpaar langen Oligonukleotiden (15-mer),
welche alle moglichen Basenkombinationen enthalten, das gesamte Genom einer Zelle
durchschnittlich 30 mal kopiert (Zhang et al., 1992).

Die PEP-Reaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 60 ul unter folgenden

Bedingungen durchgefuhrt: 1 x PCR-Puffer A (Promega), 167 yM dNTPs, 33,3 uyM
29



MATERIAL UND METHODEN

15-mer, 2,5 yM MgCl, und 5 Einheiten Tag DNA-Polymerase (Promega). Das PCR-
Programm bestand aus folgenden Schritten: 95°C far 10 min, eine Pause bei 80°C, in
der das Enzym zugegeben wurde, 37°C fur 2 min, Erhitzen auf 55°C in Schritten von
0,1°C pro Sekunde und 55°C fur 4 min, gefolgt von 50 Zyklen von 95°C fur 1 min, 37°C
fur 2 min, Aufheizen in Schritten von 0,1°C pro Sekunde auf 55°C und 55°C fur 4 min.
Um mogliche Fehler der Taqg DNA-Polymerase, die wahrend der PEP-Reaktion
eingefuhrt wurden, von der Analyse auszuschlie3en, wurden Sequenzunterschiede
klonal verwandter Zellen nur dann als Mutationen gewertet, wenn sie wiederholt aus

unabhangigen Aliquots der PEP-Reaktion erhalten wurden.

2.5.2 V-Gen-PCR

Die Amplifizierung umgelagerter Schwer- und Leichtkettengene einzelner Zellen wurde
mit Hilfe von "semi-nested" PCRs durchgefuhrt (Kippers et al., 1993). Hierzu wurden
Oligonukloetide (Primer) ausgewahlt, welche fur die V-, V,- und V -Genfamilien sowie
far Ju-, J,- und J.- Gene spezifisch sind (Tabelle 2). Mit Ausnahme der VyL-Primer,
welche an die DNA-Sequenz fur die Leitpeptide der Antikorper hybridisieren, binden alle
anderen V-Gen-Primer an die FRI der jeweiligen Antikbrpergene. Da die ausgewahlten
Primer sowohl an die meisten als auch am haufigsten benutzten V-Gensegmente sowie
an alle verwendeten J-Gensegmente binden, kann durch Verwendung dieser Primer die
uberwiegende Mehrzahl der moglichen Vu- und Vi -Genumlagerungen vervielfaltigt
werden. In der ersten Runde wurden alle V-Gen Oligonukleotide (Vn1-6, Vy1-5L, V,1-9
oder V_1-4) zusammen in einer Reaktion mit den 3' gelegenene J-Oligonukleotiden
eingesetzt. In der zweiten Runde erfolgte dann die Aufspaltung der PCRs in separate
Reaktionen fur die einzelnen V-, Vyl-, V, - bzw. V -familienspezifischen Primer. Um die
Spezifitat der PCRs zu erhohen, wurden diese V-Primer mit Mischungen sogenannter
5'J-Primer kombiniert, welche im Vergleich zu den in der ersten Runden benutzten
3'J-Primern weiter stromaufwarts liegen.

Die erste Runde der Amplifizierung wurde entweder ohne PEP direkt nach Proteinase

K-Reaktion im gleichen Reaktionsgefald oder nach PEP mit 4 yl der PEP-Reaktion in
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einem neuen Reaktionsgefal® durchgefuhrt. Ohne Voramplifizierung wurden in der

d™ High Fidelity DNA-Polymerasen Mischung und Expand™ High

ersten Runde Expan
Fidelity Puffer (Roche) benutzt, nach Voramplifizierung wurden in der ersten Runde Taq
DNA-Polymerase und PCR-Puffer A (Promega) eingesetzt. In beiden Fallen wurde die
erste Runde in einem Gesamtvolumen von 50 pl durchgefuhrt und enthielt je nach

Ansatz die folgenden Bestandteile:

- 1. Runde zur Amplifizierung von Vx-Genen:

100 uM dNTPs, 1 x PCR-Puffer, 2 mM MgCl,, 15 nM von jedem V- und 3'Jy-Primer

und 2,5 Einheiten Polymerase.

- 1. Runde zur Amplifizierung von V,-Genen:
100 uM dNTPs, 1 x PCR-Puffer, 2 mM MgCl,, 15 nM von jedem V,- und 3'J,-Primer und

2,5 Einheiten Polymerase.

- 1. Runde zur Amplifizierung von V,-Genen:
100 uM dNTPs, 1 x PCR-Puffer, 2 mM MgCl,, 50 nM von jedem V- und 3'J -Primer und

2,5 Einheiten Polymerase.

- 1. Runde zur gleichzeitigen Amplifizierung von Vy- und V,-Genen:

100 uM dNTPs, 1 x PCR-Puffer, 2 mM MgClz, 15 nM von jedem Vy-, V,-, 3'Jy- und 3'J;-

Primer und 2,5 Einheiten Polymerase.

- 1. Runde zur gleichzeitigen Amplifizierung von VyL-_ und V,-Genen:

100 uM dNTPs, 1 x PCR-Puffer, 2 mM MgClz, 50 nM von jedem VyL-, V,- 3'Ju- und 3'J;-
Primer und 2,5 Einheiten Polymerase.
Das PCR-Programm der ersten Runde bestand aus folgenden Schritten:

95°C fur 2 min, 68°C Pause (Enzymzugabe), 72°C 1 min

31



MATERIAL UND METHODEN

35 Zyklen bestehend aus :
95°C 50 Sekunden (s), 60°C bzw 61°C fur 30 s (Hybridisierungstemperatur: V -PCR
61°C, sonst 60°C), 72°C fur 1 min

Zum Abschlul} der ersten Runde erfolgte eine funfminutige Inkubation bei 72°C.

Die 2. Runde der PCRs erfolgte in separaten Ansatzen fur die verschiedenen

V-Genfamilien-spezifischen Oligonukleotide.

- 2. Runde zur Amplifizierung von Vx-Genen:

200 yM dNTPs, 1 x PCR-Puffer (Gibco BRL), 1,5 mM MgCl,, 125 nM des
entsprechenden Vy-Primers, eine Mischung aus den vier 5'Jy-Primern (31 nM je 5'Ju-
Primer) und 1,5 Einheiten Polymerase.

Bei einigen Experimenten wurde der im Vergleich zum Vy1-Primer weiter stromaufwarts
bindende V41N Primer benutzt. In diesen Fallen betrug die MgCl, Konzentration in der

VH1N-spezifischen zweiten Runde 2,5 mM.

- 2. Runde zur Amplifizierung von V,-Genen:
200 pyM dNTPs, 1 x PCR-Puffer (Gibco BRL), 1,5 mM MgCl,, 125 nM des
entsprechenden V, -Primers, eine Mischung aus den drei 5'J,-Primern (125 nM je 5'J,-

Primer) und 1,5 Einheiten Polymerase.

- 2. Runde zur Amplifizierung von V,-Genen:
200 pyM dNTPs, 1 x PCR-Puffer (Gibco BRL), 2,5 mM MgCl,, 125 nM des
entsprechenden V -Primers, eine Mischung aus den vier 5'J -Primern (125 nM je 5'J.-

Primer) und 1,5 Einheiten Polymerase.

- 2. Runde zur Amplifizierung von VyL-Genen:

200 pM dNTPs, 1 x PCR-Puffer (Gibco BRL), 2 mM MgClz (bei V41L und Vy5L: 1,5 mM
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MgCl,), 125 nM des entsprechenden VyL-Primers, eine Mischung aus den vier 5'Jy-
Primern (31 nM je 5'Jy-Primer) und 1,5 Einheiten Polymerase.

Das PCR-Programm der 2. Runde setzt sich aus folgenden Schritten zusammen:

95°C fur 2 min, 68°C Pause (Enzymzugabe), 72°C 1 min

45 Zyklen (40 Zyklen fir VyL-PCR) bestehend aus :

95°C 50 s, 61°C bzw 63°C fur 30 s (Hybridisierungstemperatur: V- und V -PCR 61°C,
V,- und V4L-PCR 63°C), 72°C fur 1 min

Zum Abschluf’ der 2. Runde erfolgte eine funfminutige Inkubation bei 72°C.

Tabelle 2. Sequenzen verwendeter Oligonukleotide

Name Sequenz Verwendung Referenz

Vu1N 5'-CAG-TCT-GGG-GCT-GAG-GTG-AAG-A-3' 1.+2.Runde (Kippers et al.,
2002)

V1 5-CCT-CAG-TGA-AGG-TYT-CCT-GCA-AGG-3' 1.+ 2. Runde (Kanzler et al.,
1996b)

Vy2 5'-GTC-CTR-CGC-TGG-TGA-AAC-CCA-CAC-A-3' 1.+2.Runde "

Vi3 5'-GGG-GTC-CCT-GAG-ACT-CTC-CTG-TGC-AG-3' 1.+2.Runde "

V4 5'-GAC-CCT-GTC-CCT-CAC-CTG-CRC-TGT-C-3' 1.+2.Runde "

V5 5'-AAA-AAG-CCC-GGG-GAG-TCT-CTG-ARG-A-3' 1.+2.Runde "

V6 5'-ACC-TGT-GCC-ATC-TCC-GGG-GAC-AGT-G-3' 1.+2.Runde "

VyiL 5'-CTC-ACC-ATG-GAC-TGG-ACC-TGG-AG-3' 1.+2.Runde (Brauninger et al.,

V2L 5'-TGC-TCC-ACR-CTC-CTG-CTR-CTG-A-3' 1.+ 2. Runde  1997)

Vy3L 5'-ACC-ATG-GAG-TTT-GGG-CTG-AGC-TG-3' 1.+2.Runde "

Vy3.2L 5'-ACC-ATG-GAA-CTG-GGG-CTC-CGC-TG-3' 1.+2.Runde "

V4Ll 5'-CTC-CTG-GTG-GCA-GCT-CCC-AGA-T-3' 1.+2.Runde "

Vy5L 5'-ATC-ATG-GGG-TCA-ACC-GCC-ATC-CT-3' 1.+2.Runde "

3'Ju1.245 5-ACC-TGA-GGA-GAC-GGT-GAC-CAG-GGT-3' 1. Runde (Kanzler et al.,
1996b)

3'Ju3 5'-ACC-TGA-AGA-GAC-GGT-GAC-CAT-TGT-3' 1. Runde "

3'J46 5'-ACC-TGA-GGA-GAC-GGT-GAC-CGT-GGT-3' 1. Runde "

5Jy1.4.5 5'-GAC-GGT-GAC-CAG-GGT-KCC-CTG-GCC-3' 2. Runde "

5'J42 5'-GAC-AGT-GAC-CAG-GGT-GCC-ACG-GCC-3' 2. Runde "

5'J43 5'-GAC-GGT-GAC-CAT-TGT-CCC-TTG-GCC-3' 2. Runde "

5'J46 5'-GAC-GGT-GAC-CGT-GGT-CCC-TTK-GCC-3' 2. Runde "

V1 5'-GAC-ATC-CRG-WTG-ACC-CAG-TCT-CCW-TC-3' 1.+2.Runde "

V.2 5'-CAG-WCT-CCA-CTC-TCC-CTG-YCC-GTC-A-3' 1.+2.Runde "

V.3 5'-TTG-TGW-TGA-CRC-AGT-CTC-CAG-SCA-CC-3' 1.+2.Runde "

V.4 5'-AGA-CTC-CCT-GGC-TGT-GTC-TCT-GGG-C-3' 1.+2.Runde "
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3J.1.24
343
3.5
5J.1.2
5.3
5.4
5.5
V, 1
V,2
V,3a
V,3b
V,4
V,6
V,8
V,9

34,1
34,2.3
34,6.7
5,1
5,2.3.7
5,6
EBNA1-F

EBNA1-R
EBNA1-RIi

EBV-F
EBV-R
EBV-Ri

5-ACT-CAC-GTT-TGA-TYT-CCA-SCT-TGG-TCC-3'
5-GTA-CTT-ACG-TTT-GAT-ATC-CAC-TTT-GGT-CC-3'
5-GCT-TAC-GTT-TAA-TCT-CCA-GTC-GTG-TCC-3'

5-TGG-ATY-TCC-ASC-TTG-GTC-CCY-TGG-C-3'
5-TGG-ATA-TCC-ACT-TTG-GTC-CCA-GGG-C-3'
5-TTG-ATC-TCC-ACC-TTG-GTC-CCT-CCG-C-3'
5-TTA-ATC-TCC-AGT-CGT-GTC-CCT-TGG-C-3'

5-GGT-CCT-GGG-CCC-AGT-CTG-TG-3'
5'-CAG-TCT-GCC-CTG-ACT-CAG-CCT-3'
5-CTC-AGC-CAC-CCT-CAG-TGT-CCG-T-3'
5-CTC-AGC-CAC-CCT-CGG-TGT-CAG-T-3'
5-TTT-CTT-CTG-AGC-TGA-CTC-AGG-AC-3'
5-GAG-TCT-CCG-GGG-AAG-ACG-GTA-3'
5-ACT-GTG-GTG-ACC-CAG-GAG-CCA-3'
5-GCT-GAC-TCA-GCC-ACC-TTC-TGC-A-3'

5'-GCC-ACT-TAC-CTA-GGA-CGG-TGA-C-3'
5'-GAA-GAG-ACT-CAC-CTA-GGA-CGG-TC-3'
5-GGA-GAC-TYA-CCG-AGG-ACG-GTC-3'

5-GGA-CGG-TGA-CCT-TGG-TCC-CAG-T-3'
5-GAC-GGT-CAG-CTT-GGT-SCC-TCC-3'
5-GAC-GGT-CAC-CTT-GGT-GCC-ACT-3'

5-GGT-CGC-CGG-TGT-GTT-CGT-ATA-TGG-3'
5'-GCG-GCA-GCC-CCT-TCC-ACC-ATA-G-3'
5-AGG-GAG-GCA-AAT-CTA-CTC-CAT-CGT-C-3'
5-GAGCTCTCCACAACAATGTTCCCTG-3'

5-CGGGGAATCCACAGACATCCGCTA-3
5-GCTCCCCTGTGATTATTCCTCCTAA-3'

N N NN

RN QS UL S Ul U U

—_ A

N = = N NN

—_

. Runde
. Runde
. Runde

. Runde
. Runde
. Runde
. Runde

.+ 2. Runde
.+ 2. Runde
.+ 2. Runde
.+ 2. Runde
.+ 2. Runde
.+ 2. Runde
.+ 2. Runde
.+ 2. Runde

. Runde
. Runde
. Runde

. Runde
. Runde
. Runde

.+ 2. Runde
. Runde
. Runde

.+ 2. Runde
. Runde
. Runde

(Brauninger et al.,
1999b)

Y=CundT;R=AundG;K=Gund T;W=AundT;S=Gund C

2.5.3 EBV-PCR
Um die Infektion der isolierten Zellen mit EBV zu Uberprifen, wurden zwei EBV-

spezifische PCRs etabliert. Bei einer dieser PCRs wird ein Stick des EBNA1-Gens

vervielfaltigt (EBV-Genom: Accession-Number AJ507799; PCR-Produkt der 1. Runde:

Position 97170-97514; PCR-Produkt der 2. Runde: Position 97170-97486) und bei der

anderen EBV-spezifischen PCR Fragment des LF2-Gens (EBV-Genom: Accession-

Number AJ507799; PCR-Produkt der 1. Runde: Position 149108-149473; PCR-Produkt

der 2. Runde: Position 149108-149444) (Primersequenzen siehe Tabelle 2). Die
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Sensitivitat dieser PCRs lag bei 1-2 EBV-Genomen pro Zelle; dies konnte durch die
Analyse einzelner Zellen der Zellinie Namalwa bestatigt werden, welche 1-2 Kopien des
EBV-Genoms pro Zelle besitzt (Lawrence et al., 1988). Die erste Runde beider PCRs
wird mit der ersten Runde der V4-PCR kombiniert, die zweiten Runden erfolgen in

separaten Reaktionen.

- 1. Runde der EBNA1-PCR:
100 uM dNTPs, 1 x PCR-Puffer, 2 mM MgCl,, 15 nM der EBNA1F- und EBNA1R-

Primer und 2,5 Einheiten Polymerase.

- 2. Runde der EBNA1-PCR:
200 uM dNTPs, 1 x PCR-Puffer (Gibco BRL), 1,5 mM MgCl,, 125 nM der EBNA1F- und
EBNA1RIi-Oligonukleotide und 1,5 Einheiten Polymerase.

Das PCR-Programm der zweiten Runde der EBNA1-PCR unterschied sich von dem zur

Amplifizierung von Vy-Genumlagerungen nur in der Anzahl der Zyklen (35 Zyklen).

- 1. Runde der LF2-PCR:
100 uM dNTPs, 1 x PCR-Puffer, 2 mM MgCl,, 15 nM der EBVF- und EBVR-Primer und

2,5 Einheiten Polymerase.

- 2. Runde der LF2-PCR:
200 pM dNTPs, 1 x PCR-Puffer (Gibco BRL), 1,5 mM MgCl,, 125 nM der EBVF- und
EBVRI-Oligonukleotide und 1,5 Einheiten Polymerase.

Das PCR-Programm der zweiten Runde dieser EBV-spezifischen PCR, mit der ein Teil
des LF2 Gens amplifiziert wird, unterschied sich von dem zur Amplifizierung von Vy-
Genumlagerungen nur in der Anzahl der Zyklen (35 Zyklen) und der

Hybridisierungstemperatur (58°C).
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2.5.4 Durchgefuhrte PCR-Analysen
Die folgenden PCR-Analysen wurden in Fall 1 und Fall 2 durchgeflhrt:

(1) 96 EBER" Zellen, 37 LMP1" Zellen, 22 HRS-ahnliche Zellen, 47 EBER" Zellen, eine
T-Zelle und 41 Pufferkontrollen des ersten Falls sowie 80 EBER" Zellen, 70 HRS-
ahnliche Zellen, 45 B-Zellen, 25 EBER™ Zellen, 47 T-Zellen und 54 Pufferkontrollen des
zweiten Falls wurden nach PEP mit einer Kombination der Vy/V,- und EBNA1-Primer
untersucht.

(2) 50 EBER" Zellen, 50 HRS-&hnliche Zellen und 35 Pufferkontrollen des ersten Falls
wurden nach PEP mit einer Kombination von Vy-und EBNA1-Primern anaylsiert.

(3) 91 HRS-ahnliche Zellen, 19 T-Zellen und 34 Pufferkontrollen des ersten Falls sowie
20 EBER" Zellen, flnf B-Zellen, acht EBER" Zellen, sechs T-Zellen und sechs
Pufferkontrollen des zweiten Fall wurden ohne PEP mit einer Kombination der Vy/V,-
und EBNA1-Primer untersucht.

(4) 47 HRS-ahnliche Zellen, 18 T-Zellen und 19 Pufferkontrollen des zweiten Falls

wurden ohne PEP mit einer Kombination der VyL/V,- und EBNA1-Primer untersucht.

(5) 30 EBER" Zellen, 105 LMP1" Zellen, 97 HRS-ahnliche Zellen, 39 B-Zellen,
15 T-Zellen und 61 Pufferkontrollen des ersten Falls wurden ohne PEP mit einer
Kombination der Vu- und V,-Primer untersucht.

(6) 120 EBNA2" Zellen und 39 Pufferkontrollen des ersten Falls wurden ohne PEP mit
den Vy-Primern untersucht.

(7) 140 EBNA2" Zellen, 50 T-Zellen, und 42 Pufferkontrollen des zweiten Falls wurden

nach PEP mit den Vx-Primern untersucht.

In Fall 3 wurden alle isolierten Zellen und Kontrollen nach PEP mit einer Kombination
der Vy IV /V,- und der EBNA1-Primer untersucht. In Fall 4 wurden alle Proben nach
PEP mit einer Kombination der V4 /V /V,- und der LF2-Primer untersucht. Fiir EBER"
Zellen wurden die V-Gen-PCRs nur dann durchgefuhrt, wenn fur diese Zellen ein

Produkt in der LF2-PCR erhalten worden war.
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2.6 Sequenzanalyse

Die Produkte der PCR fur V-Genumlagerungen (sowie exemplarisch Produkte der EBV-
spezifischen PCRs) wurden Uber Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Anschlieend
wurden die Banden der PCR-Produkte aus den Gelen ausgeschnitten und die DNA
aufgereinigt (Qiaex I, Gel Extraction Kit, Qiagen, Hilden). Etwa 30 ng der DNA wurden
mittels Big Dye Deoxy Terminator Ready Reaction Cycle Sequencing Kit und eines
automatischen Sequenzierers (ABl 377, Applied Biosystems, Weiterstadt) direkt
sequenziert. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit dem DNASIS-Programm
(Pharmacia) sowie der GenBank Datenbank und der V-BASE-Datenbank

(http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk/DNAPLOT.php?menu=901).
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3 ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen sich in drei Teile gliedern. Im ersten Teil
wurden latent-infizierte Zellen, die sich in Morphologie und Expression EBV-kodierter
Proteine unterschieden, aus Tonsillen von IM-Patienten isoliert und bezuglich ihrer
V-Genumlagerungen charakterisiert. Durch diese Analyse sollte geklart werden, ob
B-Zellen unterschiedlicher Entwicklungsstadien (naive, Keimzentrums- und Gedachtnis-
B-Zellen) von EBYV infiziert werden und ob die Ausbreitung des Virus durch Proliferation
infizierter Zellen erfolgt (Abschnitt 3.1.3.1).

Da die Keimzentrumspassage infizierter B-Zellen kontrovers diskutiert wird
(Abschnitt 1.5), konzentrierte sich der zweite Teil der vorliegenden Arbeit auf die
Charakterisierung EBV-infizierter B-Zellen, die sich in den histologischen Strukturen der
Keimzentren von IM-Tonsillen befanden. Dazu wurden EBV-positive Zellen aus
Keimzentren isoliert und die V-Genumlagerungen dieser Zellen untersucht, um
Anzeichen fur die Herkunft sowie die Teilnahme dieser Zellen an einer
Keimzentrumsreaktion zu erhalten (Abschnitt 3.1.3.1). Zusatzlich wurde das
Expressionsmuster EBV-kodierter Proteine dieser EBV-infizierten B-Zellen im
Keimzentrum bestimmit.

Um Zellen mit Charakteristika von Tumorvorlauferzellen unter EBV-infizierten
Zellen der IM zu identifizieren, wurden im dritten Teil der Arbeit das Latenzprogramm
sowie das Muster der somatischen Hypermutation EBV-infizierter B-Zellen der IM mit

den jeweiligen Charakteristika der Tumorzellen EBV-assoziierter Lymphome verglichen.
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3.1 Untersuchung EBV-infizierter Zellen wahrend der IM

3.1.1 Lokalisation EBV-infizierter Zellen in Tonsillen von IM-Patienten
Die Verteilung latent-infizierter Zellen wurde in Tonsillen von sechs Patienten, die seit

2 bis 21 Tage vor Entnahme der Tonsillen Symptome der IM zeigten, bestimmt
(Patientendaten siehe Abschnitt 2.1), indem die Auspragung der EBV-kodierten EBER-
Transkripte in tonsillaren Gefrierschnitten mittels EBER in-situ Hybridisierung
nachgewiesen wurde. Da diese Transkripte in allen bisher beschriebenen, latent-
infizierten B-Zellen exprimiert werden, konnen durch deren Nachweis sehr
wahrscheinlich samtliche latent-infizierten B-Zellen im Gewebe detektiert werden
(Rickinson and Kieff, 2001). Dies konnte auch durch die Analyse EBER-negativer Zellen
mittels EBV-spezifischer PCRs bekraftigt werden (Abschnitt 3.1.3.3 und 3.2.3).

Diese Analyse zeigte, da® wahrend der IM eine Vielzahl von Zellen durch EBV
infiziert ist (Abbildung 3A und B). Diese EBV-positiven Zellen sind hauptsachlich
aulerhalb der Keimzentren in der sogenannten interfollikularen Regionen (IFR) zu
finden; in den wenigen Keimzentren, die in Tonsillen der IM-Patienten vorhanden sind,
befanden sich nur selten einzelne infizierte Zellen. Neben dieser hauptsachlich
interfollikularen Verteilung EBV-infizierter Zellen wurde in funf der sechs untersuchten
Falle eine Beschrankung EBV-positiver Zellen auf Teile der IFR offensichtlich
(Abbildung 3A). Nur in einem Fall waren EBER-positive Zellen Uber den gesamten

Schnitt verteilt (Abbildung 3B).

3.1.2 Immunhistochemische und morphologische Analyse EBV-infizierter Zellen
In der vorliegenden Arbeit wurden die wahrend der IM ausgepragten Latenzformen

durch eine immunhistochemische Untersuchung tonsillarer Schnitte charakterisiert
sowie die Frequenzen der Zellen in den unterschiedlichen Latenzen bestimmt. Dazu
wurde eine Doppelfarbung fur die Expression der EBV-kodierten Proteine LMP1 und

EBNAZ2 auf tonsillaren Schnitten von vier IM-Patienten durchgefuhrt und die Anzahl der
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gefarbten Zellen in 10-20 Gesichtsfeldern (bei gleicher Vergrof3erung) ausgezahlt.
Anhand dieser Farbung wurde in Relation zur Anzahl EBV-infizierter, EBER" Zellen auf
Nachbarschnitten die Haufigkeit der Zellen in Latenz Il (LMP1*/EBNAZ2), in Latenz IlI
(LMP1"/EBNA2") und in Latenz | bzw. 0 (LMP1/EBNA2’) bestimmt (Abschnitt 1.3;
Abbildung 3A-D und Tabelle 3). Zellen in Latenz | kdnnen dabei nicht von Zellen in
Latenz O unterschieden werden, da beide Latenzformen nur in der Expression von
EBNA1 bzw. LMP2A variieren, gegen die bislang keine spezifischen Antikorper fur
immunhistochemische Analysen verfugbar sind. Daruberhinaus ist der Nachweis von
Latenzformen nicht maoglich, die nicht wie die klassischen, beschriebenen Latenzformen
durch EBNA2 oder LMP1 (Abschnitt 1.3), sondern durch andere latente Genprodukte
definiert sind. Als Negativkontrollen fur diese Farbung dienten tonsillare Schnitte, die
von Patienten ohne Symptome der IM stammten; Positivkontrollen bildeten
Zytozentrifugationspraparate EBV-infizierter Zellinien, welche sowohl EBNAZ2 als auch

LMP1 exprimieren. Diese Kontrollen bestatigten die Spezifitat der Farbungen.
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Abbildung 3. Lokalisation und phanotypische Charakterisierung EBV-infizierter Zellen

S MR, -\ Davat-hBiba V3 Farbungen wurden auf tonsillaren Schnitten

durchgefiihrt. Die Abbildungen wurden mit
unterschiedlichen VergroRerungen aufge-
nommen. Gegenfarbungen wurden fur die
Abbildungen (A), (B), (E) - (H) durchgefiihrt.

(A) + (B) Ubersicht tiber Schnitte, die fir die
Expression der EBER Transkripte gefarbt
sind (A: dunkel braune Farbung, B: dunkel
blaue Farbung). Deutlich ist die lokale
Begrenzung EBV-infizierter Zellen in Fall 1
(A) sowie die gleichmaRige Verteilung EBV-

positiver Zellen in Fall 2 (B) zu sehen.

(C) + (D) Schnitt, der fiir die Expression von
LMP1 (rote fluoreszente Farbung) und
EBNA2 (grine fluoreszente Farbung)
gefarbt ist. Zellen mit folgenden
Expressionsmustern sind zu sehen:
LMP1'/EBNA2, LMP1'/EBNA2" sowie
LMP1/EBNA2".

(E) Schnitt, auf dem die Auspragung der
EBER-Transkripte nachgewiesen wurde
(rote Farbung). Die morphologische Varianz
EBV-infizierter Zellen ist zu sehen: Neben
einer zweikernigen HRS-ahnlichen Zelle
(Pfeil) sind viele kleine infizierte Zellen

dargestellt.

(F) Schnitt, der fir EBNA2-Expression
gefarbt ist (braune Farbung); die meisten
EBNA2" Zellen sind kleine Zellen.

(G) Schnitt, der die Auspragung des LMP1-
Proteins gefarbt ist (braune Farbung).
LMP1* HRS-ahnliche Zellen sind zu sehen.

(H) HRS-ahnliche Zelle auf einem fir die
Expression von CD30 gefarbten Schnitt
(rote Farbung).
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Tabelle 3. Latenzformen und Morphologie EBV-infizierter Zellen

Expression von Latenz Morphologie Frequenz unter
EBER" Zellen®
EBER LMP1 EBNA2
[%]
+ O oder | kleine Zellen <10
+ + Il grol3e Zellen (Blasten) und 20-30
HRS-ahnliche Zellen®
+ + + 1] kleine Zellen 10-20
HRS-ahnliche Zellen (selten)”
+ + \v kleine Zellen 50-60

’Diese Werte zeigten Schwankungen bei den vier untersuchten Fallen: EBER", LMP1,, EBNA2": 1-10%,
EBER", LMP1", EBNA2: 7-51%, EBER", LMP1", EBNA2": 5-16% und EBER", LMP1", EBNA2": 53-92%.
®Diese Daten beruhen auf den Ergebnissen von Einzelfarbungen fir EBNA2 bzw. LMP1, da HRS-ahnliche
Zellen bei der LMP1-EBNA2-Fluoreszenzfarbungen nicht eindeutig anhand der typischen Morphologie
identifiziert werden kénnen. Da alle HRS-ahnlichen Zellen LMP1 exprimieren und weniger als 5% der HRS-
ahnlichen Zellen EBNA2-positiv waren, befand sich die Mehrheit der HRS-ahlichen Zellen in Latenz 1l und

weniger als 5% der HRS-ahlichen Zellen wahrscheinlich in Latenz IlI.

Diese Analyse ergab folgende Frequenzen der Zellen in den verschiedenen
Latenzformen: Weniger als 10% der EBER" Zellen bildeten weder LMP1 noch EBNA2
aus (Latenz | oder 0), 20-30% der EBER" Zellen (1-20 Zellen pro mikroskopischem
Gesichtsfeld) pragten LMP1 aber nicht EBNA2 aus (Latenz 1) und 10-20% der EBER”
Zellen (1-10 Zellen pro mikroskopischem Gesichtsfeld) exprimierten LMP1 und EBNA2
(Latenz Ill) (Tabelle 3). Bemerkenswerterweise pragte in allen untersuchten Fallen die
Mehrzahl latent-infizierter Zellen (10-40 Zellen pro mikroskopischem Gesichtsfeld)
EBNAZ2 jedoch nicht LMP1 aus (Tabelle 3). Dieses Latenzmuster wird im Folgenden
Latenz IV genannt. Die Haufigkeit der Zellen in unterschiedlichen Latenzformen zeigte
starke Schwankungen zwischen den vier untersuchten Fallen (siehe Legende zu
Tabelle 3). Diese Schwankungen resultieren wahrscheinlich aus der z. T geringen

Anzahl der Zellen, die bei einigen Fallen in den unterschiedlichen Latenzformen
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detektiert wurden. Unabhangig von diesen Schwankungen ist in allen untersuchten
Fallen Latenz IV (LMP1", EBNA2") die am haufigsten nachgewiesene Latenzform; in der
Mehrzahl der infizierten Zellen wurde dieses Expressionsmuster EBV-kodierter Gene
bei Verwendung von zwei unterschiedlichen, LMP1-spezifischen AntikGrpern gefunden.

Die Untersuchung zeigte ferner eine Assoziation zwischen den Latenzformen
und der Morphologie EBV-infizierter Zellen: Kleine EBV-positive Zellen befanden sich in
Latenz I, Ill oder IV. GroRRe Zellen, die auch als Blasten bezeichnet werden, sowie
HRS-ahnliche Zellen zeigten Latenz Il; selten befanden sich HRS-ahnliche Zellen (<5%
der HRS-ahnlichen Zellen) in Latenz Ill. 1-5% EBV-infizierter Zellen exprimierten das

CD30-Antigen und besal3en die Morphologie HRS-ahnlicher Zellen.

3.1.3 PCR-Analyse einzelner mikromanipulierter EBV-infizierter Zellen

3.1.3.1 SchluBfolgerungen, die aufgrund von V-Gen-Analysen gezogen werden
konnen

Aufgrund von V-Gen-Analysen einzelner B- Zellen konnen folgende Aussagen getroffen
werden: Da V-Genumlagerungen klonale Marker der B-Zellen darstellen (Abschnitt 1.1),
kann durch den Vergleich der erhaltenen V-Gensequenzen die klonale Verwandtschaft
analysierter Zellen untersucht werden. Desweiteren kann der Differenzierungsstand
isolierter Zellen durch den Vergleich der erhaltenen V-Gensequenzen untersuchter
B-Zellen mit den bekannten Keimbahn-V-Genen bestimmt werden: Naive B-Zellen
sowie Keimzentrums-Grunder-B-Zellen besitzen unmutierte V-Genumlagerungen,
wohingegen Keimzentrums-B-Zellen und Gedachtnis-B-Zellen durch mutierte
V-Genumlagerungen charakterisiert sind (Abschnitt 1.2). SchlieRlich kann durch diese
Analyse die Teilnahme von B-Zellen an einer Keimzentrumsreaktion Uberpruft werden:
Aufgrund der EinfUhrung von Mutationen wahrend der Proliferation im Keimzentrum
sind die im Verlauf der Keimzentrumsreaktion entstehenden Klone durch intraklonale

V-Gen-Diversitat gekennzeichnet (Abschnitt 1.2).
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3.1.3.2 Untersuchte Subpopulationen EBV-infizierter Zellen
Zellen der oben beschriebenen Subpopulationen EBV-infizierter Zellen (Abschnitt 3.1.2)

wurden in zwei IM-Fallen aus tonsillaren Gefrierschnitten mittels Mikromanipulation
isoliert (Abbildung 4) und auf V-Genumlagerungen analysiert. Diese beiden
untersuchten Falle wurden so ausgewahlt, dal® sie sich in der Dauer der IM vor
Tonsillektomie sowie in dem beschriebenen Verteilungsmuster EBV-infizierter Zellen in
der IFR unterschieden (Abschnitt 3.1.1). In Fall 1 erfolgte die Tonsillektomie drei Tage
nach Auftreten der Symptome; infizierte Zellen befanden sich in vier distinkten
Regionen der IFR (Abbildung 3A). In Fall 2 wurde die Tonsillektomie mehr als 14 Tage
nach Auftreten der Symptome durchgefuhrt; EBV-infizierte Zellen waren gleichmalig

tiber die IFR verteilt (Abbildung 3B).

Abbildung 4. Mikromanipulation einer einzelnen HRS-ahnlichen Zelle
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Biopsie einer IM-Tonsille mit einer CD30" HRS-ahnlichen Zelle in der Mitte des Bildes (A) vor
und (B) nach der Isolation. Gefrierschnitt, anti-CD30-Farbung, Gegenfarbung der Zellkerne mit
Hamalaun.

Im ersten Fall wurden EBER" Zellen (Gesamtpopulation EBV-infizierter Zellen),
LMP1" Zellen (Zellen in Latenz Il und lll; hauptsachlich groRe Zellen und HRS-ahnliche
Zellen) sowie EBNA2" Zellen (Zellen in Latenz 1l und IV, hauptsachlich kleine Zellen)
mikromanipuliert (Tabelle 4). Desweiteren wurden in Fall 1 HRS-ahnliche Zellen
aufgrund der Auspragung des CD30-Antigens und der charakteristischen Morphologie
isoliert. Im zweiten Fall sollten kleine EBV-infizierte Zellen und HRS-ahnliche Zellen

getrennt voneinander untersucht werden. Daher wurden Schnitte fur die Auspragung
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der EBER-Transkripte und des CD30-Antigens gefarbt, das von HRS-ahnlichen Zellen
nicht jedoch von kleinen, infizierten Zellen exprimiert wird. AnschlieBend wurden kleine
CD30, EBER" Zellen (Gesamtpopulation EBV-infizierter Zellen ohne HRS-&hnliche
Zellen) isoliert. Desweiteren wurden EBNA2" Zellen und aufgrund der typischen
Morphologie und der Expression des CD30-Antigens HRS-ahnliche Zellen isoliert
(Tabelle 4).

3.1.3.3 PCR-Analyse
Die mikromanipulierten Zellen (Abschnitt 3.1.3.2) wurden mittels Einzelzell-PCR auf Vu-

und V,-Genumlagerungen untersucht. V -Gene wurden in diesem Teil der Arbeit nicht
analysiert, da nicht-funktionelle V. -Genumlagerungen in A-auspragenden Zellen
gewohnlich von der somatischen Hypermutation ausgenommen sind und folglich auch
nach Keimzentrumspassage unmutiert sein konnen (Goossens et al., 2001).

Um die Infektion der isolierten Zellen mit EBV zu uberprufen, wurden einige EBV-
infizierte Zellen fur die Anwesenheit des EBV-kodierten EBNA1-Gens analysiert. Aus
den meisten der untersuchten Zellen, von denen auch eine V-Genumlagerung
amplifiziert wurde, wurde dieses EBV-spezifische PCR-Produkt erhalten (Tabelle 4).
Demzufolge wurde die EBV-Infektion in der Uberwiegenden Mehrheit informativer Zellen
d.h. Zellen, von denen mindestens eine V-Genumlagerung erhalten wurde, bestatigt.

Als Positivkontrollen fur die V-Gen Analyse dienten Gruppen von ein bis drei
B-Zellen (Tabelle 4). Diese B-Zellen wurden aus angrenzenden Schnitten
mikromanipuliert, die fur die Expression des B-Zellmarkers CD20 gefarbt waren. Durch
diese Positivkontrollen wurde die VerlaRlichkeit der Einzelzell-PCR demonstriert, da die
Effizienz der Ig-Genamplifikation fur diese Kontrollen (Vu-PCR: 24%) im Bereich der fur
mikromanipulierte Zellen beschriebenen Werte lag (Kuppers et al., 1993). Ferner
wurden aus diesen Positivkontrollen viele unterschiedliche V-Genumlagerungen der
verschiedenen V-Genfamilien erhalten und die Haufigkeit der amplifizierten
V-Genfamilien stimmte mit in der Literatur beschriebenen Werten Uberein (Brezinschek

et al., 1995; Brezinschek et al., 1997).
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Die geringe Amplifikationseffizienz einiger untersuchter Subpopulationen EBV-infizierter
Zellen (insbesondere der EBNA2" Zellen des zweiten Falls; Tabelle 4) ist
wahrscheinlich durch technische Probleme wie z.B. DNA-Degradation auf einzelnen
Schnitten begrindet. Es ist ebenfalls denkbar, dal} diese Subpopulationen nur zu einem
geringen Teil aus B-Zellen bestanden. Fir die EBNA2" Zellen des zweiten Falls konnte
diese Moglichkeit jedoch ausgeschlossen werden, da in diesem Fall uber 90% der
EBER" Zellen EBNA2 exprimierten (Daten nicht gezeigt) und die Ig-Gen Amplifikation-
seffizienz der EBER" Zellen (Vy-PCR: 20%) in dem erwarteten Bereich lag.

Als Negativkontrollen fur die verschiedenen Schritte der Analyse dienten
folgende Anséatze: i) Aliquots des vorgelegten Puffers, in den die isolierten Zellen
uberfuhrt wurden, sowie Wasserkontrollen flr die erste und zweite Runde der PCR zur
Kontrolle der Kontamination durch DNA fruherer Experimente, ii) Aliquots des Puffers,
der wahrend der Mikromanipulation die Schnitte bedeckte (Pufferkontrolle genannt), zur
Kontrolle der Kontamination des Puffers mit DNA des Gewebes oder mit DNA friherer
Experimente und iii) Gruppen EBER" Zellen sowie einzelne CD3" T-Zellen, die aus
angrenzenden Gefrierschnitten beider Falle isoliert wurden, zur Kontrolle der zellularen
Kontamination wahrend der Isolierung der Zellen. Nur von wenigen Pufferkontrollen
sowie CD3" T-Zellen bzw. EBER" Zellen (1-4%) wurden V-Genumlagerungen bzw. das
EBV-spezifische PCR-Produkt erhalten (Tabelle 4). Demzufolge lag bei diesen wenigen
Proben vermutlich eine zellulare Kontamination vor. Trotz dieser geringfugigen
Kontamination wird die VerlaBlichkeit der Ergebnisse durch folgende Punkte bekraftigt:
a) die vielfach hohere Frequenz der V-Gen PCR-Produkte, die von EBV-infizierten
Zellen im Vergleich zu den Negativkontrollen erhalten wurden (20-34% im Vergleich zu
1-4%; zu EBNA2-positiven Zellen siehe Abschnitt 3.1.3.3), b) die geringe Frequenz der
EBV-spezifischen PCR-Produkte, die von EBER™ Proben und Pufferkontrollen (1%)
erhalten wurden und c) die Tatsache, dal® aus fast allen EBV-positiven Zellen, aus
denen eine V-Genumlagerung amplifiziert werden konnte, auch ein EBV-spezifisches

PCR-Produkt erhalten wurde (Tabelle 4).
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Tabelle 4. PCR-Analyse einzelner EBV-infizierter Zellen von zwei Patienten mit IM

Fall, Anzahl Anzahl der Anzahl

Zelltyp untersuchter V-Genumlagerungen  EBV-PCR
Zellen/Proben positiver Zellen?

VH Vv,

Fall 1

EBER"® 176¢ 60 6 52/56

LMP1* 142 36 6 3/3

EBNA2° 120° 20 n.a. n.a.

HRS-ahnl. Zellen 260° 72 24 35/36

alle 698 224 90/95

Fall 2

EBER"® 100 20 8 26/26

EBNA2° 140¢ 13 n.a. n.a.

HRS-ahnl. Zellen 117 31 7 23/28

alle 367 79 49/54

Kontrollen

Fall 1 und 2

B-Zellen® 89 22 9 14/50

EBER ¢ 80 n.a. n.a. 1/80

T-Zellen® 156 7 3 6/91'

Pufferkontrollen 331¢ 4° 1 1/189

n.a: nicht analysiert °EBV-infizierte Zellen wurden nur dann mit Hilfe der EBNA1-PCR analysiert, wenn
von diesen Zellen V-Genumlagerungen amplifiziert worden waren. Kontrollen wurden jedoch unabhangig
von den Ergebnissen der V-Gen-PCRs mit Hilfe der EBV-spezifischen PCR untersucht. °In Fall 1
reprasentieren EBER" Zellen die Gesamtpopulation EBV-infizierter Zellen inklusive HRS-ahnlicher Zellen.
In Fall 2 reprasentieren EBER" Zellen die Gesamtpopulation EBV-infizierter Zellen ohne HRS-ahnliche
Zellen. © CD3" T-Zellen und CD20" B-Zellen wurden von angrenzenden Schnitten isoliert. Gruppen von
1-3 CD20" B-Zellen oder EBER" Zellen wurden in ReaktionsgefaRe Uberfiihrt. Die Anzahl der Zellen ist
angegeben. 950 EBER" Zellen, 120 EBNA2" Zellen, 50 HRS-4hnliche Zellen und 74 Pufferkontrollen des
ersten Falls sowie 140 EBNA2" Zellen, 50 T-Zellen und 42 Pufferkontrollen des zweiten Falls wurden nur
auf Vy-Genumlagerungen analysiert. Alle anderen Proben wurden auf Vy- und V,-Genumlagerungen
untersucht. °Eine Sequenz, die aus einer Pufferkontrolle erhalten wurde, ist identisch zu einer klonalen
Vy3-Genumlagerung, die von 22 weiteren Zellen erhalten wurde. Alle anderen V-Gene, die von Kontrollen
amplifiziert wurden, sind nicht verwandt mit Umlagerungen EBV-infizierter Zellen. 'Die Amplifikation von

EBNA1-Fragmenten in 6 der 71 T-Zellen ist vereinbar mit der Infektion von T-Zellen.
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3.1.4 Naive, Keimzentrums- und Gedachtnis-B-Zellen sind EBV-infiziert

Im ersten Fall wurden 698 Zellen auf Vy- und V,-Genumlagerungen untersucht (Tabelle
4). Von 203 dieser EBV-infizierten Zellen wurden 224 V-Genumlagerungen amplifiziert

(Abbildung 5 zeigt ein exemplarisches Gelphoto; Tabelle 4) und sequenziert.

Abbildung 5. Agarosegelphoto von PCR-Produkten einer V- und einer V,-PCR

Spur Spur Spur Spur
1-6 M 8-13 14 15 16-21 M
; : E ‘

Die Abbildung zeigt exemplarisch ein Agarosegelphoto mit Produkten einer PCR fiir Vy-Genumlagerungen
(obere Reihe) und einer PCR fur V,-Genumlagerungen (untere Reihe). Neben einer mikromanipulierten
EBER" Zelle (Spuren 1-6: Vy1-6 bzw. V,1-9) wurden eine Pufferkontrolle (Spuren 8-13: Vy1-6 bzw V,1-9)
sowie zwei Einzelzellen einer Zellinien mit bekannten Genumlagerungen (Spuren 14+15; obere Reihe V1
und Vi3, untere Reihe V,1 und V,3) analysiert. Isolierte DNA polyklonaler B-Zellen (Spuren 16-21) diente
als Positivkontrolle fiir die zweite Runde der PCRs. Die untersuchte EBER" Zelle besaR eine Vy1- und
eine V,6-Genumlagerung. Anhand der 100 bp-Leiter (Spur 7 und 22) kann die Lange der PCR-Produkte
abgeschatzt werden. Vy- und V,-Genumlagerungen besitzen in der Regel eine Lange von 300-400 bp. Die
Sequenzierung langerer PCR-Produkte der Vy4-PCR zeigte, dal diese Produkte der Vy-PCR durch
Anlagerung der Ju-Gen-Primer an Jy-Gensegemente entstehen, die im Vergleich zum umgelagerten
Ju-Gensegment weiter 3' liegen (siehe Abschnitt 1.1). Die Sequenzierung langerer PCR-Produkte der
V,-PCR zeigte, daR es sich um unspezifische Produkte handelte, die durch Kreuzreaktion der Primer

entstehen.

Die V-Gen-Sequenzanalyse der unterschiedlichen Subpopulationen (EBER?,
LMP1*, EBNA2" und HRS-ahnliche Zellen) zeigte, daR durchschnittlich 96% der Zellen
durch mutierte und 4% der Zellen durch unmutierte V-Gene charakterisiert sind (Tabelle

5). Die durchschnittlichen Mutationsfrequenzen mutierter V- und V,-Genumlagerungen
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(6,3% fur Vy- und 3,9% V,-Gene; Tabelle 5) lagen im Bereich der Mutationsfrequenzen,
die fur Keimzentrums- und Gedachtnis-B-Zellen beschrieben worden sind (Goossens et
al., 1998; Klein et al., 1998). Sowohl der Anteil mutierter Zellen als auch die
durchschnittlichen Mutationsfrequenzen unterschieden sich zwischen den untersuchten
Subpopulationen EBV-infizierter Zellen nur geringfugig (Tabelle 5). Schwankungen
resultieren wahrscheinlich aus der geringen Anzahl der V-Genumlagerungen, die bei
einzelnen Subpopulationen (insbesondere V,-Genumlagerungen der EBER" und LMP1*
Zellen) erhalten wurden.

Im zweiten Fall wurden 367 EBV-infizierte Zellen (EBER*, EBNA2" und HRS-
ahnliche Zellen) auf Vy- und V,-Genumlagerungen analysiert (Tabelle 4). Aus 67 dieser
Zellen wurden 79 umgelagerte V-Gene erhalten. 15% der Zellen zeichneten sich durch
unmutierte und 85% der Zellen durch mutierte V-Genumlagerungen aus (Tabelle 5). Die
durchschnittliche Mutationsfrequenz mutierter V-Genumlagerungen betrug 6,1% fur Vy-
Gene und 2,6% fur V,-Gene. In diesem Fall zeigten die Werte der Mutationsfrequenzen
sowie des Anteil mutierter B-Zellen nur geringfugige Schwankungen zwischen den
untersuchten Subpopulationen EBV-infizierter Zellen (Tabelle 5).

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse, dall EBV-infizierte Zellen -
unabhangig von der Expression der untersuchten EBV-kodierten Gene und der
Morphologie - in zwei distinkte Gruppen unterteilen werden kdnnen: 1) Wenige EBV-
positive Zellen besitzen unmutierte V-Genumlagerungen und sind demzufolge naive
und/oder Keimzentrums-Grunder-B-Zellen; 2) die meisten infizierten Zellen besitzen

mutierte Ig-Gene und sind Keimzentrums- und/oder Gedachtnis-B-Zellen.
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Tabelle 5. Sequenzanalyse der V-Genumlagerungen - Mutationsuntersuchung

Fall, Anzahl Prozent der durchschnittliche

Zelltyp informativer Zellen mit mutierten Mutationsfrequenz [%]°
Zellen® V-Genen [%] Vi v,

Fall 1

EBER" 64 97 7,9 6,0°

LMP1* 33 91 55 54°

EBNA2" 19 100 4,8

HRS-ahnl. Zellen 87 95 57 3,2

alle 203 96 6,3 3,9

Fall 2

EBER" 26 81 5,2 2,2

EBNA2" 13 92 57

HRS-ahnl. Zellen 28 85 6,8 3,1

alle 67 85 6,1 2,6

#Zellen, von denen mindestens eine V-Genumlagerung erhalten wurde. °Nur mutierte V-Genumlagerungen
wurden beriicksichtigt. ‘Die Abweichung von den Werten der anderen Subpopulationen resultiert
wahrscheinlich aus der geringen Anzahl der aus diesen Populationen erhaltenen V-Gene (jeweils sechs V,-

Genumlagerungen).

Das Verhaltnis von Aminosaureaustausch- (R) zu stillen (S) Mutationen (R/S-
Wert) der FRs kann als Merkmal fur die Selektion der B-Zellen auf die Auspragung
eines funtionellen Antikorpers betrachtet werden (Shlomchik et al., 1987). Der
intrinsische R/S-Wert der FRs fur zufallige, nicht selektionierte Mutationen (wie zum
Beispiel in nicht-funktionellen V-Genumlagerungen) nimmt gewodhnlich einen Wert von
drei an (Klein et al., 1998). Um die Struktur der Immunoglobuline zu erhalten, werden
R-Mutationen in den FRs funktioneller V-Genumlagerungen wahrend der Selektion im
Keimzentrum in der Regel gegenselektioniert. Infolgedessen sind selektionierte,

funktionelle V-Genumlagerungen im Vergleich zu nicht selektionierten Umlagerungen
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durch kleinere R/S-Werte der FRs charakterisiert: der durchschnittliche R/S Wert der
FRs fur Zentroblasten des Keimzentrums betragt 1,8 und der Wert fur Gedachtnis-B-
Zellen liegt gewohnlich zwischen 1,0 und 1,6 (Klein et al., 1998). Fur die hier
untersuchten Zellen betrug der durchschnittliche R/S-Wert der FRs funktioneller
lg-Genumlagerungen 1,7; die untersuchten Subpopulationen EBV-infizierter Zellen
wiesen dabei nur geringfugige Schwankungen auf. Somit liegt der R/S-Wert EBV-
infizierter B-Zellen zwischen dem R/S-Wert fur Gedachtnis-B-Zellen und dem fur

Zentroblasten des Keimzentrums.

3.1.5 Klonale Expansion EBV-infizierter Zellen
Da V-Genumlagerungen klonale Marker der B-Zellen darstellen, ermdglicht der

Vergleich der von EBV-infizierten B-Zellen erhaltenen V-Gensequenzen, klonal
verwandte EBV-positive B-Zellen zu identifzieren. Auf diese Weise kann die
Ausbreitung des Virus durch Proliferation infizierter B-Zellen untersucht werden.

Im ersten Fall konnten 78% der informativen Zellen insgesamt 20 Klonen
zugeordnet werden (Tabelle 6). Diese Klone, die zwischen zwei und 45 Mitgliedern
besalen, sind durch folgende Merkmale gekennzeichnet: i) Die Mitglieder einzelner
Klone waren nur innerhalb jeweils einer der vier Regionen EBV-infizierter Zellen zu
finden (Abbildung 6A). ii) Alle klonal verwandten Zellen besalen mutierte
V-Genumlagerungen (Tabelle 6). Die durchschnittliche Mutationsfrequenz mutierter
Vu- und V,-Genumlagerungen betrug 7,2% bzw. 4,6%. Diese Werte sind vergleichbar
mit der Gesamtpopulation EBV-infizierter Zellen. iii) V-Genumlagerungen klonal
verwandter Zellen zeigten keine intraklonale Diversitat (Tabelle 6). Nur bei zwei Klonen
wurde jeweils ein Mitglied mit einem Unterschied in der Sequenz der V-Genumlagerung
im Vergleich zu den anderen Mitgliedern der jeweiligen Klone gefunden. Insgesamt
wurden also lediglich zwei Unterschiede unter etwa 40.000 bp von 172
V-Genumlagerungen festgestellt. Diese Sequenzunterschiede sind moglicherweise auf
Fehler der Tag DNA-Polymerase oder seltene spontane Mutationen zurickzufuhren.

Im zweiten Fall konnten 32% der informativen Zellen zu acht Klonen
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zusammengefalt werden, die 2-6 Mitglieder besalRen (Tabelle 6). Obwohl EBV-
infizierte Zellen in diesem Fall Uber den gesamten Schnitt verteilt waren, wurde wie im
ersten Fall eine regionale Haufung klonal verwandter Zellen beobachtet (Abbildung 6B).
Alle acht identifizierten Klone waren durch mutierte V-Genumlagerungen charakterisiert
(Tabelle 6). Einer dieser acht Klone bestand aus zwei Mitgliedern mit zwei bzw. drei
Mutationen in der klonalen Vy-Genumlagerung und vier Mitgliedern mit unmutierten
V-Genen. Die durchschnittliche Mutationsfrequenz mutierter Vy- und V,-Gene betrug
6,3% bzw. 1,5%. Mit Ausnahme des oben beschriebenen Klons, der sowohl Mitglieder
mit unmutierten als auch mutierten V-Genen besal}, wurde keine intraklonale V-Gen-

Diversitat unter klonal verwandten Zellen beobachtet (Tabelle 6).

Tabelle 6. Sequenzanalyse der V-Genumlagerungen - Klonale Expansion

Fall, Anzahl Prozent der Zellen, Anzahl der Klone

Zelltyp informativer die zu Klonen mit mutierten V-Genen
Zellen® gerechnet werden [%]

Fall 1

EBER" 64 86

LMP1* 33 61

EBNA2" 19 74

HRS-ahnl. Zellen 87 79

alle 203 78 20/20

Fall 2

EBER" 26 50

EBNA2" 13 o

HRS-ahnl. Zellen 28 27

alle 67 32 8/8°

®Zellen, von denen mindestens eine V-Genumlagerung amplifiziert wurde. *Die Abweichung dieses
Wertes von den Werten der anderen Subpopulationen resultiert vermutlich aus der geringen Anzahl der
von EBNA2" Zellen erhaltenen V-Gene. °Ein ,mutierter” Klon ist durch vier Mitglieder mit unmutierten und

zwei Mitgliedern mit mutierten V-Genumlagerungen charakterisiert.
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Zusammengefaldt konnte gezeigt werden, dal in beiden untersuchten IM-Fallen eine
Vielzahl infizierter B-Zellen Klonen zugeordnet werden konnten. Alle 28 identifizierten
Klone waren durch Mitglieder mit mutierten V-Genumlagerungen charakterisiert.
Wahrend der Expansion von 27 der 28 Klone wurden keine weiteren somatischen
Mutationen in umgelagerte V-Gene eingefuhrt. Demzufolge stammten diese Klone EBV-
infizierter Zellen also entweder von expandierenden Gedachtnis-B-Zellen ab und/oder
von proliferierenden Keimzentrums-B-Zellen, die nach der Infektion die somatische
Hypermutation einstellten. Nur einer der 28 Klone zeigte intraklonale V-Gen-Diversitat:
dieser Klon war sowohl durch Mitglieder mit unmutierten als auch mutierten V-Genen
charakterisiert. Zusatzlich unterschieden sich die Mitglieder dieses Klons mit mutierten
V-Genumlagerungen durch einzelne Punktmutationen. Demnach ist es denkbar, dal®
dieser Klon von einer Keimzentrums-B-Zelle abstammte, die vor Beginn der
somatischen Hypermutation infiziert wurde, und dafl® nur in einigen Mitgliedern des
entstehenden Klons der Prozess der somatischen Hypermutation aktiviert wurde. Die
Proliferation infizierter, naiver B-Zellen und die Teilnahme einiger Mitglieder des auf
diese Weise gebildeten Klons an der Keimzentrumsreaktion kann allerdings nicht
ausgeschlossen werden. Alternativ ist es auch denkbar, dal in diesem Fall jeweils
mehrere Mitglieder eines Klones, die sich bereits in einzelnen Mutationen

unterschieden, unabhangig voneinander durch EBV infiziert worden sind.
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Abbildung 6. Verteilung (klonal verwandter) EBV" Zellen in den untersuchten IM-Fallen
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Regionen, in denen die Uberwiegende Mehrzahl EBV-infizierter Zellen zu finden sind, sind grau gefarbt.
Die Lokalisation klonal verwandter, EBV" Zellen ist gezeigt. (A) Fall 1: In diesem Fall befanden sich EBV-
positive Zellen hauptséachlich in vier distinkten Regionen (grau markiert). Innerhalb dieser einzelnen
Regionen waren die Mitglieder einzelner Klone gleichmaRig verteilt. Die Anzahl identifizierter Klone, die
Anzahl der Klonmitglieder sowie die Lokalisation der Klone ist angegeben. (B) Fall 2: EBV-infizierte Zellen
sind in diesem Fall gleichmaRig tGber den Schnitt verteilt. Einzelne Mitglieder eines individuellen Klons
sind durch die gleichen Symbole gekennzeichnet.

3.1.6 Phanotypische Variation innerhalb EBV-infizierter Klone

In der vorliegenden Arbeit wurde einerseits deutlich, dal3 die klonale Expansion nicht
auf bestimmte morphologische und phanotypische Subpopulationen EBV-infizierter
Zellen beschrankt ist, sondern in samtlichen untersuchten Subpopulationen infizierter
Zellen auftritt (Tabelle 6). Weiterhin zeigte diese Analyse, dal} einzelne Klone aus
Mitgliedern mit unterschiedlicher Morphologie bestehen kdnnen (Tabelle 7). In beiden
untersuchten Fallen konnte diese morphologische Varianz insgesamt in acht Klonen
beobachtet werden. Zum Beispiel setzte sich Klon 2 des ersten Falls aus 23 kleinen
EBV-infizierten Zellen sowie 22 HRS-ahnlichen Zellen zusammen (Tabelle 7). Da - wie

in der Literatur beschrieben (Niedobitek et al., 1997) und in Abschnitt 3.1.2 bestatigt -
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eine Korrelation zwischen Morphologie und Latenz besteht, legt diese morphologische

Variation auch einen Wechsel der Latenzform wahrend der Proliferation nahe.

Tabelle 7. Morphologische Varianz

Fall, Anzahl der klonal verwandten Zellen
Klon kleine Zellen HRS-ahnliche Zellen
Fall 1

Klon 2 23 22

Klon 3 5 11

Klon 4 1 11

Klon 5 3 2

Klon 7 6 1

Klon 20 1 1

Fall 2

Klon 1 4 1

Klon 3 1 2
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3.2 Untersuchung EBV-infizierter Zellen des Keimzentrums

Die Bedeutung der Keimzentrumspassage infizierter, naiver B-Zellen fur die Etablierung
des Virus in Gedachtnis-B-Zellen wird kontrovers diskutiert (Abschnitt 1.5). Aus diesem
Grunde wurde im zweiten Teil dieser Arbeit in Tonsillen von IM-Patienten nach EBV-
infizierten Zellen gesucht, die sich im Keimzentrums befanden. AnschlieRend wurde das
Expressionsmuster EBV-kodierter Gene fur diese infizierten Zellen des Keimzentrums
bestimmt und die lg-Genumlagerungen dieser Zellen charakterisiert. Auf diese Weise
kann die Abstammung EBV-infizierter Zellen der Keimzentrum sowie die klonale

Expansion dieser Zellen untersucht werden.

3.2.1 Histologische Verteilung EBV-infizierter Zellen wahrend der IM
Auf seriellen Schnitten von 20 tonsillaren Gewebeproben, die von sieben IM-Patienten

stammten, wurden EBER in-situ Hybridisierungen durchgefuhrt, um EBV-infizierte
Zellen in Keimzentren zu identifizierten. Wie in Abschnitt 3.1.1 beschrieben, wurden
auch in dieser Serie von Schnitten die meisten EBV-infizierten Zellen in den IFRs
gefunden. Obwohl in jedem Fall einige wenige Keimzentren identifiziert werden konnten
und selten einzelne EBV-infizierte Zellen in diesen Keimzentren gefunden wurden,
wurden nur in zwei Fallen einige (>7) EBER" Zellen in Keimzentren nachgewiesen. In
einem Fall (Patient 3) wurde eine Vielzahl EBV-infizierter Zellen (>100 pro Schnitt)
sowohl innerhalb als auch auf3erhalb eines Keimzentrums (GC1) gefunden (Abbildung
7A). Die Struktur der Mantelzone dieses Keimzentrums war teilweise aufgelOost. Im
anderen Fall (Patient 4) wurden wenige EBV-infizierte Zellen in zwei benachbarten
Keimzentren (10-20 EBV" Zellen pro Schnitt in GC2 und GC3) und der umgebenden
IFR nachgewiesen (Abbildung 7D + E). EBV-infizierte Zellen in Tonsillen von
IM-Patienten befinden sich also hauptsachlich in der IFR und nur sehr selten in

Keimzentren.
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Abbildung 7. Phanotypische Charakterisierung EBV-infizierter Zellen im Keimzentrum

& L o
P T

(A) — (C) Schnitte des Falls 3, die fur
die Expression der EBER-Transkripte
(A, dunkel-violette Farbung), des
EBNAZ2-Proteins

(B, braunliche Farbung) bzw.
des LMP1-Proteins (C, rote
Fluoreszenzfarbung) gefarbt sind. Die
Grenze des GC1 zu der Mantelzone ist
dort durch Striche markiert, wo sie

eindeutig zu identifizieren ist.

(D) + (E) Schnitt des Falls 4, der fur die
Auspragung der EBER-Transkripte
gefarbt ist (dunkel-violette Farbung).
Etwa 10 EBER" Zellen befinden sich in
GC2 und GC3 (linkes bzw. rechtes
Keimzentrum).

(E) Ausschnittsvergroferung des GC2.

(F) Schnitt des Falls 4, der fir LMP1-
Expression gefarbt ist (rote
Fluoreszenzfarbung). Die inter-
follikulare Lokalisation LMP1" Zellen
wird gezeigt. Die Grenze von GC3 und
der Mantelzone sind durch Striche
markiert. Ein Teil des GC3 ist in der

unteren rechten Ecke zu sehen.

Gegenfarbung der Zellkerne mit
Hamalaun (A, B, D, E) oder
Hoechstfarbstoff 33258 (C, F).

Die Abbildungen wurden mit
unterschiedlichen VergréRerungen

aufgenommen.
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3.2.2 Immunhistochemische Analyse EBV-infizierter Zellen
Die Expression der EBV-kodierten Proteine LMP1 bzw. EBNA2 wurde in den beiden

oben beschriebenen IM-Fallen untersucht, in denen EBV-infizierte Zellen in
Keimzentren gefunden wurden. Bei diesen Farbungen wurden LMP1-exprimierende
Zellen in den IFRs nicht aber in den drei Keimzentren mit EBV-infizierten Zellen
nachgewiesen. In den Keimzentren der beiden Falle wurden nur wenige schwache
LMP1-Signale detektiert (Abbildung 7C und F). Daher exprimieren hochstens einige
wenige infizierte Zellen pro Keimzentrum LMP1. In Relation zur Anzahl EBER" Zellen
auf angrenzenden Schnitten wird EBNAZ2 von nahezu allen infizierten Zellen in den
Keimzentren und von der Mehrheit der Zellen in der IFR ausgepragt (Abbildung 7B).
Folglich exprimieren wahrend der IM EBV-infizierte Zellen auRerhalb der Keimzentren
LMP1 und/oder EBNA2 und nahezu alle EBV-positiven Zellen innerhalb der
Keimzentren EBNA2 aber kein LMP1. Wie in Abschnitt 3.1.2 diskutiert wurde, kann
aufgrund der LMP1- und EBNA2-Farbungen nicht ausgeschlossen werden, dal} unter
den infizierten Zellen wenige LMP1°, EBNA2 Zellen in Latenz O oder | vorliegen.
Deweiteren ist der Nachweis von Latenzen nicht moglich, die nicht wie die
beschriebenen, klassischen Latenzformen durch die Expression von LMP1 und EBNAZ2
sondern durch die Auspragung anderer viraler Gene definiert werden. Die Spezifitat der
Farbungen wurde, wie im Abschnitt 3.1.2 beschrieben, nachgewiesen. Fur Fall 4 konnte
die LMP1-spezifische Farbung wiederholt werden; dabei wurde die oben beschriebene
Verteilung LMP1-positiver Zellen bestatigt. Die EBNA2-spezifischen Farbungen der
beiden Falle sowie die LMP1-spezifische Farbung von Fall 3 konnten nicht mehrfach
durchgefuhrt werden, da nur wenige Schnitte mit EBV-infizierten Zellen in Keimzentren

vorhanden waren.

3.2.3 PCR-Analyse einzelner mikromanipulierter EBV-infizierter Zellen

Im Folgenden werden die Ergebnisse der PCR-Analyse einzelner EBV-infizierter Zellen
beschrieben, die sich innerhalb der Keimzentren von IM-Tonsillen befanden. Neben der

Charakterisierung des Entwicklungsstandes und der klonalen Zusammensetzung der
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Population EBV-infizierter Zellen, die sich in Keimzentren befanden, sollte auch die
mogliche Verwandtschaft EBV* Zellen im Keimzentrum und EBV® Zellen in der IFR
analysiert werden. Hierzu wurde die Auspragung der EBER-Transkripte fur Schnitte
beider IM-Falle nachgewiesen und einzelne EBER" Zellen des GC1, GC2 und GC3
sowie der IFRs mittels Mikromanipulation isoliert. Mittels Einzelzell-PCR wurden diese
Zellen auf Ig-Genumlagerungen analysiert (Tabelle 8). In beiden Fallen wurden
zusatzlich Gruppen von 3-5 EBER-negativen Zellen analysiert, um die Funktionalitat
dieser Keimzentren zu bestatigen. In Fall 4 wurden au3erdem Gruppen von 3-5 EBER-
negativen Zellen der Mantelzone untersucht (Tabelle 8).

Um die Mitglieder der seltenen Population EBV-infizierter Zellen im Keimzentrum
in Bezug auf ihre V-Genumlagerungen moglichst vollstandig zu charakterisieren,
wurden in diesem Teil der Arbeit neben Vy- und V,-Genumlagerungen auch V _-Gene
untersucht. Da nicht-funktionelle V,-Genumlagerungen oft unmutierte sind (Abschnitt
3.1.3.3), wurden diese jedoch von der Mutationsanalyse ausgeschlossen. Neben der
Untersuchung der V-Genumlagerungen wurden alle informativen Zellen mit Hilfe einer
EBV-spezifischen PCR analysiert (Fall 3: EBNA1-spezifische PCR; Fall 4: LF2-
spezifische PCR). Auf diese Weise wurde die Infektion der isolierten EBER-positiven
Zellen bestatigt und die Kontamination der Proben EBER-negativer Zellgruppen mit
EBV-infizierten Zellen fur die Uberwiegende Mehrzahl der Proben ausgeschlossen
(Tabelle 8). Fir EBER" Zellen von Fall 4 wurde die V-Gen-Analyse nur dann
durchgefuhrt, wenn fur diese Zellen ein Produkt in der EBV-spezifischen PCR erhalten
worden war.

Wie im ersten Teil dieser Arbeit (Abschnitt 3.1.3.3) wurden auch hier folgende
Negativkontrollen untersucht: Aliquots des vorgelegten Puffers, in den die isolierten
Zellen uberfuhrt wurden, Wasserkontrollen der ersten und zweiten Runde der PCR,
Pufferkontrollen (Puffer, der wahrend der Mikromanipulation die Schnitte bedeckte) und
im Fall 3 zusatzlich einzelne CD3" T-Zellen, die aus angrenzenden Gefrierschnitten

isoliert wurden. Da einige wenige PCR-Produkte aus den CD3" T-Zellen, nicht jedoch
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aus den anderen Negativkontrollen dieses Falls wie z. B. den isolierten EBER™ Zellen
erhalten wurden, liegt wahrscheinlich zellulare Kontamination wahrend der
Mikromanipulation der T-Zellen vor. Diese zellulare Kontamination kdnnte durch
technische Probleme begrindet sein wie z.B. Verwendung von Gewebeschnitten, die
dicker als eine Zellschicht waren. Trotz dieser Kontamination wird die Verlaldlichkeit des
Versuches durch folgende Argumente bekraftigt: i) PCR-Produkte wurden mit einer
hoheren Effizienz aus EBER™ Zellen (30-43%) als aus "T-Zellen" (11%) erhalten, ii) aus
Kontrollen vorgelegtem Puffers und Pufferkontrollen wurden keine PCR-Produkte
erhalten, iii) die sehr geringe Frequenz der EBV-PCR Produkte, welche von EBER’
Proben erhalten wurden (2%) und iv) die Tatsache, daf alle EBER" Zellen des ersten
Falls, von denen Ig-Gene amplifiziert werden konnten, auch positiv in der EBV-
spezifischen PCR waren.

Aus Positivkontrollen - einzelne Zellen lymphoblastoider Zellinien mit bekannten
V-Genumlagerungen (Daten nicht gezeigt) sowie in Fall 3 einzelne CD20-positive
B-Zellen angrenzender Schnitte wurde eine Reihe unterschiedlicher
V-Genumlagerungen amplifiziert (Tabelle 8). Demzufolge sind die verwendeten PCRs in

der Lage, die unterschiedlichen Ig-Gene einzelner Zellen zu vervielfaltigen.
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Tabelle 8. PCR-Analyse einzelner Zellen, die sich in Keimzentren bzw. der IFR befanden

Fall Zelltyp, Anzahl Anzahl Anzahl der

Lokalisation analysierter EBV-PCR- V-Genumlagerungen
Zellen/Proben®  positiver Proben®
Vi V, V,

EBER"

Fall3 GC1 47 30 16 1
IFR® 68 47 18

Fall4 GC2 32 11 4 4 4
GC3 28 17 7 11 5
IFR® 180 114 59 40 34
EBER’

Fall3 GC1 45 0 13 16 11

Fall4 GC2 38 0 19 12 9
GC3 40 3 9 11 5
Mantelzone 22 0 14 12 12
von GC2
Mantelzone 16 0 8 10 7
von GC3

Kontrollen

Fall3 +4
B-Zellen® 23 11 7 6 7
T-Zellen® 36 4° 4° 1 1°
Pufferkontrollen 100 0 0 0 0

®3-5 EBER-negative Zellen pro Reaktionsgefal, angegeben ist die Zahl der Proben. ®Proben des Falls 3
wurden mit Hilfe der EBNA1-PCR und Proben des Falls 4 mit Hilfe der LF2-PCR untersucht. “Einige dieser

Zellen, die sich am Ubergang der Keimzentren zur Mantelzone befanden, werden als interfollikulare Zellen

gewertet, um eine fehlerhafte Zuordnung dieser Zellen zu den Keimzentren zu vermeiden. 4CD20" B-Zellen

und CD3" T-Zellen wurden aus Schnitten isoliert, die an die fir EBER-Expression gefarbten Schnitte

angrenzen. °Neben Produkten der EBV-spezifischen PCR wurde aus zwei T-Zellen Vy- und V;-

Genumlagerungen erhalten. Diese Proben waren daher wahrscheinlich mit EBV-infizierten B-Zellen

kontaminiert.
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3.2.4 EBV-negative B-Zellen in Keimzentren nehmen an der
Keimzentrumsreaktion teil

Aus jeweils etwa 40 Gruppen EBV-negativer Keimzentrums-Zellen des GC1, GC2 und
GC3 wurden 40, 40 bzw. 25 V-Genumlagerungen amplifiziert. 66% dieser V-Gene aus
GC1, 91% der V-Gene aus GC2 und 42% der V-Gene GC3 sind durch somatische
Mutationen charakterisiert (Tabelle 9). Da im Verlauf der Keimzentrumsreaktion der
Anteil der Keimzentrums-B-Zellen mit mutierten V-Genen zunimmt (Weiss et al., 1992),
deutet die hohe Frequenz von B-Zellen mit mutierten V-Genumlagerungen in GC1 und
GC2 auf das fortgeschrittene Entwicklungsstadium dieser Keimzentren hin. Im
Gegensatz dazu stellt GC3 aufgrund der geringen Frequenz von B-Zellen mit mutierten
V-Genumlagerungen vermutlich eine frihere Phase der Keimzentrums-Entwicklung dar.
In GC1 wurden drei Klone EBV-negativer B-Zellen mit jeweils zwei Mitgliedern und in
GC2 sechs Klone mit zwei bis funf Mitgliedern identifiziert (Tabelle 9). Intraklonale
Diversitat wurde in acht dieser neun in GC1 und GC2 gefundenen Klone festgestellt
(Tabelle 9). In GC3 konnten - mit Ausnahme einer Zelle, die mit einer Zelle des GC2
verwandt war - keine klonal verwandten Zellen identifiziert werden. Zellen der
Mantelzone von GC2 und GC3 besalden in der Uberwiegenden Mehrheit unmutierte
V-Genumlagerungen (Tabelle 9).

Zusammengefal’t zeigt diese Analyse, dald in GC1 und GC2 EBV-negative
B-Zellen durch fortschreitende somatische Hypermutationsaktiviat charakterisiert sind.
Demzufolge handelt es sich bei diesen untersuchten, histologischen Strukturen um
Keimzentren. Obwohl in GC3 keine expandierenden Keimzentrums-B-Zellklone
identifiziert wurden, zeigt auch GC3 typische Merkmale von Keimzentren: So ist GC3
von einer Mantelzone naiver B-Zellen umgeben. Aullerdem exprimiert die Mehrheit der
Zellen in GC3 das Keimzentrums-spezifischen Proteins Bcl-6 (ohne Abbildung). Die
geringe Frequenz der Zellen mit mutierten V-Genumlagerungen sowie die niedrige
Frequenz klonal verwandter Zellen deuten darauf hin, dal sich GC3 in einer frihen

Entwicklungsphase befindet (Kuppers et al., 1993; Weiss et al., 1992).
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Tabelle 9. Sequenzanalyse der V-Genumlagerungen — Klonale Expansion

Fall, Anzahl Prozent der Prozent der Klone mit Intraklonale
Lokalisation der positiver Zellen mit klonalen mutierten V- Diversitat
Zellen Proben® mutierten V-Gene*® Genen/

V-Genen®® [%] Gesamtanzahl

[%] der Klone
EBER’
Fall 3
GC1 16 100 94 11
IFR 18 100 100 1/1
alle 34 100 97 1/1° nein
Fall 4
GC2 6 84 67 3/3
GC3 15 100 73 6/6
IFR 83 95 64 15/15
alle 104 95 65¢ 1717° nein
EBER
Fall 3
GC1 40 66 20 3/3 ja
Fall 4
GC2 40 91 50° 6/6° ja
GC3 25 42 4 0/1°¢ ?
Mantelzone 38 10 0 0/0
von GC2
Mantelzone 25 0 8 0/1 nein
von GC3

®Fir EBER" Zellen ist die Anzahl positiver Zellen angegeben. Da Gruppen EBER" Zellen isoliert
worden sind, beziehen sich die Angaben fiir EBER Zellen auf V-Genumlagerungen. °Nicht-
funktionelle V.-Genumlagerungen wurden nicht bericksichtigt, da sie gewohnlich inaktiviert sind und
nicht an der somatischen Hypermutation teilnehmen. “Mitglieder einzelner Klone befinden sich
innerhalb und auRerhalb der Keimzentren. %Vier Mitglieder zweier Klone zeigten zusatzliche
V-Genumlagerungen, die nicht mit den Umlagerungen anderer Klonmitglieder kompatibel sind und
ein geringes Mal zellularer Kontamination anzeigen. Diese Umlagerungen wurden aus der Analyse
ausgeschlossen. °Der Klon besteht aus einem Mitglied aus GC2 und einem Mitglied aus GC3; nur
eines dieser Mitglieder ist durch eine mutierte V-Genumlagerung gekennzeichnet.
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3.2.5 EBV-infizierte B-Zellen in Keimzentren nehmen nicht an der
Keimzentrumsreaktion teil

In Fall 3 wurden Vy-Genumlagerungen von 16 bzw. 18 EBV-infizierten Zellen aus GC1
und der IFR amplifiziert (Tabelle 8). Von einer der Zellen in GC1 wurde zusatzlich eine
V.-Genumlagerung erhalten. Mit Ausnahme einer Zelle konnen alle anderen 33 Zellen
(97% der informativen Zellen) einem einzigen Klon zugeordnet werden; es lag
demzufolge massive klonale Expansion vor (Tabelle 9). Dieser Klon ist durch ein
mutiertes Vy3-Rearrangement charakterisiert (Mutationsfrequenz 9,8%). Intraklonale
V-Gen-Diversitat wurde in keiner der 33 klonal verwandten Zellen gefunden (Tabelle 9).

In Fall 4 wurden 70 Vu- 55 V.- und 43 V,-Genumlagerungen von 240 EBV-
infizierten Zellen aus GC2 und GC3 sowie der IFR erhalten. 67%, 73% und 63% der
informativen EBV-positiven Zellen aus GC2, GC3 und der IFR koénnen Klonen
zugeordnet werden (Tabelle 9). Mitglieder dieser Klone sind nicht auf eines der
Keimzentren bzw. die IFR beschrankt. Vielmehr sind klonal verwandte Zellen von 6 der
17 identifizierten Klone Uber die beiden Keimzentren und die IFR verteilt. Wahrend etwa
5% der EBV-infizierten Zellen durch unmutierte V-Genumlagerungen charakterisiert
sind, besitzen alle klonal verwandten Zellen mutierte V-Gene (durchschnittliche
Mutationsfrequenz mutierter Vy-Gene: 7,8%). Intraklonale V-Gen-Diversitat wurde unter
den infizierten B-Zellen jedoch nicht beobachtet (Tabelle 9).

Zusammengefaldt wurde in beiden untersuchten Fallen von IM gezeigt, dal® EBV-
infizierte Zellen der Keimzentren und der umgebenden IFR zu Klonen expandieren.
Mitglieder dieser Klone sind Uber die Keimzentren und die IFR verteilt. Im Gegensatz zu
nicht infizierten B-Zellen, die sich in den gleichen Keimzentren befinden, werden
wahrend der Proliferation EBV-positiver Zellen keine somatischen Mutationen in
umgelagerte V-Gene eingefuhrt — EBV-infizierte Zellen nehmen also nicht an der

Keimzentrumsreaktion teil.
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3.3 Vergleich von EBV-infizierten Zellen mit Tumorzellen EBV-

assoziierter B-Zell-Lymphome

Eine Assoziation mit EBV wurde fur eine Reihe von B-Zell-Lymphomen - wie dem BL,
dem PTLD und dem MH - beschrieben (siehe Abschnitt 1.6). Diese Lymphome
stammen vermutlich von bereits infizierten Tumorvorlauferzellen ab, da monoklonale
EBV-Genome in den Tumorzellklonen nachgewiesen werden konnten (Abschnitt 1.6).
Im folgenden Abschnitt soll untersucht werden, ob diese infizierten
Tumorvorlauferzellen unter EBV-positiven B-Zellen der IM gebildet werden. Das
Expressionsmuster EBV-kodierter Gene sowie das Muster der somatischen Mutationen
dienten dabei als Merkmal, um Zellen mit Charakteristika der moglichen
Tumorvorlauferzellen zu identifizieren. Zunachst wurden aufgrund phanotypischer
Ubereinstimmungen (Abschnitt 1.5) HRS-ahnliche Zellen der IM mit HRS-Zellen des
MH und im Weiteren EBV-assoziierte B-Zell-Lymphome, die vermutlich von
Keimzentrums-B-Zellen abstammen (BL, PTLD und MH) (Kuppers et al., 1999), mit

EBV-positiven B-Zellen der Keimzentren verglichen.

3.3.1 Vergleich von HRS-ahnlichen Zellen der IM mit HRS-Zellen des MH
Die Analyse der V-Genumlagerungen einzelner HRS-Zellen zeigte, dal® die Mehrzahl

der MH-Falle von B-Zellen abstammen (Brauninger et al., 1999a; Irsch et al., 1998;
Kanzler et al., 1996a; Kanzler et al., 1996b; Kuppers et al., 1994; Kuppers et al., 2001;
Marafioti et al., 1999; Marafioti et al., 2000; Muschen et al., 2001; Muschen et al., 2000;
Spieker et al., 2000; Vockerodt et al., 1998). In diesen Fallen bilden die HRS-Zellen
eine klonale Population reifer B-Zellen, die in der Uberwiegenden Mehrheit (98%) durch
mutierte V-Genumlagerungen gekennzeichnet sind (durchschnittliche Mutations-
frequenz der Vu-Genumlagerungen: 11,7%; Tabelle 10). Weiterhin zeigten die
V-Genumlagerungen der Tumorzellen Hinweise auf eine Abstammung der HRS-Zellen
von praapoptotischen Keimzentrums-B-Zellen: Bei etwa 25% der MH-Falle wurden in

potentiell-funktionell umgelagerten V-Genen destruktive Mutationen gefunden, die z.B.
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durch Bildung von Stopcodons zum Verlust der Funktionalitat der V-Genumlagerungen
fuhrten (Tabelle 10); solche B-Zellen ohne funktionellen B-Zellrezeptor sollten
normalerweise im Keimzentrum durch Apoptose eliminiert werden (Lam et al., 1997,
Weiss and Rajewsky, 1990). Auch der durchschnittliche R/S-Wert der FRs der HRS
Zellen (1,7) steht im Einklang mit der Herleitung dieser Zellen von Keimzentrums-B-
Zellen (Tabelle 10).

Die Uuberwiegende Mehrheit der hier untersuchten HRS-ahnlichen Zellen der
Falle 1 und 2 befinden sich wie die HRS-Zellen des MH in Latenz II, nur wenige
HRS-ahnliche Zellen sind in Latenz Il (Tabelle 10). Wahrend die HRS-ahnlichen Zellen
im Vergleich zu den HRS-Zellen einen ahnlichen durchschnittlichen R/S-Wert der FRs
(1,6) besalRen, war die durchschnittliche Mutationsfrequenz der HRS-ahnlichen Zellen
(6,9%) niedriger als die der HRS-Zellen des MH (Tabelle 10). Im Gegensatz zu den
HRS-Zellen wurden die HRS-ahnlichen Zellen durch folgende Merkmale
gekennzeichnet: i) HRS-ahliche Zellen eines IM-Falls bilden nicht einen einzelnen Klon;
sie konnen vielmehr mehreren Klonen zugeordnet werden, ii) etwa 14% der
HRS-ahnlichen Zellen besitzen unmutierte V-Genumlagerungen und iii) unter nahezu
50 HRS-ahnlichen Zellen, von denen mindestens eine mutierte, potentiell-funktionelle
V-Genumlagerung amplifiziert wurde, wurde keine destruktive Mutation gefunden

(Tabelle 10).
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Tabelle 10. Vergleich der HRS-Zellen des MH mit HRS-ahnlichen Zellen der IM

Merkmal HRS-Zellen® HRS-ahnliche Zellen®
Frequenz mutierter Falle bzw. Zellen® 98% (46/47) 86% (55/64)
durchschnittliche Mutationsfrequenz®™°® 11,7% 6,9%

Frequenz der Falle bzw. Zellen mit 27% (7/26) 0%

destruktiven Mutationen®

R/S Wert der FRs® 1,7 1,6

Latenzform EBV-kodierter Gene Il Il und selten lli

?Klonal verwandte Zellen werden nur einmal betrachtet. "Bei der IM werden diese Angaben auf die
einzelnen HRS-ahnlichen Zellen und bei den MH-Fallen auf die Tumorzellklone der Falle bezogen, die in
folgenden Verdffentlichung beschrieben wurden: (Brauninger et al., 1999a; Irsch et al., 1998; Kanzler et
al., 1996a; Kanzler et al., 1996b; Kippers et al., 1994; Kiuppers et al., 2001; Marafioti et al., 1999;
Marafioti et al., 2000; Mischen et al., 2001; Mischen et al., 2000; Spieker et al., 2000; Vockerodt et al.,
1998). CBezogen auf mutierte Vy-Genumlagerungen. dBei der IM werden diese Angaben auf die
einzelnen HRS-ahnlichen Zellen und bei den MH-Fallen auf die Tumorzellklone der Falle bezogen, die in
folgenden Verdffentlichung beschrieben wurden: (Brauninger et al., 1999a; Irsch et al., 1998; Kanzler et
al., 1996a; Kanzler et al., 1996b; Kippers et al., 1994; Kiippers et al., 2001; Muramatsu et al., 2000;
Muschen et al., 2001; Spieker et al., 2000; Vockerodt et al., 1998).

3.3.2 Vergleich EBV-infizierter B-Zellen in Keimzentren der IM mit EBV-
assoziierten Lymphomen, die vom Keimzentrums-B-Zellen abstammen

Die Tumorzellklone des BL, die Latenz | zeigen, sind oft durch Merkmale
fortschreitender somatischer Hypermutation charakterisiert (Tabelle 11) (Chapman et
al., 1995). Auch Tumorzellen einiger PTLD-Falle zeigen intraklonale V-Gen-Diversitat
(personliche Mitteilung Andreas Brauninger). Diese fortschreitende somatische
Hypermutation des Tumorklons wird aber nur in Fallen beobachtet, die nicht durch
Latenzform Ill, sondern durch eingeschranktere virale Genexpression gekennzeichnet
sind (Tabelle 11). Schliel3lich sind die Tumorzellen EBV-positiver MH-Falle, welche die
Latenzform |l zeigen, wie oben beschrieben oft durch destruktive Mutationen
gekennzeichnet (Tabelle 11). Diese destruktiven Mutationen wurden auch bei einigen

PTLD-Fallen gefunden (personliche Mitteilung Andreas Brauninger).
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Tabelle 11. Vergleich von EBV" B-Zellen in Keimzentren der IM mit EBV-assoziierten B-

Zell-Lymphomen, die vermutlich von Keimzentrums-B-Zellen abstammen

Mutationsmuster Latenzform

intraklonale destruktive I 1 1l V

Diversitat Mutationen

IM: EBV" B-Zellen der - - +

Keimzentren

BLa + - +
PTLD® +/- [+ + +
MH® - + +

°Beschrieben von Chapman et al. (Chapman et al., 1995). ° Jeweils in 2 von 5 PTLD-Fallen wurden
destruktive Mutationen bzw. intraklonale Diversitdt beschrieben (personliche Mitteilung Andreas
Brauninger).  In 7 von 26 untersuchten MH-Fallen sowie in 2 von 5 PTLD-Fallen wurden destruktive
Mutationen beschrieben (Brauninger et al., 1999a; Irsch et al., 1998; Kanzler et al., 1996a; Kanzler et al.,
1996b; Klppers et al., 1994; Kippers et al., 2001; Muramatsu et al., 2000; Mischen et al., 2001; Spieker
et al., 2000; Vockerodt et al., 1998).

Vergleicht man diese Merkmale der Tumorzellen mit denen EBV-infizierter
B-Zellen der Keimzentren (Fall 3 und Fall 4) so wird deutlich, daR unter EBV* B-Zellen
der Keimzentren wahrend der IM keine Zellen die Charakteristika der Tumorzellen
bezuglich Mutationsmuster und Latenzform EBV-kodierter Gene besallen. Weder
intraklonale Diversitat noch destruktive Mutationen wurde unter 37 informativen EBV”
B-Zellen der Keimzentren beschrieben (Tabelle 11). Ebenfalls zeigen EBV-infizierte
Zellen der Keimzentren der IM eine andere Latenzform als die Tumorzellen des BL, des

PTLD und des MH (Tabelle 11).
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4 DISKUSSION

Obwohl seit 1968 bekannt ist, dal} es sich bei der Krankheit IM um die symptomatische
Primarinfektion mit EBV handelt (Henle et al., 1968), ist wenig Uber die Ausbreitung des
Virus wahrend der IM sowie die Etablierung der lebenslangen Viruspersistenz bekannt.
Bisher wurden nur wenige histologische Untersuchungen am tonsillaren Gewebe
durchgefuhrt, in denen insbesondere die Lage und Morphologie infizierter Zellen
wahrend der IM beschrieben sowie die Abstammung EBV-positiver Zellen von z.B.
B- oder T-Zellen untersucht wurde (Anagnostopoulos et al., 1995; Isaacson et al., 1992;
Niedobitek et al., 1997; Reynolds et al., 1995; Tokunaga et al., 1993). Auf der
Grundlage dieser Analysen sowie durch Ubertragung der Ergebnisse von in vitro
Studien wurde folgendes Modell zur Ausbreitung von EBV im B-Zellkompartiment
wahrend der IM entwickelt (Rickinson and Kieff, 2001): Nach Ubertragung des Virus mit
dem Speichel werden B-Zellen - entweder unmittelbar oder nach Infektion und
Replikation des Virus in Epithelzellen - mit EBV infiziert (Abbildung 8). Infizierte B-Zellen
befinden sich wahrend der IM nur selten in Keimzentren und nehmen daher
moglicherweise nicht oder nur selten an der Keimzentrumsreaktion teil. Vermutlich zeigt
die Mehrzahl infizierter B-Zellen in Analogie zu in vitro infizierten B-Zellen Latenz lII.
Diese Latenzform hat wahrscheinlich zwei wichtige Auswirkungen auf die Etablierung
der Infektion. Einerseits werden in vivo infizierte B-Zellen vermutlich wie in vitro infizierte
B-Zellen zur Proliferation getrieben (Abbildung 8). Andererseits entwickelt sich infolge
der Expression immunogener Proteine in Latenz lll eine EBV-spezifische T-Zellantwort,
welche die Mehrheit der infizierten Zellen eliminiert (Abbildung 8). Indem EBV in
wenigen infizierten B-Zellen die Latenzform wechselt und in Latenz | oder in Latenz O
entweder keine oder nur geringflgig immunogene Proteine auspragt, konnten diese
infizierten Zellen der Kontrolle durch das Immunsystem entgehen und das Reservoir

des Virus bilden (Abbildung 8).
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Abbildung 8. Bisheriges Modell zur Ausbreitung von EBV wahrend der IM

Infektiose Mononukleose Persistenz
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Epithelzellen
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EBV-spezifische, zytotoxische T-Zellen

Ovale Symbole: Epithelzellen; schwarze Kreise: EBV; weil3e Kreise: B-Zellen.

Wahrend der IM infiziert EBV B-Zellen und wahrscheinlich Epithelzellen. EBV tritt in Epithelzellen
vermutlich in die lytische Phase und in B-Zellen in die latenten Phase des Infektionszyklus ein. Es wird
angenommen, daf} infizierte B-Zellen Latenz Ill zeigen und proliferieren. Nach Wechsel der Latenzform
zu Latenz | oder Latenz 0 kénnen infizierte B-Zellen wahrscheinlich der EBV-spezifischen, zytotoxischen
T-Zellantwort entgehen und auf diese Weise eine persistente Infektion etablieren.

Das bisherige Modell zur Ausbreitung des Virus im B-Zellkompartiment wahrend der IM
basierte hauptséachlich auf Ubertragungen der Ergebnisse von Zellkulturstudien auf die
Prozesse wahrend der IM. In der vorliegenden Arbeit sollten daher EBV-infizierte B-
Zellen aus tonsillarem Gewebe von IM-Patienten direkt untersucht werden, um folgende
Fragen zu klaren: (i) Welche Latenzform exprimiert EBV wahrend der IM? (ii) Infiziert
EBV wahrend der IM B-Zellen unterschiedlicher Entwicklungsstadien (naive,
Keimzentrums- und Gedachtnis-B-Zellen)? (iii) Breitet sich EBV durch Proliferation
infizierter B-Zellen aus? (iv) Nehmen infizierte B-Zellen wahrend der IM an einer
Keimzentrumsreaktion teil? Hierzu wurden tonsillare Schnitte fur die Expression EBV-
kodierter Genprodukte gefarbt und einzelne EBV-infizierte Zellen aus dem
Gewebeverband isoliert, um V-Genumlagerungen dieser Zellen mittels Einzelzell-PCR

zu untersuchen.
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4.1 Lokalisation und Latenzformen EBV-infizierter Zellen der IM

In Ubereinstimmung mit einer Reihe histologischer Untersuchungen (Anagnostopoulos
et al., 1995; Niedobitek et al., 1997) wurden EBV-infizierte Zellen in den hier
untersuchten IM-Tonsillen hauptsachlich in der IFR und nur sehr selten in Keimzentren
gefunden (Abschnitte 3.1.1 und 3.2.1). Desweiteren bestatigte die vorliegende Arbeit,
daly sich die Population EBV-infizierter Zellen - wie bereits von Niedobitek et al.
beschrieben (Niedobitek et al., 1997) - aus Zellen in verschiedenen Latenzen
zusammensetzt: Neben Zellen in Latenz O bzw. | wurden in allen untersuchten Fallen
Zellen in Latenz Il, 11l und IV nachgewiesen (Abschnitte 3.1.2 und 3.2.2).

Neben dieser Charakterisierung der wahrend der IM exprimierten Latenzformen
wurde in der vorliegenden Arbeit die Frequenz der Zellen in unterschiedlichen Latenzen
untersucht. Obwohl die Verteilung der Zellen in den unterschiedlichen Latenzformen
starke Schwankungen zwischen den hier untersuchten IM-Fallen zeigte, wurde in allen
vier Fallen deutlich, dal} die Mehrzahl EBV-positiver B-Zellen der IFRs sowie (nahezu)
alle EBV-positiven Zellen in den Keimzentren Latenz IV (LMP1, EBNA2") zeigten
(Abschnitte 3.1.2 und 3.2.2). Der Nachweise LMP1", EBNA2" Zellen unter Verwendung
von zwei unterschiedlichen LMP1-spezifischen Antikorpern spricht fur die Spezifitat der
Farbung. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dal die Sensitivitat der
Farbung zu gering war, um eine schwache LMP1-Expression der Zellen nachzuweisen.

Die fehlende LMP1-Expression EBV-infizierter B-Zellen der Keimzentren steht im
Einklang mit den Ergebnissen B-Zell-spezifischer LMP1-transgener Mause (Abschnitt
1.4), welche eine Unvereinbarkeit der LMP1-Auspragung und der Differenzierung zu
Keimzentrums-B-Zellen vermuten lassen (Uchida et al., 1999). Auch in vitro
Experimente deuten auf eine Inkompatibilitat der LMP1-Expression mit der Teilnahme
infizierter B-Zellen an der Keimzentrumsreaktion hin: In BL-Zellinien, die einen
Keimzentrumsphanotyp zeigen, wurde durch LMP1-Expression die Auspragung des
Keimzentrums-spezifischen Proteins Bcl-6 blockiert (Cattoretti et al., 1997). Da das

Bcl-6 Protein fur die Ausbildung der Keimzentren notwendig ist (Abschnitt 1.2; Dent et
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al., 1997), kdnnen maoglicherweise nur Bcl-6-positive Zellen zu Keimzentrums-B-Zellen
differenzieren. Demzufolge wurden sich LMP1-exprimierende, Bcl-6-negative B-Zellen
nicht zu Keimzentrums-B-Zellen entwickeln und in der IFR bleiben. Moglicherweise
induziert LMP1 die Herunterregulation der Bcl-6-Expression uber Aktivierung der
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen, ERK-1 und ERK-2 (Roberts and Cooper, 1998).
Diese Kinasen phosphorylieren Bcl-6 und bewirken damit die Ubiquitinierung und
Degradation des Bcl-6 Proteins (Niu et al., 1998). Die Korrelation zwischen LMP1-
Expression und fehlender Bcl-6-Auspragung konnte in der vorliegenden Arbeit nicht
untersucht werden, da keine weiteren Schnitte mit EBV-infizierten Zellen in Keimzentren
vorhanden waren.

Da nach Infektion von B-Zellen in vitro zuerst EBNA2 und erst ca. 24 Stunden
spater LMP1 exprimiert wird (Alfieri et al., 1991), diskutierten Niedobitek et al., dal sich
LMP1°, EBNA2" Zellen wahrscheinlich in einem vorliibergehenden Expressionsmuster
kurz nach Infektion der Zelle befinden (Niedobitek et al., 1997). Durch die V-Gen
Analyse EBV-infizierter Zellen der Keimzentren wurde allerdings deutlich, dal} es sich
bei dieser Latenzform vermutlich um ein stabiles Expressionsmuster EBV-kodierter
Gene handelt: Da EBNA2*, LMP1" Zellen der Keimzentren zu groRen, expandierten
Klonen gehdren, ist es unwahrscheinlich, daf® die Mehrzahl dieser Zellen neu infiziert ist
und ein vorubergehendes Expressionsmuster zeigt. Vielmehr scheint diese
Latenzform IV ein stabiles Muster EBV-kodierter Gene zu sein, das bisher nicht
beschrieben wurde.

Der Nachweis dieser Population von Zellen, die EBNA2 nicht jedoch LMP1
auspragen, in den IFRs sowie den Keimzentren der IM-Tonsillen ist Uberraschend, da
EBNA2 die Transkription von LMP1 aktiviert und die EBNA2-Expression in den
bekannten Latenzformen immer mit der Auspragung von LMP1 assoziiert ist (Abschnitt
1.4). Diese Aktivierung der LMP1-Expression erfolgt durch Interaktion von EBNA2 mit
weiteren Proteinen wie RBP-Jk und PU-1 (Abschnitt 1.4). Daher ist es mdglich, dal} die

fehlende LMP1-Expression trozt EBNA2-Auspragung z.B. durch schwache oder
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fehlende Auspragung dieser notwendigen Kofaktoren des EBNA2-Proteins begrundet
ist. Alternativ ist es auch denkbar, dal® in diesen Zellen der LMP1-Promotor z.B.
aufgrund von Methylierung nicht aktivierbar ist. Da EBNAZ2 nicht nur die Auspragung
von LMP1 reguliert, sondern auch die Expression anderer viraler Gene aktiviert (z.B.
LMP2A), ware es von Interesse, die Expression dieser EBNA2-regulierten Gene in

Zellen der Latenz IV zu untersuchen.

4.2 EBV-infizierte B-Zellen der IFR

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der V-Gen-Analyse EBV-infizierter Zellen
der IFRs - der Hauptpopulation infizierter Zellen - diskutiert, um allgemeine Strategien

der Ausbreitung des Virus wahrend der IM aufzuzeigen.

4.2.1 Sowohl naive als auch Keimzentrums- und/oder Gedachtnis-B-Zellen sind
EBV-infiziert

Wahrend seit langerem bekannt ist, da® ein groRer Teil - wenn nicht sogar die
uberwiegende Mehrheit - EBV-infizierter Zellen der IM B-Zellen sind (Anagnostopoulos
et al., 1995; Niedobitek et al., 1997; Tokunaga et al., 1993), wurde das
Entwicklungsstadium infizierter B-Zellen bisher noch nicht charakterisiert. Anhand der in
dieser Arbeit durchgefuhrten V-Gensequenzanalyse einzelner EBV-positiver Zellen
konnte somit zum ersten Mal gezeigt werden, dal} einige EBV-infizierte B-Zellen
unmutierte V-Genumlagerungen besitzen und folglich entweder naive B-Zellen oder
Mitglieder der seltenen Population der Keimzentrums-Grunder-B-Zellen sind (Abschnitt
3.1.4). Die Mehrzahl EBV-positiver Zellen (96 bzw. 85% in den beiden untersuchten
Fallen) sind allerdings Keimzentrums- und/oder Gedachtnis-B-Zellen, die durch mutierte
V-Genumlagerungen charakterisiert sind. Diese Abstammung von Keimzentrums-
und/oder Gedachtnis-B-Zellen wird durch den durchschnittlichen R/S-Wert infizierter
Zellen unterstutzt, der sich zwischen dem erwarteten Wert fur Keimzentrums-B-Zellen

und dem Wert fur Gedachtnis-B-Zellen befindet (Abschnitt 3.1.4).
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Die Analyse gibt ferner Aufschluld Uber eine mogliche Korrelation zwischen
Differenzierungsstadium und Morphologie der untersuchten EBV-infizierten Zellen. Da
die Morphologie mit der Auspragung unterschiedlicher Latenzformen korreliert
(Abschnitt 3.1.2), kann demzufolge auch das Verhaltnis des Differenzierungsstadiums
zur Latenzform untersucht werden. Zum einen konnte gezeigt werden, dal} B-Zellen
unterschiedlicher Differenzierungsstadien die gleiche Morphologie bzw. Latenzform
annehmen konnen. Zum Beispiel kdnnen sowohl naive als auch Keimzentrums-
und/oder Gedachtnis-B-Zellen die Morphologie der HRS-ahnlichen Zellen besitzen und
wahrscheinlich die EBV-kodierten Genprodukte der Latenz Il auspragen (Abschnitt
3.1.4). Zum anderen wurde deutlich, daR sich infizierte B-Zellen eines
Entwicklungsstadiums in der Morphologie und demzufolge auch in der Latenzform
unterscheiden konnen; so konnen z.B. naive B-Zellen sowohl kleine B-Zellen in
Latenz I, lll oder IV als auch HRS-ahnliche Zellen in Latenz Il oder selten in Latenz Il
sein (Abschnitt 3.1.4). Folglich bewirkt also das Differenzierungsstadium infizierter
B-Zellen nicht die Morphologie der Zellen. Auch die Latenzform, die in infizierten Zellen
ausgepragt wird, ist nicht abhangig vom Differenzierungsstadium dieser infizierten
B-Zellen. Desweitern sind die unterschiedlichen Morphologien bzw. Latenzformen nicht
auf ein spezielles Entwicklungsstadium der Zellen beschankt. Faktoren, welche die
Latenzform bzw. Morphologie der Zellen bestimmen, sind nicht bekannt.

In vitro Experimente lassen jedoch vermuten, auf welche Weise die Morphologie
infizierter Zellen durch die Latenzform beeinfluRt werden kann: Nach Transfektion des
LMP1-Gens sowohl in eine EBV-negative Zellinie des MH als auch in eine embryonale
Nierenzellinie nimmt ein bedeutender Teil LMP1-positiver Zellen die Morphologie der
vielkernigen Reed-Sternberg-Zellen an (Knecht et al., 1996). Diese LMP1 induzierte
Entwicklung der HRS-Zell-ahnlichen Morphologie wird wahrscheinlich teilweise Uber die
Regulation der CD99-Expression bewirkt, da LMP1 Uber Aktivierung von NFxB die
CD99-Auspragung reprimiert und fehlende CD99-Expression eine HRS-Zell-ahnliche
Morphologie in B-Zellinien induziert (Kim et al., 1998; Kim et al., 2000; Lee et al., 2001).
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Es mussen allerdings weitere Faktoren an der Entwicklung der HRS-Zell-ahnlichen
Morphologie beteiligt sein, da die Mehrzahl LMP1-auspragender Zellen in Latenz Il

nicht den Phanotyp der HRS-Zellen besitzen, sondern kleine Zellen sind.

4.2.2 Naive, Keimzentrums- und/oder Gedachtnis-B-Zellen werden direkt infiziert

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen Ruckschlusse uber das Entwicklungsstadium der
B-Zellen zu, in dem die Infektion mit EBV erfolgte. Vermutlich werden naive B-Zellen in
den Tonsillen direkt mit EBV infiziert, da die Tonsille die Eintrittsstelle des Virus in den
Korper ist und wahrend der IM im tonsillaren Gewebe verstreut lytische Zellen zu finden
sind (Anagnostopoulos et al., 1995; Niedobitek et al., 1997). Die Infektion naiver
B-Zellen konnte allerdings auch auf3erhalb der Tonsillen, z.B. im Blut, stattfinden. Da
verschiedene Ansichten uber das Vorkommen lytischer Zellen bzw. viraler Partikel im
Blut bestehen, erscheint die Infektion naiver B-Zellen im Blut allerdings fraglich (Prang
et al., 1997; Rickinson et al., 1975; Tierney et al., 1994). Auch die Infektion naiver
B-Zellen oder ihrer Vorlaufer im Knochenmark ist denkbar; das Auftreten viraler Partikel
im Kochenmark wahrend der IM wurde bisher allerdings nicht untersucht.

Fur infizierte Keimzentrums- und/oder Gedachtnis-B-Zellen sind zwei
unterschiedliche Herleitungen vorstellbar: Einerseits ist es moglich, da® Keimzentrums-
und/oder Gedachtnis-B-Zellen direkt infiziert worden sind. Andererseits konnten sich
EBV-positive Keimzentrums- und/oder Gedachtnis-B-Zellen aus infizierten naiven
B-Zellen entwickeln, die an einer Keimzentrumsreaktion teilnehmen. Im letzteren Fall
sollten sich die Mitglieder einzelner im Keimzentrum gebildeter Klone in den
umgelagerten V-Genen durch einzelne Mutationen voneinander unterscheiden
(Abschnitt 1.2 und 3.1.3.1). Mit Ausnahme eines Klons wurde diese intraklonale V-Gen-
Diversitat bei 173 Zellen, die 27 Klonen zugeordnet wurden, nicht beobachtet.
Demzufolge proliferieren EBV-positive Zellen (mit seltenen Ausnahmen) ohne
EinfUhrung somatischer Mutationen in umgelagerte V-Gene und nehmen folglich nach
der Infektion nicht an einer Keimzentrumsreaktion teil. Da sie aber mutierte

V-Genumlagerungen besitzen, bedeutet dies gleichzeitig, dal} infizierte Keimzentrums-
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und/oder Gedachtnis-B-Zellen nicht von infizierten naiven B-Zellen (und/oder
Keimzentrums-Grunder-B-Zellen) mit unmutierten V-Genumlagerungen abstammen
konnen (Abbildung 2). Vielmehr wurden Keimzentrums- und/oder Gedachtnis-B-Zellen
nach Einfuhrung somatischer Mutationen in umgelagerten V-Gene direkt infiziert. Falls
tatsachlich Keimzentrums-B-Zellen infiziert werden, die bereits Mutationen erhalten
haben, sollten diese Zellen nach der Infektion den Prozess der somatischen
Hypermutation einstellen und zu Gedachtnis-B-Zell-ahnlichen Zellen differenzieren
(siehe auch Abschnitt 4.3.2). Eine mogliche, seltene Teilnahme infizierter B-Zellen an
einer Keimzentrumsreaktion wird jedoch durch die bei einem Klon beobachtete
geringfugige intraklonale Diversitat angedeutet (Abschnitt 3.1.5). Diese beschriebene
seltene intraklonale Diversitat kann allerdings auch auf eine seltene Induktion der
somatischen Hypermutationsaktivitat in infizierten, naiven B-Zellen oder die
unabhangige Infektion von Mitglieder eines Klons hinweisen, die sich bereits vor
Infektion durch einzelne Mutationen voneinander unterschieden (Abschnitt 3.1.5).
Zusammengefalt wurde also deutlich, dald EBV wahrend der IM sowohl naive
und/oder Keimzentrums-Grinder-B-Zellen als auch Keimzentrums- und/oder
Gedachtnis-B-Zellen direkt infiziert. Die Keimzentrumspassage infizierter, naiver
B-Zellen spielt offensichtlich keine bedeutende Rolle fur die Etablierung des Virus im

Gedachtnis-B-Zellkompartiment.

4.2.3 Die Population EBV-infizierter Zellen wird im starken MaRle durch
Proliferation infizierter Keimzentrums- und/oder Gedachtnis-B-Zellen
gebildet

Neben der Frage nach dem Differenzierungsstadium und der Abstammung EBV-

infizierter Zellen erlaubt die durchgefuhrte Analyse eine Untersuchung des proliferativen
Verhaltens infizierter B-Zellen in IM-Tonsillen. Bisher war nicht bekannt, ob EBV
wahrend der IM viele Zellen infiziert oder wenige, die sich anschlieRend durch
Zellteilung vermehren. Da in den hier untersuchten Fallen eine Vielzahl von Klonen

EBV-infizierter Zellen nachgewiesen wurden, wird offensichtlich, da EBV sich im
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B-Zellkompartimment des Menschen nicht nur durch Infektion vieler B-Zellen sondern
auch durch klonale Expansion dieser infizierter Zellen ausbreitet (Abschnitt 3.1.5). Die
Ergebnisse von Zellkulturexperimenten legen die Vermutung nahe, dal® diese klonale
Expansion infizierter Zellen, die auch bei in vitro infizierten B-Zellen beschrieben wird
(Casali and Notkins, 1989), durch EBV-kodierte Gene induziert wird: Sowohl die
Expression von EBNA2 in Kombination mit der Aktivierung des CD40-Rezeptors als
auch in Kombination mit LMP1-Auspragung kann Zellen zur Proliferation treiben (Kilger
et al., 1998; Zimber-Strobl et al., 1996).

Das Ausmal der klonalen Expansion unterscheidet sich in den beiden
untersuchten Fallen (Fall 1: 78% der informativen Zellen; Fall 2: 32% der informativen
Zellen). Der Grund hierfur mag die Dauer der Krankheit vor der Tonsillektomie sein: Die
Tonsillektomie wurde in Fall 2 im Vergleich zu Fall 1 in einem spateren
Krankheitstadium durchgefuhrt. Es ist daher denkbar, daf3 durch die langer andauernde,
EBV-spezifische T-Zellantwort die Mehrzahl der infizierten Zellen eliminiert wurde, so
dal} die meisten im Gewebe nachgewiesenen infizierten Zellen durch Neuinfektion und
nicht durch Proliferation infizierter Zellen entstanden sind. Diese Vermutung wird
dadurch gestutzt, da® in Fall 2 ca. 90% der EBV-infizierten Zellen EBNA2 nicht aber
LMP1 exprimierten. Wie in Abschnitt 4.1 diskutiert, konnte es sich bei diesen Zellen
wenigstens zu einem Teil um neu infizierte Zellen handeln (Alfieri et al., 1991).

Erstaunlicherweise stammt die uberwiegende Mehrheit der Klone von infizierten
Keimzentrums- und/oder Gedachtnis-B-Zellen ab, obwohl in allen untersuchten Fallen
auch naive und/oder Keimzentrums-Grunder-B-Zellen mit EBV infiziert sind. Dieses
proliferative Verhalten EBV-infizierter B-Zellen wahrend der IM steht im Gegensatz zu
dem beschriebenen Verhalten EBV-positiver B-Zellen in vitro: Sowohl naive als auch
Keimzentrums- und Gedachtnis-B-Zellen kdnnen in vitro infiziert und zur Proliferation
getrieben werden (Casali and Notkins, 1989). Die wahrend der IM beobachtete
bevorzugte klonale Expansion der Keimzentrums- und/oder Gedachtnis-B-Zellen konnte

u.a. auf der verstarkten Expression von Proteinen beruhen, die an der Aktivierung der
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Proliferation nach Infektion beteiligt sind. In einer kurzlich erschienen
Genexpressionsanalyse konnte gezeigt werden, dald Keimzentrums- und Gedachtnis-B-
Zellen im Vergleich zu naiven B-Zellen vermehrt positive Regulatoren und vermindert
negative Regulatoren des B-Zellrezeptor-Signalweges exprimieren (Feldhahn et al.,
2002). Dieses Expressionsmuster spiegelt sich auch in einer grolReren Aktivierbarkeit
der Keimzentrums- und Gedachtnis-B-Zellen nach B-Zellrezeptor-Stimulation wider.
Falls EBV Teile dieses Signalweges nutzt, um die Proliferation infizierter Zellen zu
induzieren, sollten demzufolge Keimzentrums- und Gedachtnis-B-Zellen nach Infektion
leichter zur Proliferation angeregt werden konnen.

Die Verteilung der Zellen unterschiedlicher B-Zell-Entwicklungsstadien, die
unmittelbar vom Virus infiziert wurden, kann folgendermaf3en untersucht werden: Wird
jeder Klon nur einmal gezahlt und somit die Verteilung der verschiedenen B-Zell-
Entwicklungsstadien unter den infizierten Zellen vor klonaler Expansion betrachtet, sind
nur etwa 10% EBV-positiver B-Zellen naive B-Zellen. Dieses Ergebnis ist insofern
erstaunlich, als im normalen tonsillaren Gewebe etwa 30-50% der B-Zellen naive B-
Zellen sind (Bohnhorst et al., 2001). Demzufolge fuhrt neben der praferentiellen
Expansion auch die praferentielle Infektion der Keimzentrums- und/oder Gedachtnis-B-
Zellen zur Uberreprasentation von EBV im Keimzentrums- und/oder Gedéachtnis-B-
Zellkompartiment.

Diese Arbeit zeigte weiterhin, dal® Zellen mit unterschiedlicher Morphologie
Mitglieder gemeinsamer Klone sein konnen (Abschnitt 3.1.6). Da die Morphologie mit
der Auspragung unterschiedlicher Latenzformen korreliert (Abschnitt 3.1.2), variieren
Mitglieder einzelner Klone wahrscheinlich auch in den exprimierten Latenzformen.
Solche Anderungen der Latenzformen wahrend klonaler Expansion wurden bereits fir
in vitro infizierte B-Zellen und BL-Zellinien beschrieben (Kieff and Rickinson, 2001;
Szeles et al.,, 1999). Durch diese hier gezeigten Wechsel der Latenzform kdnnten
einzelne Mitglieder der Gedachtnis-B-Zellklone schon wahrend der IM eine Latenzform

annehmen, die es ihnen ermoglicht, der EBV-spezifische T-Zellantwort zu entgehen.
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Infolgedessen konnten einige infizierte Gedachtnis-B-Zellen nach der IM uberleben und
die anfangliche Population infizierter Gedachtnis-B-Zellen der lebenslangen Infektion

bilden, in denen das Virus persistiert (Babcock et al., 1998).

4.3 EBV-infizierte Zellen der Keimzentren

Die Analyse EBV-infizierter Zellen der IFR deutet darauf hin, da® wahrend der IM die
Keimzentrumspassage naiver, infizierter B-Zellen fur die Etablierung des Virus im
Gedachtnis-B-Zellkompartiment moglicherweise keine Rolle spielt (Abschnitt 4.2). Da
die Frage nach der Beteiligung EBV-infizierter Zellen an einer Keimzentrumsreaktion
sowohl fur die Abstammung der infizierten Zellen als auch fur die Differenzierungswege
dieser Zellen wahrend der IM von entscheidender Bedeutung ist, konzentrierte sich der
zweite Teil der Analyse auf EBV-positive B-Zellen, die direkt aus den histologischen

Strukturen der Keimzentren von IM-Tonsillen isoliert wurden.

4.3.1 EBV-infizierte Zellen im Keimzentrum nehmen nicht an der
Keimzentrumsreaktion teil

Die V-Gen-Sequenzanalyse EBV-infizierter Zellen der Keimzentren zeigte klonale
Expansion infizierter Zellen wahrend der IM; intraklonale V-Gen-Diversitat - ein Merkmal
von Keimzentrums-B-Zellen - wurde allerdings nicht beobachtet (Abschnitt 3.2.5).
Demzufolge expandieren diese EBV-infizierten Zellen ohne Einfuhrung von
somatischen Mutationen. Da diese Zellen durch mutierte V-Genumlagerungen
charakterisiert sind, konnen sie infolge dieser fehlenden Teilnahme an der
Keimzentrumsreaktion nicht von infizierten naiven B-Zellen abstammen.

Da lytische Zellen verstreut im tonsillaren Gewebe und selten auch in
Keimzentren nachgewiesen wurden (Anagnostopoulos et al., 1995; Niedobitek et al.,
1997), sind zwei Erklarungen zur Herleitung und Entwicklung EBV-infizierter B-Zellen in
den Keimzentren denkbar: Einerseits konnen Keimzentrums-B-Zellen durch EBV
infiziert werden, nach Infektion proliferieren und die somatischen

Hypermutationsaktivitat beenden. Einzelne Mitglieder der entstandenen Keimzentrums-
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B-Zellklone differenzieren moglicherweise zu Gedachtnis-B-Zellen (siehe auch
Abschnitt 4.3.2), verlassen das Keimzentrum und wandern in die umgebende IFR.
Andererseits konnen EBV-positive Zellen der Keimzentren von Gedachtnis-B-Zellen
abstammen, die nach der Infektion proliferieren. Einige Mitglieder der entstandenen
Gedachtnis-B-Zellklone gelangen ins Keimzentrum; dort nehmen sie allerdings nicht an
der Keimzentrumsreaktion teil.

Wahrend der IM scheinen EBV-infizierte Zellen in geringem Mal3e im Gewebe zu
wandern: Sowohl die Mitglieder infizierter Klone der Patienten 1 und 2 als auch die
klonal verwandten, EBV-infizierten B-Zellen der Patienten 3 und 4 konnen sich in
gewisser Entfernung voneinander im tonsillaren Gewebe befinden. Die bei den
Patienten 1 und 2 beobachtete regionale Begrenzung klonal verwandter Zellen
(Abschnitt 3.1.5), spricht allerdings fur eine begrenzte Ausbreitung der Mitglieder
einzelner Klone im Gewebe wahrend der IM.

Zusammengefallt zeigte diese Analyse, dal infizierte Zellen nicht an der
Keimzentrumsreakton teilnehmen, sogar wenn sie sich in Keimzentren befinden und
benachbarte, nicht infizierte Keimzentrums-B-Zellen sich an der Keimzentrumsreaktion
beteiligen (Abschnitt 3.2.4). Somit bekraftigen diese Ergebnisse die Hypothese, dal}
wahrend der IM die Keimzentrumspassage infizierter, naiver B-Zellen keine Rolle fur die
Entwicklung EBV-infizierter Gedachtnis-B-Zellen spielt; vielmehr werden Keimzentrums-

und/oder Gedachtnis-B-Zellen direkt infiziert.

4.3.2 Mogliche Beeinflussung EBV-infizierter Zellen durch die Expression EBV-
kodierter Gene
EBV kann auf vielfaltige Weise in die Differenzierung infizierter Zellen eingreifen, da

viele latente EBV-kodierte Gene funktionelle Ahnlichkeiten mit zellularen Genen
besitzen. So konnte die geringe Frequenz EBV-positiver B-Zellen in Keimzentren durch
LMP1-Expression verursacht sein. LMP1 ahmt einen aktivierten CD40-Rezeptor nach
(Abschnitt 1.4; Kilger et al., 1998; Zimber-Strobl et al., 1996); CD40 Aktivierung bewirkt

die Differenzierung der Keimzentrums-B-Zellen zu Gedachtnis-B-Zellen (Abschnitt 1.2;
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Arpin et al., 1995; Liu and Banchereau, 1997). Demzufolge ist es denkbar, dal} LMP1-
positive Keimzentrums-B-Zellen zu Gedachnis-B-Zellen differenzieren und das
Keimzentrum verlassen. Weiterhin konnten LMP1-exprimierende B-Zellen in der IFR am
Eintritt ins Keimzentrum gehindert werden (siehe Abschnitt 4.1).

Desweiteren konnte die EBNA2-Expression die somatische Hypermutations-
aktivitat beeinflussen. In vitro Untersuchungen zeigten, dal} durch EBNA2-Expression
die Transkription des Ig-Schwerkettenlocus drastisch (um etwa 90%) reduziert wird
(Jochner et al., 1996). Da diese Transkription eine Voraussetzung fur die somatische
Hypermutation ist (Fukita et al., 1998; Peters and Storb, 1996), ist es vorstellbar, dal
EBNA2-Expression die fehlende somatische Hypermutationsaktivitat in proliferierenden
EBV-infizierten B-Zellen der Keimzentren bewirkt. Diese Hypothese stimmt mit einer
Reihe von Beobachtungen Uberein: EBV-positive B-Zellen, die in vivo somatische
Hypermutationsaktivitat zeigen (BL, angioimmunoblastisches Lymphom und PTLD
(Brauninger et al.,, 2001b; Chapman et al., 1995; personliche Mitteilung Andreas
Brauninger), zeigen keine EBNA2-Expression. Im Gegensatz dazu wurde in Fallen von
PTLD, in denen EBV die Latenz Ill und somit EBNA2 auspragt, keine somatische
Hypermutationsaktivitat beobachtet (personliche Mitteilung Andreas Brauninger). In
zwei BL-Zellinien konnte jedoch somatische Hypermutation trotz EBNAZ2-Expression
nachgewiesen werden (Harris et al., 2001). Der Grund fur diese Diskrepanz liegt
moglicherweise in der konstitutiven somatischen Hypermutationsaktivitat der beiden
beschreibenen BL-Zellinien, welche fur B-Zellen untypisch ist. Aufgrund der Korrelation
der Mutationsrate mit der Transkription wird spekuliert, dal® wahrend der Transkription
ein Komplex von Proteinen auf die DNA geladen wird, der die Mutationen direkt in den
transkribierten Bereich des V-Gens einfuhrt (Peters and Storb, 1996). Die
Uberexpression wichtiger Komponenten dieses Komplex in den zwei beschriebenen
BL-Zellinien kdnnte nicht nur zur konstitutiven somatischen Hypermutationsakitivtat der
Zellinien fuhren, sondern auch die durch EBNAZ2 induzierten Effekte auf die

Transkription des Schwerkettenlocus kompensieren. Desweiteren konnte die
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Transkriptionsrate in den Zellinien so stark dereguliert sein, dal3 die durch EBNA2
induzierte Reduzierung der Transkriptionsrate keinen Effekt auf die somatische
Hypermutationsaktivitat zeigt.

Neben einem moglichen Eingriff in die Keimzentrumsreaktion konnten EBV-
kodierte Gene auch die Proliferation infizierter Zellen verursachen. Wie bereits in
Abschnitt 4.2.3 diskutiert, kann die Proliferation infizierter B-Zellen in vitro sowohl durch
EBNAZ2-Expression in Kombination mit LMP1-Auspragung als auch in Kombination mit
Aktivierung des CD40-Rezeptors bewirkt werden (Kilger et al., 1998; Zimber-Strobl et
al., 1996). Demnach kann die Expansion LMP1°, EBNA2" B-Zellen in Keimzentren
durch die gleichzeitige EBNA2-Expression und die Aktivierung des CD40-Rezeptors
hervorgerufen werden. Aufgrund des CD40-Stimulus sollten diese Zellen daraufhin die
Keimzentren verlassen und zu Gedachtnis-B-Zellen differenzieren (Arpin et al., 1995).
Die Expansion EBV-positiver B-Zellen auRerhalb der Keimzentren konnte hingegen

durch die Expression von EBNA2 und LMP1 verursacht werden.
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4.4 Modell zur Ausbreitung von EBV im B-Zellkompartiment und der

Differenzierung infizierter B-Zellen wahrend der IM

Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kann ein Szenario uber die schnelle
und effiziente Ausbreitung des Virus im B-Zellkompartiment wahrend der IM aufgestellt
werden. Nach Ubertragung viraler Partikel durch den Speichel und Eindringen dieser
Viren in die Tonsille bildet EBV durch direkte Infektion naiver und vor allen Dingen
Keimzentrums- und/oder Gedachtnis-B-Zellen eine umfangreiche Population infizierter
B-Zellen (Abbildung 9, Abschnitt 4.2.2). Die Zahl EBV-positiver B-Zellen im tonsillaren
Gewebe wird daruberhinaus durch Proliferation infizierter B-Zellen vergroRert. Diese
klonale Expansion scheint weitgehend auf Keimzentrums- und/oder Gedachtnis-B-
Zellen beschrankt zu sein (Abbildung 9. Abschnitt 4.2.3). Die Keimzentrumspassage
infizierter, naiver B-Zellen spielt wahrend der IM offenbar keine Rolle fur die Etablierung
des Virus im Gedachtnis-B-Zellkompartiment, da sogar EBV-infizierte B-Zellen, die sich
in Keimzentren befinden, keine Anzeichen fur eine Teilnahme an der Keimzentrums-
reaktion zeigen (Abbildung 9, Abschnitt 4.3.1). Neben den beschriebenen klassischen
Latenzformen wird wahrend der IM eine bisher unbekannte Latenzform ausgepragt
(EBNA2", LMP1°); EBV nimmt in der Mehrzahl infizierter Zellen der IFR sowie in nahezu
allen infizierten Zellen der Keimzentren diese Latenzform an (Abschnitt 4.1). Wahrend
der Expansion konnen EBV-infizierte Zellen ihre Morphologie und wahrscheinlich auch
die ausgepragte Latenzform verandern und auf diese Weise vermutlich der EBV-
spezifischen, zytotoxischen T-Zellantwort entgehen (Abbildung 9, Abschnitt 4.2.3).
Aufgrund der Uberreprasentation des Virus unter Gedéchtnis- und/oder Keimzentrums-
B-Zellen (letztere differenzieren moglicherweise nach der Infektion zu Gedachtnis-B-
Zellen, Abschnitt 4.3.2) konnen wahrscheinlich einige infizierte Gedachtnis-B-Zellen
nach der IM Uberleben und die lebenslange Persistenz in Gedachtnis-B-Zellen

entwickeln (Abbildung 9).
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Abbildung 9. Modell der Ausbreitung von EBV im B-Zellkompartiment wahrend der IM

Infektiose Mononukleose Persistenz

keine Teilnahme
infizierter B-Zellen
an der GC-Reaktion

Infektion von
- EBV GC-B-Zellen
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EBV-spezifische, zytotoxische T-Zellen

Schwarze Kreise: EBV; weille Kreise: B-Zellen mit unmutieren V-Genen; graue Kreise B-Zellen mit mutierten
V-Genen; horizontale Striche: V-Genumlagerungen; vertikale Striche: somatische Mutationen; GC:
Keimzentrum. Zellen mit unregelmaRiger Form stellen HRS-&hnliche Zellen dar; sowohl naive als auch
Keimzentrums- und/oder Gedachtnis-B-Zellen kénnen diese Morphologie annehmen (hier nicht fiir naive B-

Zellen gezeigt).

Ausbreitung des Virus wahrend IM durch Infektion naiver, Keimzentrums- und/oder Gedachtnis-B-Zellen und
Proliferation infizierter Keimzentrums- und/oder Gedachtnis-B-Zellen. Infizierte B-Zellen im Keimzentrum
nehmen nicht an der Keimzentrumsreaktion teil. Diese Population infizierter B-Zellen im Keimzentrum wird
moglicherweise durch Infektion von Keimzentrums-B-Zellen gebildet, die nach der Infektion proliferieren.
Alternativ infiziert EBV Gedachtnis-B-Zellen, die ins Keimzentrum einwandern. Die Keimzentrumspassage
infizierter, naiver B-Zellen spielt wahrend der IM keine Rolle fir die Etablierung des Virus im Gedachtnis-B-
Zellkompartiment. Wahrend der Proliferation kdnnen infizierte Zellen die Morphologie und vermutlich auch die
Latenzform wechseln. Einige infizierte Gedachtnis-B-Zellen Uberleben mdéglicherweise nach der IM und bilden
die anfangliche Population EBV-infizierter B-Zellen wahrend der Persistenz.
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441 Vergleich der Modelle zur Ausbreitung des Virus im B-Zellkompartiment
wahrend IM und Persistenz
Ein weiteres Modell zur Ausbreitung des Virus im B-Zellkompartiment wurde aufgrund

der Analyse EBV-infizierter B-Zellen wahrend der Persistenz entwickelt (Abschnitt 1.5;
Babcock et al., 2000). Diesem Modell zufolge gelangt EBV nicht durch direkte Infektion
in das Gedachtnis-B-Zellkompartiment. Vielmehr infiziert das Virus naive B-Zellen und
nutzt die Prozesse der B-Zellentwicklung im Keimzentrum aus, um sich im Gedachtnis-
B-Zellkompartiment, dem viralen Reservoir wahrend der Persistenz, zu etablieren
(Babcock et al., 2000).

Die in diesem Modell postulierte Keimzentrumspassage EBV-infizierter, LMP1-
exprimierender B-Zellen widerspricht zum einen den Ergebnissen B-Zell-spezifischer,
LMP1-transgener Mause, welche eine Unvereinbarkeit der LMP1-Auspragung und der
Differenzierung LMP1-positiver B-Zellen zu Keimzentrums-B-Zellen vermuten lassen
(Abschnitt 4.1; Uchida et al., 1999). Zum anderen wird die angenommene Teilnahme
infizierter Zellen an einer Keimzentrumsreaktion durch die Ergebnissen histologischer
Untersuchungen in Frage gestellt, bei denen in den meisten Fallen persistenter
Infektion keine infizierten Zellen in Keimzentren nachgewiesen wurden (Abschnitt 1.5;
Araujo et al., 1999; Kobayashi et al., 1998; Tilmann Spieker personliche Mitteilung).
Diese Daten histologischer Untersuchungen stehen jedoch nur scheinbar im
Widerspruch zum oben beschriebenen Modell: Da Keimzentren von wenigen
Keimzentrums-Grunderzellen abstammen und zumindest in der spaten Phase der
Keimzentrumsentwicklung eine oligoklonale Population von ein bis sechs Klonen
darstellen (Jacob et al., 1991; Kroese et al., 1987; Kuppers et al., 1993; Liu et al.,
1991), sind bei Keimzentrumspassage infizierter B-Zellen wenige Keimzentren mit einer
groRen Anzahl EBV-positiver Zellen zu erwarten. Infolge der geringen Frequenz
infizierter Keimzentrums-B-Zellen wahrend der Persistenz (etwa eine von 10°
Keimzentrums-B-Zellen) sind diese Keimzentren mit vielen EBV-infizierten Zellen sehr
selten und wurden daher moglicherweise in der Mehrzahl der untersuchten Falle nicht
identifiziert.
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Das Szenario von Babcock et al. steht im Gegensatz zu dem in der vorliegenden Arbeit
aufgestellten Modell zur Ausbreitung des Virus wahrend der IM. Sowohl das
Infektionsverhalten des Virus als auch die Differenzierungswege infizierter Zellen,
welche die Etablierung einer infizierten Gedachtnis-B-Zellpopulation gewahrleisten,
scheinen bei IM und Persistenz grundsatzlich unterschiedlich zu sein: Im Gegensatz zur
Persistenz nehmen wahrend der IM EBV-positive B-Zellen wahrscheinlich nicht an der
Keimzentrumsreaktion teil (Abschnitt 4.3). Vielmehr infiziert EBV wahrend der IM
Gedachtnis-B-Zellen direkt. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dal}
bereits infizierte Gedachtnis-B-Zellen in die hier untersuchten Keimzentren
eingewandert sind ohne an der Keimzentrumsreaktion teilzunehmen (Abschnitt 4.3),
und dafd wahrend der IM sehr selten Keimzentren entstehen, in denen EBV-infizierte
Zellen an der Keimzentrumsreaktion teilnehmen.

Die postulierte, unterschiedliche Ausbreitung des Virus wahrend der Persistenz
und der IMkoénnte durch Unterschiede im Virustiter, der Frequenz ausgepragter
Latenzformen sowie der EBV-spezifischen T-Zellantwort bedingt sein. So liegen die
unterschiedlichen Latenzformen der B-Zellen der Keimzentren wahrend IM und
Persistenz moglicherweise dem unterschiedlichen Verhalten dieser B-Zellen zugrunde:
Im Gegensatz zu infizierten Keimzentrums-B-Zellen wahrend der IM in Latenz IV
konnten Keimzentrums-B-Zellen wahrend der Persistenz in Latenz Il an der
Keimzentrumsreaktion teilnehmen (Babcock et al., 2000). Da EBNA2 wahrend der
Persistenz nur in naiven B-Zellen (Babcock et al., 2000), wahrend der IM jedoch auch in
Keimzentrums- und/oder Gedachtnis-B-Zellen nachgewiesen werden konnte (Abschnitt
3.1.4), wird schliel3lich die Annahme bekraftigt, dal} die Ausbreitung des Virus wahrend

der Persistenz und der IM tatsachtlich auf unterschiedliche Weisen erfolgt.
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4.5 Vergleich EBV-infizierter Zellen mit Tumorzellen EBV-assoziierter
B-Zell-Lymphome

Fur mehrere B-Zell-Lymphome wurde eine Assoziationen mit EBV beschrieben
(Abschnitt 1.6) Es ist daher von Interesse, Merkmale der Tumorzellen mit denen EBV-
positiver B-Zellen der IM zu vergleichen, um Zellen mit Charakteristika nicht maligner
Tumorvorlauferzellen unter den EBV-infizierten Zellen der IM zu identifizieren. Hierzu
wurden sowohl das Muster der somatischen Hypermutation als auch die Latenzform der
Tumorzellen den entsprechenden Charakteristika EBV-infizierter B-Zellen der IM
gegenubergestellt.

HRS-ahnliche Zellen der IM zeigten im Gegensatz zu den HRS-Zellen des MH
keine destruktiven Mutationen (Abschnitt 3.3.1). Demzufolge korreliert die HRS-Zell-
ahnliche Morphologie nicht mit der Abstammung von praapoptotischen Keimzentrums-
B-Zellen. Ferner scheint die Keimzentrumspassage keine Voraussetzung fur die
Bildung der HRS-ahnlichen Zellen in der IM zu sein, da Uber 10% der HRS-ahnlichen
Zellen der IM durch unmutierte V-Genumlagerungen charakterisiert waren (Abschnitt
3.3.1). Desweitern zeigen im Unterschied zu den HRS-Zellen des MH einige HRS-
ahnliche Zellen der IM die Latenzform Il (Abschnitt 3.3.1). Demzufolge ist die
Morphologie z.T. unabhangig von der Latenzform.

Der Vergleich EBV-assoziierter B-Zell-Lymphome (BL, MH und PTLD), die
wahrscheinlich vom Keimzentrum abstammen, mit EBV-positiven B-Zellen der
Keimzentren zeigte, dald sich das Expressionsmuster EBV-kodierter Gene sowie das
Muster der somatischen Mutationen dieser Zellen unterscheidet (Abschnitt 3.3.2).
Demzufolge ist es denkbar, dal® Vorlaufer der Tumorzellen sowohl unter
morphologisch-ahnlichen Zellen (HRS-ahnliche Zellen) als auch unter Zellen, die
vermutlich vom gleichen B-Zell-Entwicklungsstadium abstammen (EBV" B-Zellen in den
Keimzentren) sehr selten sind und deshalb unter den hier analysierten Zellen nicht
identifziert werden konnten. Alternativ entwickeln sich diese EBV-infizierten Zellen mit

Merkmalen der Tumorzellen moéglicherweise nicht im Verlauf der IM sondern nur in

87



DISKUSSION

anderen Situationen. So kdnnten HRS-ahnliche Zellen nach der IM Uberleben, erneut in
Keimzentren einwandern und sich nach Einfuhrung von destruktiven Mutationen zu

Tumorvorlauferzellen des MH entwickeln.
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4.6 Ausblick

Das in dieser Arbeit entwickelte Modell zur Ausbreitung von EBV wahrend der IM
unterscheidet sich in vielen Punkten von dem Modell, das fur die virale Persistenz
aufgestellt wurde (Abschnitt 4.4.1). Unterschiede in der Ausbreitung des Virus konnten
u.a auf unterschiedliche Frequenzen der ausgepragten, viralen Latenzformen wahrend
der IM und der Persistenz zuruckzufuhren sein (Abschnitt 4.4.1). So ist es denkbar, daf
die Transkription der Ig-Loci und somit die somatische Hypermutationsaktivitat nur in
EBNA2-exprimierenden Zellen in Latenz IV (LMP1°, EBNA2") beeinflult wird (Abschnitt
4.3.2). Es ist daher von Interesse, eine Korrelation zwischen EBNAZ2-Expression,
Transkription der Ig-Loci und somatischer Hypermutation in BL-Zellinien zu
untersuchen, die in Kultur somatische Mutationen in V-Genumlagerungen einfuhren.
Diese Analyse konnte auch BL-Zellinien einschlieRen, die nur nach Stimulation
somatische Hypermutationsaktivitat besitzen, und daher - im Gegensatz zu den hier
diskutierten BL-Zellinien (Abschnitt 4.3.2) - moglicherweise die postulierte Korrelation
zeigen. Desweiteren stellt sich die Frage, ob die fur die somatische
Hypermutationsaktivitat notwendige AID-Expression (Abschnitt 1.2) durch die
Auspragung EBV-kodierter Gene in Latenz IV reprimiert wird. Dies konnte durch die
Analyse der AID-Auspragung in EBV-infizierten B-Zellen der Keimzentren sowie durch
die Untersuchung der Beeinflussung der AID-Expression durch EBV-kodierte Proteine
uberprift werden. Schlieflich ist die Expressionstudie der latenten, viralen Genprodukte
wahrend der hier beschriebenen Latenz IV von Interesse; hierdurch wirde geklart, ob in
dieser Latenz neben LMP1 weitere EBNA2-regulierte, virale Gene nicht ausgepragt
werden.

EBV-infizierte Zellen der IM und der Persistenz wurden mit unterschiedlichen
Methoden untersucht. Bei der RT-PCR-Analyse isolierter B-Zellpopulationen der
Persistenz wurden infizierte Keimzentrums-B-Zellen aufgrund der Expression
spezifischer Oberflachenantigene identifiziert. Bei der V-Gen-Analyse

mikromanipulierter EBV-infizierter Zellen von IM-Tonsillen diente der Nachweis
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intraklonaler V-Gen-Diversitat als Merkmal fur die Teilnahme infizierter B-Zellen an
einer Keimzentrumsreaktion. Die unterschiedlichen Ergebnisse der beiden
Untersuchungen konnten daher artifiziell durch die unterschiedlichen, verwendeten
Methoden verursacht worden sein. So konnte die Expression der Oberflachenantigene
durch die Auspragung viraler Proteine verandert werden, wie z.B. fur die Expression
von CD10 beschrieben (Kieff and Rickinson, 2001). Wahrend der IM sind hingegen
moglicherweise nur sehr selten Keimzentren vorhanden, in denen infizierte Zellen an
der Keimzententrumsreaktion teilnehmen. Daher ist es denkbar, dal} diese Keimzentren
in der vorliegenen Arbeit nicht identifiziert werden konnten. Um zu klaren, ob EBV sich
wahrend der IM und der Persistenz tatsachlich auf unterschiedliche Weise im
B-Zellkompartiment ausbreitet, sollten EBV-infizierte Zellen der IM und/oder der
Persistenz mit beiden beschriebenen Methoden untersucht werden. So konnten z.B. zur
Untersuchung der Persistenz EBV-infizierte Zellen der Keimzentren aus tonsillaren
Schnitten isoliert werden und die Teilnahme dieser Zellen an der Keimzentrumsreaktion

durch V-Gen-Analyse untersucht werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Wahrend die Primarinfektion mit Epstein-Barr Virus (EBV) in der Kindheit gewohnlich
asymptomatisch verlauft, manifestiert sich die verzogerte Primarinfektion wahrend der
Pupertat in ca. 50% der Falle als infektiocse Mononukleose (IM). Da bislang nur wenige
Untersuchungen am Gewebe von IM-Patienten durchgefuhrt wurden, ist nur wenig tber
die Vorgange wahrend der IM bekannt.

Um die Ausbreitung des Virus wahrend der IM nachzuzeichnen, wurden in der
vorliegenden Arbeit einzelne EBV-infizierte Zellen aus tonsillarem Gewebe isoliert und
mittels Einzelzell-PCR auf Immunoglobulin-V-Genumlagerungen untersucht. Zusatzlich
wurde das Spektrum der wahrend der IM ausgepragten Expressionsmuster EBV-
kodierter Gene bestimmt. Diese Untersuchung zeigte, dal® nur ein Teil der EBV-
positiven Zellen durch die bekannten Latenzformen charakterisiert sind; die Mehrzahl
infizierter Zellen der interfollikularen Regionen sowie (fast) alle EBV-positiven Zellen der
Keimzentren zeigen eine bislang nicht beschriebene Latenzform (Latenz IV), in der
EBNAZ2 nicht jedoch LMP1 ausgepragt wird.

Neben wenigen Zellen mit unmutierten V-Genumlagerungen konnen die meisten
EBV-infizierten Zellen Klonen mit mutierten V-Genen zugeordnet werden. Intraklonale
V-Gen-Diversitat, ein Merkmal von Keimzentrums-B-Zellen, konnte nicht gefunden
werden. Diese Ergebnisse der V-Gen-Analyse verdeutlichen folgende Strategien des
Virus, um sich wahrend der IM schnell und effektivim B-Zellkompartiment zu etablieren.
EBV infiziert naive und vor allen Dingen Gedachtnis- und/oder Keimzentrums-B-Zellen
direkt. Weiterhin konnen infizierte Keimzentrums- und/oder Gedachtnis-B-Zellen zu
grol3en Klonen expandieren (Keimzentrums-B-Zellen differenzieren nach der Infektion
moglicherweise zu Gedachtnis-B-Zellen). Durch diese bevorzugte Infektion und klonale
Expansion der Keimzentrums- und/oder Gedachtnis-B-Zellen etabliert sich EBV schon
wahrend der IM im Gedachtnis-B-Zellkompartiment, dem Hauptreservoir des Virus
wahrend der Persistenz. Die Keimzentrumspassage infizierter, naiver B-Zellen spielt

wahrend der IM hingegen keine Rolle fur die Bildung einer Population infizierter
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Gedachtnis-B-Zellen, da sogar infizierte B-Zellen, die sich in den Keimzentren befinden,
keine Anzeichen fir eine Teilnahme an der Keimzentrumsreaktion zeigen. EBV-
infizierte B-Zellen konnen wahrend der Proliferation die Morphologie und wahrscheinlich
auch die Latenzform wechseln. Infolgedessen entgehen vermutlich einige infizierte
Gedachtnis-B-Zellen durch Herunterregulation immunogener EBV-kodierter Proteine
der EBV-spezifischen Immunantwort und bilden eine nach der IM fortbestehende
Population infizierter Gedachtnis-B-Zellen.

EBV ist bei einer Reihe von B-Zell-Lymphomen entscheidend an der Entstehung
der Tumore beteiligt. Um Zellen mit Charakteristika moglicher Tumorvorlauferzellen
wahrend der IM zu identifizieren, wurden daher in der vorliegenden Arbeit die
Latenzform und das Muster der somatischen Hypermutation einiger EBV-assoziierter B-
Zell-Lymphome (Burkitt-Lymphom, Morbus Hodgkin und Posttransplantationslymphom)
mit den entsprechenden Merkmalen EBV-inifzierter Zellen der IM verglichen. Wahrend
der IM wurden allerdings keine EBV-infizierten Zellen gefunden, welche Merkmale der

Tumorzellen EBV-assoziierter Lymphome besal3en.
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6 ABSTRACT

Primary Epstein-Barr virus (EBV) infection usually occurs in childhood and is generally
asymptomatic, but delayed primary infection may manifest itself in a disease called
infectious mononucleosis (IM). Although it is known that during IM B cells are the main
target of EBV, remarkably little is known about the strategies of viral spreading in the B
cell compartment. In order to trace these pathways of viral dissemination, single
EBV-infected cells were isolated by micromanipulation from tonsils of IM patients and
analysed for rearranged immunoglobulin V genes. In addition, the expression patterns
of EBV-encoded genes were characterised: besides cells showing the described latency
programs (latency I, Il and lll), the majority of infected cells in the interfollicular region
and most if not all EBV-harbouring cells in germinal centers (GC) exhibited a previously
unrecognised EBV gene expression pattern (latency 1V) in that they were positive for
EBNAZ2, but negative for LMP1.

Beside some cells characterised by unmutated V genes, most EBV-infected cells
belong to clones of cells harbouring somatically mutated V gene rearrangements.
However, there was no evidence for ongoing somatic hypermutation, a hallmark of the
GC reaction. This revealed the following strategies of EBV for the rapid and massive
spread in the B cell compartment: the direct infection of naive and in particular memory
and/or GC B cells and the expansion of the latter cells to large clones. The GC passage
of infected naive B cells does not detectably contribute to the generation of virus-
harbouring memory B cells during IM; even infected B cells located in GC do not show
signs of ongoing V gene hypermutation and thus do not participate in the GC reaction.
Hence, the preferential direct infection and preferential expansion of memory and/or GC
B cells may be part of the viral strategy to establish itself during IM in the memory B cell
compartment. Members of memory B cell clones can show distinct morphologies and
likely also EBV gene expression patterns implying a mechanism by which EBV-infected
B cells can evade immune surveillance and establish a pool of persisting EBV-positive

memory B cells.
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Although the three main types of EBV-associated B cell lymphomas (Burkitt, Hodgkin
and post transplant lymphomas) are presumably derived from EBV-infected B cells, no
EBV-harbouring cells were found during IM that resembled the tumor cells of these
EBV-associated lymphomas in terms of EBV latency program and somatic

hypermutation pattern.
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