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Einleitung 1

1 Einleitung

Bereits 1911 wurde mit der Isolation des Avian-Virus und dessen
Assoziation zum Rous-Sarkom die Mdglichkeit einer viralen Beteiligung
an der Entstehung von Tumoren in Betracht gezogen (Rous 1911).
Mittlerweile ist unumstritten, dass Viren in der Pathogenese vieler

Tumoren eine essentielle Rolle spielen.

Bei der Tumorentstehung durch kanzerogene Faktoren steht die
Beeinflussung der Zellzykluskontrolle an erster Stelle. Im Unterschied zu
Noxen liegt bei Onkoviren die Ursache des autonomen Zellzyklus nicht in
einer zufallig entstandenen Mutation des Genoms, vielmehr findet eine
gezielte Interaktion von mehreren viralen Proteinen mit zellularen
Proteinen statt, wodurch der zellulare Stoffwechsel so manipuliert wird,
dass er unter anderem die virale Replikation beglnstigt. Dies geschieht
auf unterschiedlichste Weise. Erkenntnisse hieriiber tragen grundlegend
zum Verstandnis der Kanzerogenese, des Zellzyklus und der Apoptose
bei.

Das Humane-Herpesvirus 8 (HHV 8) ist ein Onkovirus, das unter
anderem in der Pathogenese des Kaposi-Sarkoms (KS) eine essentielle
Rolle spielt. HHV 8 kodiert viele verschiedene Gene, die onkogene
Eigenschaften besitzen. Eines dieser viralen Proteine ist das Latenz-
assoziierte-nukleare-Antigen (LANA). LANA ist ein multifunktionelles
Protein, dem unter anderem eine Einflussnahme auf Zellzykluskontrolle,
Apoptose und der Persistenz von HHV 8 in der infizierten Zelle

zugeschrieben wird.

Der immunhistochemische Nachweis von LANA an Ex-vivo-Material
dient in dieser Arbeit der Trennung von infizierten LANA-positiven Zellen

und nicht-infizierten Zellen des morphologisch inhomogenen KS.
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2 Fragestellung und Zielsetzung

In dieser Arbeit wird zur Differenzierung infizierter Zellen LANA
zusammen mit anderen Proteinen durch immunhistochemische
Koexpression im KS nachgewiesen. Mit diesem Verfahren besteht die
Mdglichkeit in einem Kollektiv, bestehend aus Frih- und Spéatstadien des
KS, stadienabhéangige Veranderungen der Proteinexpression in den
infizierten und nicht-infizierten Zellen zu registrieren. Auf3erdem wird
LANA immunhistochemisch an Sektionsmaterial nachgewiesen, um im

gesamten Organismus nach infizierten Zellen suchen zu kénnen.

Bisher ist unklar, wie das Virus vom Ort der Transfektion zur Zielzelle
des KS gelangt. Es gibt Hinweise, dass die Dissemination Uber infizierte
B-Lymphozyten stattfindet (Ambroziak 1995, Mesri 1996). Diesbezuglich
fihrten wir immunhistochemische Farbungen mit LANA an
unterschiedlichen Geweben aus Sektionsmaterial von Obduktionen
durch. Ziel dieses Versuchs ist es, vereinzelte mononukleare Zellen im

Blut und insbesondere im Interstitium dieser Gewebe zu detektieren.

AulR3erdem besteht Unklarheit, ob die infizierte Zelle des KS lymph- oder
blutendothelialen  Ursprungs ist. Zur Erorterung fuahrten  wir
Koexpressionen von LANA mit den Endothelzellmarkern CD31 und
CD34 durch. Um den Anteil von infizierten Zellen in Abhangigkeit des
Stadiums ermitteln zu kénnen, wurde LANA im Friuh- und Spatstadium
des KS quantifiziert. Dariiber hinaus wird die Dignitat des KS kontrovers
diskutiert. Diesbeziglich ist es notwendig, mehr Uber die proliferativen
Eigenschaften des KS zu erfahren, weshalb wir LANA mit einem
Schlisselprotein der Apoptose (p21) und einem Proliferationsmarker
(Ki67) koexprimiert haben. Hiermit kann die Proliferationskinetik ermittelt
und auch beurteilt werden, ob die Proliferation des KS von infizierten

oder womadglich nicht-infizierten Zellen ausgent.
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3 Theoretische Einflihrung

3.1 Kaposi-Sarkom

Das Kaposi-Sarkom ist ein vaskularer Tumor, der 1872 von Moritz
Kaposi (alias Kohn, geb. 1837 bei Kaposvar) als ,idiopathisches
multiples Pigmentsarkom der Haut“ erstmals beschrieben wurde (Kaposi
1872). Lange Zeit bestand Uneinigkeit tber die Namensgebung dieser
Erkrankung. Diverse Vorschlage zur deskriptiven Bezeichnung der
Erkrankung wurden erwogen, bis Sternberg nach dem Tod von Moritz
Kaposi den Namen ,Kaposi-Sarkom“ nach dem Erstbeschreiber
etablierte (Ober 1988). Der Streit tiber die Namensgebung zeigt deutlich,
dass seit der Erstbeschreibung Unklarheit Gber die formale Pathogenese
und die Dignitat des Kaposi-Sarkoms bestand, die bis heute noch nicht

ausreichend geklart ist.

Im Jahre 1972, also genau hundert Jahre nach der Erstbeschreibung,
entdeckte die Arbeitsgruppe von Giraldo et al. herpesvirusahnliche
Partikel in  Zellkulturen von KS-Proben von unterschiedlichen
geographischen Regionen (Giraldo 1972). Damals wurde eine
Assoziation mit dem Humanen-Cytomegalie-Virus (HCMV) angenommen
(Giraldo 1980). Mdglicherweise wurde der Entdeckung viraler Partikel
aufgrund der Seltenheit des KS wenig Aufmerksamkeit geschenkt. Erst
mit dem haufigen Auftreten bei jungen homosexuellen Mannern gewann
das KS wieder an wissenschaftlicher Relevanz (Friedman-Kien 1981).
Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass ein bisher noch unbekanntes

infektibses Agens an der Entstehung des KS beteiligt ist.

Im Jahre 1994 gelingt der Arbeitsgruppe von Chang und Moore ein
wissenschatftlicher Durchbruch. Sie konnte zwei virale DNA-Fragmente

aus HIV-assoziierten Kaposi-Sarkomen  mittels  reprasentativer
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Differenzialanalyse (RDA) isolieren, die Homologien zu Capsid-Proteinen
von zwei Herpesviren, dem Epstein-Barr-Virus (EBV) und dem Herpes-
Virus-Samiri (HVS), aufweisen (Chang 1994). Bald darauf erfolgt der
Nachweis, dass dieses ,Kaposi-Sarkom-assoziierte Herpesvirus®
Endothelzellen und Spindelzellen im KS infiziert (Boshoff 1995). Im
Jahre 1996 konnte das gesamte Genom des neu entdeckten
Herpesvirus sequenziert werden (Russo 1996). Mittels
elektronenmikroskopischer Untersuchungen waren auch Capsid-
Strukturen im KS nachweisbar (Orenstein 1997), die schlief3lich
dreidimensional dargestellt werden konnten (Wu 2000).

Das neu entdeckte Herpesvirus wird deskriptiv als Kaposi-Sarkom-
assoziiertes Herpesvirus (KSHV) und formal als Humanes-Herpes-Virus
8 (HHV 8) bezeichnet. HHV 8 konnte in allen vier epidemiologischen
Formen nachgewiesen werden (Moore 1995) und gilt als essentieller
Faktor in der Pathogenese des KS.

Im Hinblick auf die formale Pathogenese geht man mittlerweile davon
aus, dass es sich bei den Spindelzellen, die das Bild des KS im
Spatstadium dominieren, um Endothelzellen handelt. Unklar ist
allerdings immer noch, ob die infizierten Spindelzellen vom
Lymphendothel, dem Blutendothel oder von beiden Endothelzelllinien
abstammen (Wang 2004). Aullerdem ist die Morphologie des KS
heterolog. Neben den Spindelzellen befinden sich im KS auch andere
Zellen. Einige davon sind mit HHV 8 infiziert, wie Gefal3endothelien,
Lymphozyten und Monozyten, andere wiederum nicht-infiziert, wie
GefalRendothelzellen, Bindegewebszellen und verschiedene Leukozyten,
insbesondere Monozyten, Mastzellen, neutrophile Granulozyten und
Lymphozyten (Staskus 1997, Blasig 1997, Ensoli 1998). Unklar ist,
welche Rolle diese infizierten und nicht-infizierten Zellen in der formalen

Pathogenese spielen.
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Ebenfalls unklar ist die Dignitat des KS. Ein eindeutiger Beleg flr eine
neoplastische Transformation ist bis dato nicht gefunden. Im
Frihstadium handelt es sich beim KS unumstritten um eine reaktive
Hyperplasie (Mesri 1999, Brooks 1986, Reitz 1999). Die meisten
Studien, die sich mit der Dignitat des KS beschéftigen, kommen zu dem
Schluss, dass die Spindelzellen polyklonal sind, einige wenige haben
Hinweise flir monoklonale Eigenschaften (Roth 1992, Kaaya 1995,
Rabkin 1997, Delabesse 1997, Gill 1998, Judde 2000).

3.1.1 Klinische Einteilung

Das Kaposi-Sarkom zeigt im Verlauf makroskopische Veradnderungen,
die bei dem KS der Haut und Schleimh&ute eine klinische Einteilung
erlauben. Das Anfangsstadium, auch ,Patch-Stadium“ genannt, zeichnet
sich durch blassrote bis livid-braunliche Flecken aus, die dann in einem
Ubergangsstadium, dem ,Plaque-Stadium®, teilweise konfluieren und
Indurationen aufweisen. Im weiteren Verlauf finden sich Knoten, die eine
derbe Konsistenz besitzen, haufig schmerzhaft sind und ulzerieren
konnen. Letzteres wird klinisch als ,Nodular-Stadium® bezeichnet. Des
Weiteren kénnen Ulzerationen, Atrophien und spontane Ruckbildungen

einzelner Effloreszenzen beobachtet werden.

3.1.2 Histopathologische Einteilung

Histopathologisch wird das KS in ein angiomatoides Frihstadium, eine
Mischform und ein sarkomatoides, spindelzellreiches Spéatstadium

unterschieden.

Das angiomatoide Fruhstadium zeigt typischerweise zahlreiche

Gefal3proliferationen der oberen retikularen Dermis, die sich entlang der
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Hautspalten, vorhandener Gefal3e und anderer Strukturen der Dermis
ausbilden (McNutt 1983, Chor 1992). Die neu geformten Geféal3e sind
meist kollabiert und irregular geformt. Spindelzellen treten in diesem
Stadium gar nicht oder nur vereinzelt auf. Auf3erdem finden sich ein
entzundliches Infiltrat, extravasale Erythrozyten, Hamosiderin und Hyalin
(Schwartz 1984, Chor 1992).

Im sarkomatoiden Spatstadium  des KS wird das Bild von den
Spindelzellen mit ausgepragten faszikularen Formationen dominiert, die
an ein differenziertes Fibrosarkom oder Leiomyosarkom erinnern.
AulBerdem kodnnen Plasmazellen und H&amosiderin nachgewiesen
werden (Kao 1990). In diesem Stadium findet man auch sehr vereinzelt
Mitosefiguren (Stickler 1991).

KS-L&sionen, die sowohl die typischen Charakteristika des Frihstadiums
aufweisen als auch vermehrt Spindelzellen besitzen, werden als

Mischstadium klassifiziert.

3.1.3 Dissemination des Kaposi-Sarkoms

Ein typisches Merkmal des KS ist sein multifokales Erscheinungsbild.
Bisher ist noch unklar, ob diese Eigenschaft durch freie Virionen
verursacht wird, die im Organismus zirkulieren und an anderen Stellen
Zellen infizieren, oder sich infizierte Zellen aus dem Zellverband eines
KS l6sen und metastasierend in anderen Regionen absiedeln. Eine
weitere Hypothese ist, dass infizierte Leukozyten fir die Dissemination
von HHV 8 verantwortlich sind (Blasig 1997, Ensoli 1998, Monini 1999).

3.1.4 Epidemiologische Formen des Kaposi-Sarkoms

Unter dem Namen Kaposi-Sarkom werden vier epidemiologische
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Formen subsummiert, die ein identisches histologisches
Erscheinungsbild aufweisen, sich aber in Progression, Risikofaktoren
und dem Auftreten in unterschiedlichen Populationen unterscheiden. Zu
ihnen gehoren neben dem von Kaposi beschriebenen Klassischen KS,
das Endemische, das latrogene und das Epidemische (HIV-assozierte)
KS.

3.1.4.1 Klassisches Kaposi-Sarkom

Das Klassische Kaposi-Sarkom betrifft vornehmlich &altere Manner
zwischen dem 50. und dem 80. Lebensjahr. Der Altersgipfel liegt in der
sechsten Dekade. Das Verhaltnis zwischen Mannern und Frauen liegt
zwischen 11:1 (Reynolds 1965) und 15:1 (Oettle 1962). Ein erhdhtes
Risiko liegt bei Sid-Ost-Européern, mediterranen Populationen und
aschkenasischen Juden vor (Franceschi 1995, Finlay 1979, Reynolds
1965).

Das Klassische KS zeichnet sich durch ein langsames Wachstum aus.
Pradilektionsstelle des Klassischen KS ist die untere Extremitat mit
zentripetaler Ausbreitung im Verlauf (Kaposi 1872). Innere Organe
werden selten befallen. Die mittlere Uberlebenszeit betragt 10 bis 15
Jahre, wobei die Todesursache von dem KS meist unabhangig ist
(Horowitz 1984). Es weist eine gute Prognose auf (Orfanos, 1983).
Sekundare Malignome lassen sich in 35 % der Féalle verzeichnen, von
denen die Halfte auf hamatopoetischen Ursprung zurickzufiihren ist
(Safai 1980).

3.1.4.2 Endemisches Kaposi-Sarkom

Das Endemische Kaposi-Sarkom ist eine in Zentralafrika (vornehmlich
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Sambia, Uganda und Ruanda) vorkommende Variante (Lothe 1963,
Taylor 1971, Bayley 1984). In den Endemiegebieten macht das KS 9%
aller Malignome aus. Die Altersverteilung ist zweigipflig. Betroffen sind
meist mannliche Erwachsene um das 40. Lebensjahr und Knaben (Lothe
1963). Beschrieben werden vier Subtypen des Endemischen KS mit
unterschiedlicher Progredienz und Prognose. Im Kindesalter tritt gehauft
der agressive lymphadenopathische Subtyp auf, der innerhalb von
wenigen Jahren zum Tode fihrt (Athale 1995).

3.1.4.3 latrogenes Kaposi-Sarkom

Wahrend einer Therapie mit Immunsuppressiva kann, insbesondere bei
Organ-Transplantation und Kollagenosen, ein Kaposi-Sarkom auftreten.
Der erste Fall eines latrogenen Kaposi-Sarkoms wurde 1969 nach einer
Nierentransplantation beobachtet (Siegel 1969). Das Risiko, bei
Nierentransplantation ein KS zu entwickeln, zeigt regionale Differenzen,
die mit der Seropréavalenz von HHV 8 korrelieren und zwischen 0,4 und
0,9 % liegen (Harwood 1979, Parravicini 1997, Murray 2001, Farge
1999, Euvrard 2003). Die Populationen, die gehauft von dem
Klassischen KS betroffen sind, haben bei immunsuppressiver Therapie
auch ein erhohtes Erkrankungs-Risiko (Shepherd 1997). Die
Geschlechtsspezifitat ist beim latrogenen KS weniger ausgepragt als
beim Klassischen KS. Manner sind nur zwei- bis dreimal héaufiger
betroffen (Shmueli 1989). Die Unterbrechung der immunsuppressiven
Therapie geht in der Regel mit einer Regression des KS einher, wobei
meist eine weitere Therapie nicht notwendig ist (Penn 1983).

Die Mehrzahl der KS-Féalle nach Transplantation resultiert aus einer
Reaktivierung des Virus in den Empfangern unter immunsuppressiver

Therapie 90 % der Empfanger waren vor der Transplantation seropositiv
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(Parravicini 1997, Farge 1999, Euvrard 2003). Es gibt aber auch
Hinweise, dass HHV 8-infizierte Zellen des Spenders fir die
Transmission des latrogenen KS verantwortlich sind (Parravicini 1997).
So konnten Barozzi et al. DNA des Y-Chromosoms in HHV 8-infizierten
Zellen von weiblichen Organ-Empfangern nachweisen, deren Spender
Manner waren (Barozzi 2003). Es wurde angenommen, dass freie Viren
fur die Transmission verantwortlich sind. Dem Nachweis von Barozzi et
al. zufolge koénnten auch HHV 8-infizierte Zellen an der Transmission

beteiligt sein.

3.1.4.4 Epidemisches (AIDS-assoziiertes) Kaposi-Sar  kom

Im Jahre 1981 wurde von Friedman-Kien et al. das bisher nur auf3erst
selten aufgetretenes Kaposi-Sarkom bei Uber 50 jungen homosexuellen
Mannern beschrieben. Das KS konnte in dieser Gruppe in Haut und
Schleimhauten, Eingeweiden und Lymphknoten nachgewiesen werden
(Friedman-Kien 1981). Es stellte sich heraus, dass das Kaposi-Sarkom
eine assoziierte Erkrankung des bis dato noch unbekannten Aquired

immune defficiency syndrome (AIDS) ist.

Das Risiko, ein KS zu entwickeln, ist fir Patienten mit AIDS im Vergleich
zur Normalpopulation schatzungsweise 20 000 Mal hoéher, das Risiko
von HIV-positiven homosexuellen Patienten, ein KS zu entwickeln, liegt
bei 20 %. Im Vergleich tritt es bei homosexuellen Mannern mit AIDS 20
mal haufiger auf als bei hamophilen mannlichen Patienten im gleichen
AIDS-Stadium. Dies lasst vermuten, dass an der Ausbildung des
Epidemischen KS ein sexuell Gbertragbares infektioses Agens beteiligt
ist (Beral 1990). Im Gegensatz zum Klassischen KS betrifft das
Epidemische KS jede Altersgruppe, mit einem Altersdurchschnitt von 38

Jahren. Werden nur heterosexuelle KS-Patienten in die Studie
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einbezogen, besteht eine gleiche Verteilung zwischen den
Geschlechtern (Beral, 1990).

Die Prognose fir das Epidemische KS ist individuell sehr variabel und
hangt von dem Grad der Immundefizienz des Patienten ab. Das KS ist
trotz einer Abnahme der Inzidenz durch die Einfihrung und
Verbesserung der antiretroviralen Therapie, von 40 % im Jahre 1981 auf
weniger als 20 % im Jahre 1992, noch immer der haufigste AIDS-
assoziierte Tumor (Biggar 1996), wobei es heutzutage dank der
Therapiemoglichkeiten, im Gegensatz zu anderen AIDS-assoziierten

Tumoren, in der Regel keine primare Todesursache mehr darstellt.

3.2 Humanes-Herpes-Virus 8 (HHV 8)

In den frihen 90er Jahren lieRen epidemiologische Studien vermuten,
dass das KS von HIV-infizierten Individuen durch ein sexuell
Ubertragenes infektiocses Agens ausgelost wird, was sich spater als
Humanes-Herpes-Virus 8 herausstellte (Beral 1990, Chang 1994). Unter
homosexuellen Mannern wird HHV 8 sexuell Ubertragen, bei
heterosexuellen Individuen konnte dies nicht belegt werden (Kedes
1996b, Martin 1998, Blackbourn 1999, Melbye 1998, Smith 1999). Die
hohe Seropravalenz, die bei Kindern vor der sexuell aktiven Zeit in
Endemiegebieten gefunden wurde, lasst auch auf Transmissionswege
zwischen Mutter und Kind schliel3en, wobei die niedrige Seropravalenz
bei Kindern unter vier Jahren eine vertikale Transmission wahrend der
Schwangerschaft bzw. Gber die Muttermilch unwahrscheinlich macht
(Plankoulaine 2000). Die Ubertragung Uber den Speichel kénnte relevant
sein, weil HHV 8 aus dem Speichel isoliert werden kann (Koelle 1998,
Blackbourn 1998, Vieria 1997).

Nach der Entdeckung und Zuordnung des Humanen Herpesvirus 8



Theoretische Einfuhrung 13

durch Chang und Moore (Chang 1994, Moore 1996) wurde das
komplette Genom sequenziert (Russo 1996). Das Genom von HHV 8
besteht aus einer mehr als 140 kb langen ,Long unique region“ (LUR),
die zwischen je 800 bp langen ,Terminal repeats* (TR) liegt. Die LUR
codiert fir tber 80 ,Open reading frames” (ORF), von denen 66 ORF’s
starke Homologien zum Herpes-Virus Samiri (HVS) besitzen. HHV 8
wurde einer Subfamilie der Gamma-Herpesviren, den Rhadinoviren

zugeordnet.

3.3 Weitere HHV 8-assoziierte Erkrankungen

Neben dem Kaposi-Sarkom gibt es noch weitere Erkrankungen, die mit
HHV 8 assoziiert sind. Hierzu gehdren das sogenannte ,Primare Effusion
Lymphom*“ (PEL) und der multizentrische Typ des Morbus Castleman
(MCD). Das PEL ist fur die spatere Diskussion, insbesondere flr den
Vergleich des KS mit dem PEL, von Bedeutung und wird im Hinblick auf

dessen molekulare Pathogenese ausfihrlich erlautert.

3.3.1 Primary Effusion Lymphoma (PEL)

Das PEL ist ein monoklonales Non-Hodgkin-B-Zell-Lymphom (Nador
1996, Cesarman 1995b). Die Zellen des PEL sind alle mit HHV 8 infiziert
(Cesarman 1995a). Typisch fiur PEL-Zellen ist deren verminderte
Expression von B-Zell-spezifischen Oberflachenantigenen (Boshoff
1998, Cesarman 1995b).

Im Gegensatz zu anderen Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL) konnte das
PEL bisher noch nicht mit einer klar definierten Dysfunktion eines
molekularen Regelmechanismus assoziiert werden (Dalla-Favera 1999,

Gaidano 2000). Andere aggressive B-Zell-Lymphome weisen
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Translokationen in beispielsweise cMYC, BCL6 oder BCL2 auf, die zu
charakteristischen klinisch pathognomonischen und pathologischen
Eigenschaften der einzelnen NHL'’s fihren (Carbone 1996, Cesarman
1995b, Gaidano 1999, Nador 1996). Bisher glickte nur der wiederholte
Nachweis von Mutationen im BCL-6-Gen, die in 70 % der PEL-Falle
nachweisbar sind (Gaidano 1999). Die pathogenetische Relevanz dieser
Mutationen ist allerdings unklar, weil das Protoonkogen BCL-6 im PEL
gar nicht produziert wird (Carbone 1998). Gelegentlich werden im PEL
Mutationen gefunden, die in der Onkogenese im Allgemeinen eine Rolle
spielen koénnten, wie zum Beispiel in p53, BAX, RAS (Nador 1996,
Gaidano 2001, Gaidano 1997). Da diese Mutationen nur gelegentlich
auftreten, ist anzunehmen, dass es sich um sekundare Mutationen

handelt, die fir das PEL nicht pathognomonisch sind.

Numerische und strukturelle Veranderungen, wie Trisomie 12 oder 7 und
chromosomale  Aberationen von Banden 1g21-25, konnten
nachgewiesen werden (Gaidano 1999). Vermutlich beinhalten diese

chromosomalen Orte flr die Onkogenese des PEL verantwortliche Loci.

Der bisher fehlende Nachweis einer pathognomonischen Veranderung
der zellularen DNA im PEL schlief3t deren Existenz nicht aus. Vielmehr
lasst die bestandige Monoklonalitat des PEL (Nador 1996, Cesarman
1995) ein Zusammenspiel zwischen der viralen Infektion und
genetischen Veradnderungen vermuten, wie es bei anderen Virus-
assoziierten Lymphomen, beispielsweise dem EBV-assoziierten Burkitt-
Lymphom, der Fall ist (Klein 1994, Smith and Green 1991).

Ein Hinweis auf eine potentielle genetische Lasion, die fur das PEL
pathognomonisch sein kdnnte, ist die Stoérung in den Regelmechanismen
der Cyklinkinase-Inhibitoren (CKI’s), die in der Regulation des Zellzyklus
eine zentrale Rolle spielen. Im Folgenden soll auf die Untersuchungen

von drei CKl's (p16, p27 und p21) am PEL eingegangen werden.
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Fur den CKI p16 konnte gezeigt werden, dass er in den meisten PEL-
Zelllinien nicht nachweisbar ist. In einigen wurden Deletionen des pl16-
Gens nachgewiesen (Platt 2002). Experimente, bei denen eine ektope
Expression von p16 durchgefihrt wurde, fihrten zum Zyklusarrest in der
G1-Phase (Platt 2002). Das Ausschalten von pl6 ist demnach fur die

Pathogenese des PEL von Bedeutung.

Im Gegensatz zu pl6 wird der Cyklinkinase-Inhibitor p27, der unter
anderem fiur die Differenzierung von B-Zellen von Bedeutung ist
(Schwartz 2000), im PEL stark exprimiert (Carbone 2000), obwohl diese
Zellen proliferieren, wie es unter anderem der Nachweis von Ki67 zeigt
(Carbone 2000). Normalerweise ist in ruhenden Zellen der p27-Spiegel
hoch, wahrend des Zellzyklus ist er stark reduziert (Sherr 1996). Es
konnte aber nachgewiesen werden, dass das virale Cyclin (vCyc) von
HHV 8 an p27 bindet und dessen Funktion hemmt (Jarviluoma 2004).
Fur die Funktionslosigkeit von p27 gibt es Analogien zu anderen
aggressiven B-Zell-Lymphomen, die trotz GbermaRiger Proliferation den

CKI stark exprimieren (Sanchez-Beato 1999).

Der CKI p21, der in dieser Arbeit am KS untersucht wird, ist wiederum im
PEL nur geringflgig exprimiert. Die Induktion der p2l-Expression ist
jedoch im PEL mit dem Phorbol-Ester TPA (12-O-Tetradecanoyl
Phorbol-13-Acetat) mdglich (Wu 2002). Dieser Effekt dient als
experimentelle Simulation des Wechels von der latenten zu Iytischen
Phase der viralen Replikation (Renne 1996). P21 ist in den induzierten
Zellen auch funktionsfahig. So konnte nachgewiesen werden, dass in der
lytischen Phase der p2l-Promotor (ber das virale Protein RAP
zusammen mit C/EBPa zu einem Zyklusarrest durch die Expression von
p21 fuhrt (Wu 2002).

In diesem Zusammenhang sei erwéahnt, dass ahnliche Dysfunktionen der
CKI's im Burkitt-Lymphoma (BL) bekannt sind. Das BL ist mit dem
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Epstein-Barr-Virus (EBV) assoziiert, einem nahen Verwandten von HHV
8. Die CKI's pl16, p21, p27 und p57 werden in BL-Zellen nur geringflgig
produziert oder sie sind nicht nachweisbar (Pajic 2000). Auch im BL fuhrt
eine experimentell durchgefiihrte Produktion von pl6 zu einem
Zyklusarrest der Zellen (Pajic 2000). Auch im BL kann Uber den Einfluss
eines viralen Proteins, des ZTA, mit C/EBPa ein p2l-abhangiger
Zyklusarrest herbeigefuhrt werden (Cayrol 1996, Wu 2003). Demnach ist
die Dysfunktion der CKI’s, die einerseits durch virale Proteine verursacht
wird und andererseits in genetischen Mutationen begrindet liegt, in der

Pathogenese des PEL von wesentlicher Bedeutung.

Aus den oben genannten Uberlegungen lasst sich annehmen, dass das
PEL auf der Basis einer multifaktoriellen Genese entsteht. HHV 8 ist
wahrscheinlich ein essentieller Faktor. Mutationen, die zu Dysfunktionen
von Tumor-Suppressoren wie den CKlI's flhren, scheinen daneben

wichtige Co-Faktoren darzustellen.

3.3.2 Multizentrischer Typ des Morbus Castleman

Eine Besonderheit des Multizentrischen Typs des Morbus Castleman
(MCD) sei hier erwdhnt, weil sie fur das Verstandnis der Pathogenese
des KS von Bedeutung ist. Es handelt sich bei dem MCD, im Gegensatz
zum PEL, nicht um einen monoklonalen Tumor, sondern um eine
lymphoproliferative Funktionsstérung, deren Zellen zum tberwiegenden
Teil nicht mit HHV 8 infiziert sind. Die Ursache der lymphoproliferativen
Dysfunktion ist jedoch in einer kleinen Subpopulation von HHV 8-
infizierten Zellen begriindet, die parakrine Faktoren produzieren, welche
B-Zellen stimulieren und zur Proliferation anregen (Parravicini 1997,
Dupin 1999, Katano 2000). Zu diesen Faktoren z&hlen unter anderem

viL 6, VMIP’s und vGPCR. Der stimulierende Einfluss dieser Faktoren
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auf die Umgebung spielt nicht nur beim MCD, sondern auch in der
Pathogenese des KS eine zentrale Rolle.

3.4 Gemeinsame Eigenschaften der Herpesviren

Herpesviren teilen einige biologische Eigenschaften, die zum
Verstdndnis der Pathogenese von Herpesvirusinfektionen im
Allgemeinen wichtig sind. Der Pathomechanismus variiert zwischen den
einzelnen Herpesviren. Im Folgenden soll kurz auf die fir die Arbeit
relevanten allgemeinen Eigenschaften der Herpesviren eingegangen
werden, bevor die speziellen Eigenschaften von Proteinen des HHV 8

dargestellt werden.

Bei Herpesviren handelt es sich um grof3e lineare doppelstrangige DNA-
Viren, von denen bisher neun humane Viren bekannt sind (HSV 1, HSV
2, HCMV, VzV, EBV, HHV 6a, HHV 6b, HHV 7, HHV 8/KSHV).

Herpesviren besitzen eine grof3e Anzahl von Proteinen, die fir den
Nukleinsduremetabolismus, die DNA-Synthese und far
posttranskriptionale Modifikationen zustandig sind. Hierzu gehoéren unter
anderem Ribonucleotid-Reduktase, Dihydrofolat-Reduktase, Thymidin-
Kinase, Thymidylat-Synthetase, DNA-Polymerase, Helicase, Primase
und Protein-Kinase. Damit haben Herpesviren die F&ahigkeit der
eigenstandigen DNA-Replikation.

Wahrend der Produktion von Virionen in grof3er Menge kommt es zur
Destruktion der Wirtszellen, der sogenannten Lyse. Vor der Lyse findet
eine virale Replikation des zirkularen Episoms statt. Diese Replikation
lauft in einem sogenannten ,Rolling circle“-Mechanismus ab, bei dem
permanent Kopien des zirkularen Episoms gebildet werden.
AnschlieRend werden die einzelnen Virionen als lineare DNA in die

Capside verpackt und durch die Lyse der Wirtszelle freigegeben.
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Die DNA-Synthese und die Capsid-Zusammensetzung finden im
Nukleus der Wirtszelle statt. Aus diesem Grund kommt es bevorzugt bei
Herpesvirusinfektionen zu Veranderungen im Wirtszellchromosom und
zu DNA-Schéaden. Dies fuhrt zu einer p53-abhangigen Induktion von p21,
eine Reaktion der Wirtszelle, die durch den Zyklusarrest die virale

Replikation verhindern soll (Feng 2004).

Die Gen-Expression ist bei Herpesviren streng reguliert. Es besteht eine
koordinierte Regulation einzelner Proteingruppen, deren Expression tber
gleiche Signale erfolgt. Grob werden die Proteine nach ihrem
Expressionszeitpunkt in ,immediate early”, ,early“ und ,late Proteins*

eingeteilt.

Die viralen Proteine sind haufig multifunktional. Aul3erdem kdnnen viele
virale Proteine posttranskriptional modifiziert werden und unterliegen

somit gewissen regulatorischen Einflissen.

Neben der lytischen Phase konnen Herpesviren in Zellen in einer
latenten Phase ,verweilen®, die mit einer Expression von nur wenigen
Genen auskommt. In der latenten Phase bedienen sich Herpesviren im
Gegensatz zur lytischen Phase zellularer Replikationsmechanismen,

indem sie sich der Wirtszellreplikation anschliel3en.

Die Einteilung in die latente und lytische Phase ist als Modell zu sehen,
das der Vereinfachung und Erklarung bestimmter Sachverhalte dient.
Andere Sachverhalte kdnnen damit nicht erklart werden. So kdnnen
Herpesviren zu unterschiedlichen Mustern der Gen-Expressionen fiihren,
die durch andere Faktoren, unabhé&ngig von der jeweiligen
Replikationsphase, bestimmt werden. Ein Faktor ist die Art der infizierten
Wirtszelle. Beispielsweise wird das virale Protein LANA2 nur in der
latenten Phase von B-Zellen, nicht aber im KS exprimiert (Rivas 2001).

Des Weiteren werden Unterschiede im Expressionsmuster durch den
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Einfluss von exogenen Faktoren bestimmt. So kann viL 6, das als
.mmediate early Protein“ typischerweise zu einem sehr friilhen Zeitpunkt
der viralen Replikation produziert wird, auch unabhangig von der
Replikationsphase durch Interferon (IFN) verstarkt exprimiert werden
(Chatterjee 2002). Die oben genannten Faktoren legen nahe, warum
unterschiedliche Funktionsstérungen in unterschiedlichen Zellen oder
Geweben beobachtet werden. Aul3erdem kann nicht von einer latenten
Phase gesprochen werden. Das dichotone Modell der Einteilung von
latenter und lytischer Phase wird demzufolge immer mehr verlassen, da
es zur Ergrindung der Pathogenese von Herpesvirus-assoziierten
Lasionen nicht ausreicht (speziell fir HHV 8 siehe: Bais 1998, Yang
2000).

Einige Herpesviren haben transformierende Eigenschaften. Gut erforscht
ist dies fur das Epstein-Barr-Virus (EBV), ein weiterer Vertreter der
humanen Gamma-Herpesviren, zu denen auch HHV 8 gehdrt. Andere
nahe Verwandte von HHV 8 besitzen ebenfalls transformierende
Eigenschaften. Zu ihnen gehdren neben vielen anderen das Herpes-
Virus Samiri (HVS) und das Murine-Herpes-Virus 68 (MHV 68) (Virgin
1997; Reviewed in Fields Virology 2001).

Die latente Phase der viralen Replikation wurde bei virusassoziierten
Tumoren urspringlich als die Phase angesehen, in der die Ursache der
Onkogenese zu sehen ist, wahrend man annahm, dass die Iytische
Phase, durch den daraus folgenden Zelluntergang dem Wachstum
entgegenwirkt. Inzwischen wird immer mehr angezweifelt, dass diese
Annahme die virale Onkogenese erklaren kann, weil Prozesse, die in
den lytischen Zellen vonstatten gehen, Uber parakrine Mechanismen
einen zentralen Stellenwert in der Pathogenese und Replikation anderer
Zellen haben (Bais 1998, Yang 2000).

Herpesviren besitzen die Eigenschaft, zellulare DNA in das virale Genom
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zu integrieren. Dieser Vorgang wird molecular piracy genannt. Aus
diesem Grund zeigen viele virale Gene zellulare Homologien. Wie diese

Integration ablauft ist bisher noch unbekannt (Choi 2001).

3.5 Proteine von HHV 8 und deren Eigenschaften

Im Folgenden soll auf bestimmte Proteine von HHV 8 eingegangen
werden, die in dieser Arbeit behandelt werden. Sie werden nach ihrem
unterschiedlichem Expressionszeitpunkt klassifiziert. Demnach gibt es
Proteine, die nur in der lytischen Phase produziert werden, sowie
andere, die in beiden Phasen vorliegen und fur die latente Phase typisch
sind. Wie bei allen Herpesviren werden auch bei HHV 8 in der latenten
Phase der viralen Replikation nur wenige Proteine produziert (Staskus
1997, Zhong 1996). Zu ihnen gehoren LANA, vCyc, VvFLIP und
Kaposin/K12. Ein weiteres Protein, LANA-2/K10.5, ist fur die latente
Phase von infizierten B-Zellen spezifisch (Moore 1996, Zhong 1996,
Rainbow 1997, Sarid 1998, Stirzl 1999, Dupin 1999, Paravicini 2000,
Rivas 2001). Eine kurze Zusammenfassung ist aus der folgenden
Tabelle zu entnehmen. Fir vertiefende Ausfliihrungen, beztiglich weiterer

Proteine von HHV 8, wird auf das Review von Moore 2003 verwiesen.
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HHYV 8 Proteine HHV 8 Gen Eigenschaften und Funktion

der latenten Phase

LANA ORF73 Interaktion mit p53; Interagiert mit der hypophosphorylierten Form des
Rb; bindet an MNDA, Persistenz des viralen Episoms durch Bindung

(latent) an ori-P und Histon H1; Expression in allen HHV 8 infizierten Zellen;
interagiert mit RING3

vCyc ORF72 Assoziiert mit cdk6/cdk4 phosphoryliert es Rb und Histon H1;

latent Resistent gegenliber CKI's (p16, p21, p27); phosphoryliert p27 (fuhrt

(latent) zum Abbau); posttranskriptionale Modifikation und Aktivierung durch
CAK

VvFLIP Orf K13 Homolog des zelluldren Apoptoseinhibitors (FLIP); Transkript von LT
1 und LT 2; posttranskriptionale Regulation der Protein-Expression in

(latent) vivo

LANA-2 ORF10.5 Inhibiert p53-abhangige Transkription in hdmatopoetischen Zellen;
keine Expression im KS

(latent)

HHYV 8 Proteine HHV 8 Gen Eigenschaften und Funktion

der lytischen Phase

vIL6 ORF K2 B-Zell- Proliferationsfaktor ; verhindert Apoptose in IL 6-abh&ngigen
Plasmozytom-Zellen; bindet an die gp130-Untereinheit, bendtigt nicht

(lytisch) die gp80-Untereinheit des IL6-Rezeptors; induziert Angiogenese und
VEGF in Rattenfibroblasten; verhindert IFN-Induktion von p21;
Expression nur in einem geringen Anteil von infizierten
hamatopoetischen Zellen, im KS geringe Expression

VIRF OFR K9 Inhibiert IFN-Signaltransduktion; bildet CBP/p300; transformiert

Ivtisch Rattenfibroblasten; Proteinexpression in MCD und PEL-Zelllinien,

(Iytisch) nicht in KS und PEL

vBcl-2 OFR16 Homolog des zelluldren BCL-2; inhibiert BAX-abhangige Apoptose

(lytisch)

VGPCR ORF74 Chemokinrezeptor-Homolog; induziert Transformation, Angiogenese

Ivtisch und VEGF in Rattenfibroblasten; Signaltransduktion: G-Proteine

(Iytisch) gekoppelt, INK/Sapk, p38/HOG; Signaltransduktion wird durch IP-10
und vMIP-Il inhibiert

VMIP-I ORF K6 Alle MIP’s:

VvMIP-II ORF K4 Interaktion mit Chemokinrezeptoren (CCR); Induktion von
Angiogenese in ovo; selektive Induktion von Chemotaxis (z.B. Th2),

vMIP-1II ORFK4.1 Inhibition der Chemotaxis fiir andere Zellen

(lytisch)

K-bZIP/RAP ORF K8 Inhibition der G2/M Transition

(Iytisch)

Tabelle 1: Eigenschaften von HHV 8 Proteinen der latgen und der lytischen Phase (modifiziert nach Moce PS,
2003)
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3.5.1 LANA: Funktion und Regulation

LANA (ORF73) wurde 1997 identifiziert (Kedes 1997). Von den
Proteinen, die in der latenten Phase produziert werden, ist LANA das
einzige, bei dem die mRNA mittels In-situ-Hypridisierung (MmRNA-
Nachweis) und das Protein mittels der Immunhistochemie gut
nachweisbar ist (Kedes 1997, Kellam 1997, Rainbow 1997, Dupin 1999,
Stirzl 1999, eigene Daten).

LANA wird in allen HHV 8 infizierten Zellen produziert. Ein Grof3teil der
KS-Spindelzellen (>90 %) und alle PEL-Zellen sind LANA-positiv (Schulz
2001). Dabei kann LANA sowohl in latenten Zellen des PEL, als auch in
TPA-induzierten lytischen Zellen von PEL-Zelllinien nachgewiesen
werden (Katano 2000). Aus diesem Grund eignet sich LANA als
serologischer Marker fir HHV-8-infizierte Zellen. Unter dem Mikroskop
zeigt sich eine charakteristische granulare Anfarbung im Zellkern, der die
Akkumulation von LANA mit Heterochromatin zugrunde liegt (Stekely
1999).

LANA stellt ein multifunktionales virales Protein dar. Es interagiert mit
Schlisselproteinen des Zellzyklus und der Apoptose. Aul3erdem besitzt
LANA sowohl aktivierende als auch inhibierende Eigenschaften auf
Promotoren, beeinflusst die IFN-Signaltibertragungswege und ist fir die
Persistenz des Episoms wahrend der Zellteilung notwendig. Im
folgenden sollen die bekannten Eigenschaften dieses Proteins

ausfuhrlich erlautert werden.

3.5.1.1 Interaktion von LANA mit Schltsselproteinen von Apoptose
und Zellzyklus

LANA interagiert mit p53 und dem Retinoblastoma Protein (Rb). Es
handelt sich um Schlisselproteine der Apoptose und des Zellzyklus.
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Diese Eigenschaft konnte fir mehrere Onkovirus-Proteine (E6 und E7
des HPV; T-Antigen des SV-40, Ela des Adenovirus) nachgewiesen
werden (Butel 2000). Andere Herpesviren kodieren ebenso flr Proteine,
die mit p53 und Rb interagieren. Der lytische Transaktivator Zta von EBV
interagiert mit p53 (Zacny 1998). Das virale Protein Rta interagiert mit
Rb. Das CMV-codierte ,immediate-early Protein“ IE2 interagiert sowohl
mit p53, als auch mit Rb (Hagemeier 1994). Das HSV-Protein ICPO kann
p53 induzieren (Flemington 2001).

Die Interaktion von LANA mit p53 konnte durch Experimente an PEL-
Zelllinien gezeigt werden (Friborg 2000). Diese Interaktion scheint p53 in
dessen transkriptioneller Aktivitdt zu hemmen und die p53-abhangige
Apoptose verhindern zu kodnnen (Friborg 2000). Es konnte gezeigt
werden, dass die Bindung von LANA an p53 keinen Einfluss auf die
DNA-Bindungseigenschaften von p53 hat und auch nicht zu einem
Abbau von p53 fluhrt (Friborg 2000), wie es beispielsweise fur das
Protein E6 des HPV gezeigt werden konnte (Werness 1990; Scheffner
1990).

Die Interaktion von LANA mit der hypophosphorylierten Form des
Retinoblastoma Protein (Rb) konnte an HHV 8-infizierten B-Zelllinien
gezeigt werden (Radkov 2000). Es ist noch nicht geklart, welchen
Einfluss die Bindung von LANA an Rb im KS haben kénnte. Bisher
konnte  nicht nachgewiesen werden, dass LANA alleine
zelltransformierende Eigenschaften besitzt. Die fragliche Einflussnahme
von LANA auf die Zelltransformation soll unter dem nachfolgendem
Kapitel 3.5.1.4 diskutiert werden.

3.5.1.2 Interaktion von LANA mit weiteren Proteinen

Es konnte gezeigt werden, dass LANA mit diversen anderen Proteinen
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interagiert. Hierzu gehéren RING3, MNDA und Histon H1.

Fur RING3 konnte gezeigt werden, dass es indirekt die Phosphorylierung
von LANA an bestimmter Stelle induzieren kann und somit LANA

posttranskriptional modifiziert (Platt 1999).

Das ,Human myeloid cell nuclear differentiation antigene* (MNDA)
gehort zu der Familie der h&amatopoetischen Interferon-induzierbaren
Proteine. Bisher ist noch nicht geklart, welche Funktion die Interaktion
von LANA mit MNDA haben konnte (Fukushi 2003).

LANA verankert virale Episome von HHV 8 an das Wirtszellchromatin
Uber dessen Bindung mit Histon H1 in der Interphase und der Mitose
(Szekely 1999, Ballestas 1999, Cotter 1999). Es konnte gezeigt werden,
dass diese Bindungseigenschaften notwendig und suffizient fur die

Persistenz des Episoms in den Tochterzellen ist (Ballestas 1999).

3.5.1.3 LANA besitzt eine regulatorische Funktiona  n zellularen und
viralen Promotoren

Ein vielfaltiger Einfluss von LANA auf die Transkription konnte
nachgewiesen werden. LANA hat auf die Gene, die in der latenten
Phase aktiv sind (LANA, vCYC, vFLIP) und auf einige ,IFN-responsive
cellular genes* einen stimulierenden Effekt. Auf andere Promotoren,
beispielsweise die ,Long terminal repeats® von HIV und NFkB-
abhangigen Reportergenen hat LANA einen inhibierenden Effekt (Renne
2001).

3.5.1.4 LANA fuhrt durch die Interaktion mit Rb nic ht zur
Zelltransformation

LANA wird in einem Grol3teil der Spindelzellen des KS exprimiert und
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kann in nahezu allen HHV 8-infizierten Zellen nachgewiesen werden.
Diesem viralen Protein wird eine Schlisselrolle bei der Inhibition der
Apoptose und der Regulation des Zellzyklus eingerdumt. Eine Interaktion
von LANA mit p53 (Friborg 2000) und der hypophosphorylierten Form
des Retinoblastoma-Proteins (Rb) (Radkov 2000) konnte zwar gezeigt
werden, der Beweis, dass LANA eine transformierende Wirkung besitzt,
konnte bisher nicht erbracht werden. Andere DNA-Tumorviren, deren
Proteine mit p53 und Rb interagieren, zeigen transformierende
Eigenschaften (Butel 2000, s.409ff). Als Beispiel sei hier das T-Antigen
von SV40 genannt, das ebenfalls mit p53 und Rb interagiert und eine
transformierende Wirkung auf die Zelle hat (Conzen 1994). Im
Folgenden werden die Experimente von Radkov et al. erlautert, um
darzustellen, dass LANA durch die Interaktion mit Rb die Zelle nicht

aktiviert.

In einem Experiment konnten Radkov et al. zeigen, dass LANA alleine in
priméren Rattenembryo-Fibroblasten keine Zelltransformation bewirkt.
Zusammen mit dem Proto-Onkogen HRas, das zu einer
Hyperphosphorylierung von Rb  fuhrt, kann dagegen eine
Zelltransformation induziert werden (Radkov 2000). In einem anderen
Experiment gelingt die Aktivierung eines E2F-Promotors durch LANA nur
in der Zelllinie DG-75, die mit LANA und einem artifiziellen E2F-Promotor
kotransfiziert ist (Radkov 2000). Die DG-75-Zelllinie stammt von dem
Burkitt-Lymphom (BL) ab und besitzt die typische Translokation t (8;14)
des BL, wodurch das Proto-Onkogen c-myc vermehrt exprimiert wird
(Ben-Bassat 1977). Myc ist ein potenter Aktivator des Zellzyklus, der
Uber die Expression von Cyclin D2, Cyclin E und Cdk4 zu einer
Hyperphosphorylierung des Retinoblastoma-Proteins fihrt (Pajic 2000).
Demnach zeigt sich auch hier, dass nur durch einen mitogenen Stimulus,

der das Retinoblastoma-Protein phosphorylieren kann, eine Aktivierung
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des Zellzyklus zu Folge hat.

Hieraus kann geschlussfolgert werden, dass LANA durch die Interaktion
mit Rb die Zelle nicht aktiviert. Aus den Ergebnissen von Radkov geht
hervor, dass die Zelltransformation einen mitogenen Stimulus wie HRas
oder c-myc benotigt, der zu einer Hyperphosphorylierung von Rb flhrt.
Da LANA an hyperphosphoryliertem Rb nicht bindet, geht dies mit der
Dissotiation von LANA und RDb einher. Somit kann die Interaktion von
LANA mit Rb nicht zur Aktivierung der Zelle fihren. Vielmehr wéhre
denkbar, dass die Dissotiation von LANA von Rb eine Aktivierung der
Zelle zu Folge hat und LANA durch die Bindung mit Rb eine regulative

oder sogar hemmende Wirkung auf den Zellzyklus ausubt.

3.5.2 Virales Cyclin (vCYC; ORF 72)

Das virale Cyclin ist ein Cyclinhomolog, das mit dem zellularen Cyclin D2
in 53 % ubereinstimmt (Li 1997). Zellulare Cycline bilden die regulative
Untereinheit von Komplexen, deren katalytische Untereinheit Cyclin-
abhangige Kinasen (Cdk’s) darstellen. Die Komplexe regeln den
(zeitlich) korrekten Ablauf des Zellzyklus. Sie konnen von Cyclinkinase-
Inhibitoren (CKI’s) inaktiviert werden (Sherr 1996).

Das vCyc gehoért zu den in der latenten Phase exprimierten Proteinen
(Chang 1996, Li 1997, Goddon-Kent 1997, Sturzl 1999, Dupin 1999). Die
Transkriptionsprodukte konnten im Gewebe nachgewiesen werden, das
Protein hingegen ist im Gewebe nicht nachweisbar (Cannell 1999). Es
bildet vorzuglich mit Cdk6é einen Komplex, der das Retinoblastoma-
Protein (Rb) phosphorylieren kann (Chang 1996, Godden-Kent 1997).
AulBerdem kann der Komplex verschiedene andere Proteine
phosphorylieren, die nicht zu den Substraten des zellularen Cyclin-D-

cdk-6 Komplexes gehéren. Dazu gehdren der CKI p27, Histon H1, I1d-2
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und cdc25. Die genannten Proteine werden in nicht-infizierten Zellen
von dem Cyclin-E-cdk2-Komplex phosphoryliert (Godden-Kent 1997,
Ellis 1999, Mann 1999, Jarviluoma 2004). Somit spielt der Komplex von
vCyc und cdk6 auch in der S-Phase eine Rolle.

Das Protein vCyc scheint von Cyclinkinase-Inhibitoren (CKI’'s) nicht in
dem Male gehemmt zu werden, wie es bei dessen zellularen
Homologen der Fall ist. Es konnte gezeigt werden, dass vCyc gegentber
den CKI's p16, p21 und p27 sehr resistent ist (Swanton 1997).
AulBerdem kann der vCyc-Cdk6-Komplex an p27 binden (Jarviluoma
2004), diesen phosphorylieren, destabilisieren und somit degradieren
(Ellis 1997, Mann 1999).

Die Untersuchung der Bedeutung von vCyc auf die Zellzykluskontrolle ist
problematisch, weil Zelllinien, die mit vCyc transfiziert sind, in Apoptose
gehen (Ojala 1999, QOjala 2000) wund vCyc alleine in
Transformationsassays wie Immortalisierung oder der sogenannten
Fokus-Formation (engl.: focus formation) keinen Effekt zeigen (Cannell
1999).

Neben der Funktion von vCyc in der Transition von GO/G1, scheint es
auch in der Uberschreitung von G1/S eine Rolle zu spielen. Unter
Zugabe von vCyc-Cdk6 kommt es in isolierten Zellkernen der spaten G1-
Phase zur DNA-Replikation (Laman 2001). Aul3erdem fiihrt eine ektope
Expression von vCyc in ruhenden Zellen zum Eintritt in die S-Phase
(Swanton 1997).
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VCyc-Cdk6

CAK —»
VCyc-Cdk6-(P)

pRb-E2F — PPRD
E2F
Trotz dieser onkogenen Eigenschaften ist die Progression des Zellzyklus

von endogenen Mechanismen des Wirtszellzyklus abhangig, auch wenn
vCyc zum Abbau von p27 fuhrt (Ellis 1999, Mann 1999). So konnte
gezeigt werden, dass vCyc durch zellulare Faktoren reguliert wird. Der
Eintritt in die S-Phase durch vCyc-Cdk-6 kann nur unter
Phosphorylierung des Komplexes durch die cyklin-aktivierende Kinase
(CAK) vonstatten gehen (Jeffrey 2000, Kaldis 2001, Child 2001). Folglich
kann vCyc nur unter der Mitwirkung von zellularen Cdk’'s zu einer

kompletten G1-S-Progression fluhren.

Neben diesen onkogenen Einflissen kommt es durch vCyc gleichzeitig
zur Aktivierung von Zyklusarrest und Apoptose (Ojala 1999, Ojala 2000,
Verschuren 2002). Die Expression von vCyc in p53”-Knockout-M&usen
fuhrt zu Lymphomen (Verschuren 2002). Dieser Effekt scheint in der
Dysfunktion des Feedback-Mechanismus, der Gber p14, MDM2 und p53
l&uft, begrindet zu sein (Verschuren 2004). Zusammenfassend scheint
das virale Cyclin fur die Zyklusregulation eine Rolle zu spielen. Es
unterliegt aber zellularen Regulationen und flhrt somit nicht zu einem
autonom ablaufenden Zellzyklus. Es hangt von diversen Faktoren ab,
unter welchen Bedingungen die Uberschreitung des Restriktionspunktes
vonstatten geht. Diese Hypothese der ,viralen Zellzykluskontrolle® soll in
der Diskussion ausfuhrlich unter Bertcksichtigung des derzeitigen

Stands der Forschung und der hier ermittelten Ergebnisse abgehandelt
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werden.

3.5.3 Virales Interleukin-6 (viL 6; ORF K2)

Das virale Interleukin-6 (vIL 6) ist ein Homolog des humanen Interleukin-
6 (hiL 6). Das hIL 6 ist unter anderem in der B-Zell-Differenzierung
notwendig. Des Weiteren stellt es einen wichtigen Wachstumsfaktor fir
bestimmte Tumore dar, beispielsweise fur Multiple Myelome, Lymphome
und Leukamien (Klein 1989, Keller 1996, Simpson 1997, Tupitsyn 1998).

Das vIL 6 gehort zu den Proteinen, die in der frihen lytischen Phase
produziert werden. Es kann allerdings auch uber Interferon (IFN),
unabhangig von der Phase der viralen Replikation, induziert werden
(Chatterjee 2002).

Es wird in einigen PEL-Zelllinien bestandig in den latenten und den
lytischen Zellen exprimiert, in anderen nur in den lytischen Zellen
(Nicholas 1997, Moore 1996). Im KS wird viL 6 nur in einer geringen
Subpopulation von Zellen exprimiert (Parravicini 2000, Brousset 2001).
Im Multizentrischen Castleman (MCD) hingegen wird viL 6 stark
exprimiert. Fur das MCD ist viL 6 ein essentieller Faktor (Parravicini
2000, Aoki 1999).

Funktionelle Analysen konnten zeigen, dass viL 6 durch die Bindung an
gpl30 den Signaltransduktionsweg uber die JAK-Kinase und MAPK
aktivieren kann und somit die Apoptose der virusinfizierten Zelle
verhindert (Molden 1997, Osborne 1999, Hideshima 2000). Im
Gegensatz zum humanen IL 6, das die beiden Untereinheiten gp80 und
gpl30 des IL-6-Rezeptors benétigt, um den Transduktionsweg zu
aktivieren, genigt viL 6 die Interaktion mit gpl30 (Molden 1997,
Hoischen 2000). Durch diese Interaktion wird die IFN-bedingte Induktion

von p21, die mit einem Zyklusarrest einhergehen wiirde, verhindert. Da
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IFN wiederum gp80 herabreguliert, kann das humane IL 6 nicht
interagieren (Chatterjee 2002). AulRerdem konnte nachgewiesen werden,
dass viL 6 und hIL 10, jedoch nicht das humane IL 6 fur PEL-Zelllinien
essentiell sind. Ohne diese beiden Faktoren horen die Zellen auf, sich zu

teilen und gehen in Apoptose (Jones KD. 1999).

2 O —@®—
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IFN-aR I 9 X—b 9P
[
I T | gp80 umgeht den negativen
L
| |

Feedback der IFN-
Zellzyklusarrest uber p21f

Signaltransduktion
— _l_l_,_|:|_>

IFN aktiviert den Promotor von vIL-6

Abbildung 1: Im Gegensatz zum humanen IL6 (hIL6) bentigt das virale IL6 (vIL6) nur gp130 fir die Hemmung des
IFN a-abhéngigen Zyklusarrest, der durch p21 induziert vird. Somit kann vIL6 trotz der Hemmung der Expression
von gp80 durch IFNa den IFNe-abhéngigen Zyklusarrest verhindern. Auf3erdem aktivert IFN e den Promotor von
vIL6 (modifiziert aus Chatterjee 2002).

Die funktionellen Eigenschaften von viL 6 zeigen, dass es lber parakrine
Mechanismen einen p21-abhangigen Zyklusarrest verhindern kann. Dies
konnte ein Pathomechanismus sein, durch den der interferonabhéngige
Zyklusarrest umgangen werden kann (Abbildung 1). Der Einfluss von
IFN ist ein wichtiger Abwehrmechanismus gegenuber Virusinfektionen.
Mdoglicherweise ist der parakrine Einfluss von viL 6 fur die
Transformation von infizierten und nicht-infizierten Zellen des KS wichtig.
Im folgenden Schema wird der Einfluss von viL 6 auf den IFN-

Signaltransduktionsweg verbildlicht.
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3.5.4 Viraler G-Protein-gekoppelter Rezeptor (vVGPCR ; ORF
74)

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR’s) bestehen aus sieben
transmembranen a-Helices, die Uuber extra- und intrazellulare
Peptidschleifen miteinander verbunden sind (Schdneberg 1999). Die
Interaktion des Rezeptors mit diversen Agonisten fuhrt zu einer
reversiblen Aktivierung von heterotrimaren G-Proteinen, wodurch es zu
einer Signaltransduktion mit Aktivierung von Enzymen und lonenkanélen
kommt (Alberts 1994).

Das virale GPCR ist ein Homolog des Interleukin-8-Rezeptors (IL-8R)
(Cesarman 1996, Neipel 1997, Russo 1996). Es wird in der frihen
lytischen Phase der viralen Replikation exprimiert und kann nur in einer
geringen Subpopulation der Zellen des KS und des PEL nachgewiesen
werden (Kirshner 1999, Dittmer 1998, Sun 1999).

Neben IL 8 kdnnen eine Vielzahl von Cytokinen an vGPCR binden
(Arvanitakis 1997, Cesarman 2000, Ho 1999). AuRerdem fuhrt vGPCR
auch ohne den Einfluss der Agonisten zu einer Signaltransduktion
(Arvanitakis 1997, Bais 1998).

Die ektope Expression von VvGPCR fihrt zu Proliferation und
Angiogenese (Arvanitakis 1997, Bais 1998). Die Angiogenese, die durch
VGPCR induziert wird, kommt unter anderem durch die parakrine
Wirkung des VEGF zustande (Bais 1998), der im KS einen wichtigen
autokrinen Wachstumsfaktor darstellt (Masood 1997).

Da transgene VGPCR-Mause KS-ahnliche Lasionen aufweisen (Yang
2000), wird angenommen, dass der mitogene Stimulus, der von dem
parakrinen Effekt des VGPCR ausgeht, flr die Pathogenese des KS
notwendig ist (Kirshner 1999).
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3.5.5 Virale macrophage inflammatory Proteins (VMIP I-111;
ORF K4, K4.1, K6)

Die viralen MIP’s zeigen Homologien zum zellularen ,Makrophagen
Inflammatory Protein-a“ (MIP-la) (Nicholas 1997). MIP-la ist ein
Chemokin. Chemokine besitzen auf Leukozyten einen chemoattraktiven
Effekt. Sie interagieren mit G-Protein-gekoppelten Chemokin-Rezeptoren
(CCR'’s). Folge ist die Migration der Leukozyten aus den Blutgefal3en in
das Gewebe (Taub 1996, Adams 1997, Murdoch 2000). Viele
Herpesviren besitzen Chemokin-Gene in der DNA (Christopher 2000).

Das virale MIP-1l scheint ein Chemokin-Antagonist zu sein, weil es den
chemoattrativen Effekt von Chemokinen in vitro inhibiert und die
Infiltration von Leukozyten reduziert (Kledal 1997, Chen 1998). VMIP-III
ist ein Chemokin-Agonist. Es fuhrt zu einer selektiven Migration von
TH2-Zellen (Stine 2000). AulRerdem konnte gezeigt werden, dass die
VMIP’s Angiogenese in ovo induzieren (Boshoff 1997).

Die Eigenschaften der vMIP’s zeigen, dass sie neben der selektiven
Chemotaxis einen wichtigen parakrinen mitogenen Stimulus im KS

darstellen kénnen.

3.6 Funktion und Regulation von
Zykluskontrollproteinen

3.6.1 Ki67: Funktion und Regulation

Ki67 ist ein Protein, dessen Vorhandensein fir die Proliferation einer
Zelle eine notwendige Voraussetzung ist (Gerdes 1992). Die Expression
von Ki67 beginnt in der zweiten Halfte der G;-Phase, nimmt in der S-

Phase und G,-Phase zu, erreicht das Maximum in der Mitose (Gerdes



Theoretische Einfuhrung 33

1984) und wird mit einer Halbwertzeit von t,, = 1 h wieder abgebaut
(Bruno 1992). Aus diesem Grund eignet sich Ki67 als Marker fur Zellen,

die sich in einer proliferativ-aktiven Phase befinden.

Die Funktion von Ki67 ist noch nicht hinreichend geklart und fir diese
Arbeit nicht von Bedeutung. Lange wurde vermutet, dass es sich bei
Ki67 nur um ein grolBes Strukturprotein handelt, welches DNA-
Bindungseigenschaften hat (Sawhney 1992). Neuere Ergebnisse weisen
darauf hin, dass Ki67 auch regulatorische Eigenschaften besitzt. Ki67 ist
in der S- und G,-Phase mit Chromatin stark assoziiert und wéahrend der
Mitose mit Chromatiden ko-lokalisiert (Van Bockstaele 1991). AulRerdem
bindet Ki67 an alle Mitglieder der Heterochromatin-Protein-1-Familie
(HP-1) (Scholzen 2002). Dies konnte ein Anhaltspunkt fir eine
regulatorische Funktion von Ki67 innerhalb der Transkription sein, weil
HP-1 mit Histonen interagiert und die Transkription unterdrickt (Nielsen
SJ 2001). Hinweise darauf, dass Ki67 eine regulatorische Funktion
besitzt, zeigen sich zudem in der Analyse der Primarstruktur des
Proteins. Hierbei konnten potentielle Interaktionsstellen, wie Protein-
Kinase-Konsensus-Sequenzen, ATP/GTP-Bindungsstellen und
.forkhead-assoziierte* Domé&nen, gefunden werden (Schliter 1993,
Hofmann 1995, Starborg 1996). Ferner flihrt eine Mikroinjektion von Anti-
Ki67-Antikorper zum Zyklusarrest (Starborg 1996, Heyden 1997).

3.6.2 Cyklinkinase Inhibitoren

Die Cyklinkinasen-Inhibitoren (CKI) kdnnen in zwei Familien eingeteilt
werden. Die Cip/Kip-Familie (p21°*, p27"P* p57%"?) inhibiert alle
cyclinabhéangigen Kinasen (Cdk) und spielt deswegen an allen
Restriktionspunkten des Zellzyklus eine Rolle. Die INK4-Familie
(p15™** p16™K* p18™NKIe 194y kann nur Cdk4 und Cdk6 inhibieren
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und ist insofern nur fir die Kontrolle des Restriktionspunktes von G1/S
relevant. Ihre Funktion hangt von einem intakten Retinoblastoma-Protein
(Rb) ab (Sherr 2001). Alle CKI's verhindern die Aktivierung von Cdk's
durch Cdk7 in Verbindung mit der Cdk-aktivierenden Kinase (CAK),
indem sie entweder eine Konformationsanderung induzieren oder ein
sterisches Hindernis darstellen (Aprelikova 1995; Kaldis 1999). Im
Folgenden soll insbesondere auf den Cyklinkinase-Inhibitor p21*2-/cP
ausfiihrlich eingegangen werden sowie p16™“* und p14”*%" in Bezug auf

HHYV 8 assoziierte Erkrankungen.

3.6.2.1 Funktion von p21 “aeP

Das Protein p21"**" (p21) ist ein multifunktionales Protein. Neben der
Inhibition der Cyklinkinasen (Harper 1993) spielt es auch an anderen
Stellen in der Regulation von Zellzyklus und Apoptose eine Rolle. Im
Folgenden sollen die Funktionen von p21, sofern sie fur diese Arbeit
relevant erscheinen, veranschaulicht werden. Fur die ausfihrliche
Behandlung dieses Themas sei auf die Reviews (Sherr 1996, Sherr
2000, Roninson 2002, Dotto 2000, Dyson 1998, Boulaire 2000)

verwiesen.

Das Protein p21 gehort zu der Cip/Kip-Familie (EI-Deiry 1993, Gu 1993,
Harper 1993). Folglich spielt p21 nicht nur in der Restriktionspunkt-
Kontrolle von G1/S eine Rolle, sondern auch in der weiteren Progression
des Zellzyklus und kann auch einen Zyklusarrest in der G2-Phase
induzieren (Chang BD 2000, McShea 2000).

P21 inhibiert unter anderem auch die Cyclin-Cdk Komplexe, die
das Retinoblastoma-Protein (Rb) phosphorylieren kénnen. Das Rb
bindet Proteine der E2F-Familie. Liegt E2F im Komplex mit Rb vor,
werden E2F-Promotoren aktiv inhibiert (Hamel 1992, Weintraub 1992,
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Sellers 1996, Sellers 1997). Wird es durch den Cyclin-D/Cdk6-Komplex
und den Cyclin-E/Cdk2-Komplex phosphoryliert, dissoziiert E2F von dem

hyperphosphorylierten Retinoblastoma-Protein.

Das dissoziierte E2F liegt als Heterodimer mit DP-1 oder DP-2 vor. In
dieser Form aktiviert es Promotoren von Genen, die fur die Progression
des Zellzyklus von Bedeutung sind, wie DHFR, TK, TS, POL, CDC2 und
E2F-1 selbst (Sherr 1996). Eine Ausnahme bildet lediglich E2F-6
(Morkel1997, Trimarchi 1998).

P21 besitzt mindestens drei bekannte regulative Funktionen, die einen
Einfluss auf E2F und Rb und somit auf die Progression des Zellzyklus

haben:

P21 kann, wie oben beschrieben, in seiner Funktion als CKI die

Dissoziation des E2F/Rb-Komplexes indirekt verhindern.

P21 bindet und inhibiert ungebundenes E2F direkt (Delavaine 1999) und
greift somit downstream der Rb-abh&ngigen Regulation ein.

AulR3erdem inhibiert p21 das Proto-Onkogen c-Myc (Kitaura 2000) und
den STAT3-Transkriptionsfaktor (Coqueret 2000). Somit greift es
upstream von Rb ein, wodurch die Produktion von zyklusrelevanten
Proteinen, die Uber diese Signallbertragungswege produziert werden,
verhindert wird. Zu diesen zyklusrelevanten Proteinen gehdren auch
Cykline und CDK'’s (Pajic 2000).

P21 » P21-PCNA
cMyc — Cdk-Cyc E2F DNA-

oRb l f' Replikation
| PpRE
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Das Protein p21 bindet aul3erdem an dem ,proliferating cell nuclear
antigen“ (PCNA), wodurch es die eukaryotische DNA-Replikation hemmt.
Durch die Bindung von p21 werden jedoch nicht die

Reparatureigenschaften von PCNA blockiert (Paunesku 2001).

Es gibt jedoch auch Hinweise, die dem Modell von ,p21 als Inhibitor des
Zellzyklus* zu widersprechen scheinen. Unter gewissen
stdchiometrischen Bedingungen kann p21 sowohl Cdk4 als auch Cdk6
stimulieren und eine Progression des Zellzyklus bewirken (Bearss 2002;
Jones 1999). Dies ist insofern relevant, weil eine nachgewiesene p21-
Produktion nicht ohne weiteres bedeutet, dass sich die Zelle im
Zyklusarrest befindet. Nur wenn zusatzlich ein Effekt der p21
Expression, beispielsweise eine geringe Proliferation, nachgewiesen
werden kann, ist anzunehmen, dass es sich auch wirklich um einen p21-
vermittelten  Zyklusarrest handelt. Eine  Quantifizierung  der
Proliferationsrate kann unter anderem mittels flowzytometrischer
Untersuchungen oder immunhistochemisch durch den

Proliferationsmarker Ki67 erfolgen.

Neben der Regulation des Zellzyklus spielt p21 in der Inhibition der
Apoptose eine wichtige Rolle. Es bindet an pro-apoptotische Proteine,

wie der Pro-Caspase 3, Caspase 8 und Caspase 10 (Dotto 2000).

1 waf-1/cip-1

3.6.2.2 Regulation von p2

1warieirl_protein kann ber akkumuliertes p53 aktiviert werden

Das p2
sowie Uber RbD, interferon-abhangige Signallbertragungswege und
andere p53-unabhangige Signallbertragungswege. Im Folgenden

werden die einzelnen Regulationen naher erlautert.
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» Aktivierung von p21 uber p53 und dessen Bedeutung insbesondere
bei Zellen, die mit Herpesviren infiziert sind:

P53 wird stdndig von der Zelle produziert und Uber Ubiquitinierung
abgebaut (Oren 1999). Schon geringe Einflisse, die einen fehlerfrei
ablaufenden Zellzyklus beeinflussen konnten, fihren zu einer
Akkumulation von p53 durch posttranskriptionale Stabilisation (Oren
1999). Eine p53-Akkumulation kann durch DNA-Schaden oder Hypoxie
verursacht werden, aber auch durch Uberexpression von Proto-
Onkogenen, wie Cyclinen (Sherr 1995, Reed 1997, Oren 1999, Spruck
1999). Es konnte gezeigt werden, dass die DNA-abhéngige Kinase
(DNA-PKcs), die fur den DNA-Doppelstrang-Reparaturmechanismus von
Bedeutung ist (Gao 1998), p53 phosphorylieren und somit stabilisieren
kann (Take 1996).

Da bei Herpesviren die virale Replikation und die Synthese der
Viruspartikel im Nukleus stattfinden, treten hier besonders haufig
fehlerhafte DNA-Strukturen auf, die einen p53-abhangigen p21-
induzierten Zyklusarrest bewirken (Feng 2004 Kapitel 3.2.4).

» Aktivierung von p21 tber Rb:
Das Retinoblastoma-Protein (Rb) besitzt die Fahigkeit, E2F-Promotoren

zu unterdricken (Weintraub 1992, Sellers 1996, Sellers 1997). Eine
weitere Funktion von Rb ist die Aktivierung von E2F-unabhangigen
Promotoren. Hierzu gehort unter anderem der Promotor fir das
CCAAT/enhancer-binding Protein-a (C/EBPa) (Sellers 1997).

C/EBPa ist ein potenter Aktivator des p21-Promotors (Cram 1998) und
kann durch seine Bindung an p21 die Zelle in den G1/S-Block versetzen
(Harris 2001). C/EBPa bildet mit Rb einen Komplex, der seine eigene
Transkription aktiviert (Charles 2001). Die Inhibition der Zellproliferation
durch C/EBPa bendétigt weder p53 noch Rb, was daftir spricht, dass
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auch andere SignalUbertragungswege einen G1/S-Block Uber dieses
Protein induzieren konnen (Hendricks-Taylor 1995).

* Interferon-abhéangige Transaktivierung von p21:
IFN-a kann dber p21 einen Zyklusarrest induzieren (Chin 1996, Harvat

1996, Hobeika 1997, Sangfelt 1997, Subramaniam 1997). Es wird
angenommen, dass dieser Mechanismus in den virusinfizierten Zellen
dem Schutz der Wirtszelle vor viraler Replikation dient. Durch den
Zyklusarrest kann die virale Replikation aus Mangel an
Nukleinsduremetaboliten nicht suffizient stattfinden, weil die Substrate
fehlen (Moore 1998, Fields Virology 2001: S. 2824).

» Aktivierung Uber andere p53-unabhé&ngige Signaliibertragungswege:
Neben den oben genannten Transaktivierungen, kann der p21-Promotor

auch Uber andere p53-unabhangige Signaliibertragungswege aktiviert
werden, beispielsweise Uber TGFB oder experimentell durch Mimosin
(Datto 1995, Alpan 1996).

P53 INFa

L7

P21

» Aktivierung von p21 tber Herpesvirusproteine und die Bedeutung des
p21l-abhangigen Zyklusarrestes in der lytischen Phase der viralen
Replikation von Herpesviren:

Es konnte fir einige Herpesviren gezeigt werden, dass in der lytischen
Phase der viralen Replikation ein p21-abhangiger Zyklusarrest in der
G2/M-Transition vorliegt. An dieser Induktion beteiligte Herpesvirus-
Proteine sind ICP-0 von HSV, IE1 und IE2 von CMV und Zta von EBV
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(Flemington 2001). Es wird angenommen, dass der p2l-abhangige
Zyklusarrest wahrend der G2/M-Transition mit konsekutiver Synthese
von replikationsrelevanten Proteinen fur das Virus eine gute
Voraussetzung bietet, um sich effizient replizieren zu kdnnen. Denn
unter diesen Umstdnden findet zwischen viraler und zellularer
Replikation keine Konkurrenz um den Nukleotid-Pool statt (Flemigton
2001).

Analogien zu dem EBV-Protein Zta sind fur das HHV 8-codierte Protein
K-bZIP/RAP (RAP) beschrieben worden (Wu 2002). RAP und Zta
interagieren hierbei mit dem CCAAT/enhancer-binding-Protein-a
(C/EBPa) und verhindern tber die Inhibition der G2/M-Transition durch
p21 die Mitose der Zelle (Wu 2002).

Daraus ergibt sich, dass der p21-induzierte Zyklusarrest in der lytischen

Phase der viralen Replikation eine wichtige Rolle spielt.

3.6.2.3 p16™*® und p14 **F: Funktion und Bedeutung im KS und PEL

Das INK4a-Gen kodiert zwei Tumor-Suppressoren auf Chromosom
9912, den Cyklinkinase-Inhibitor (CKIl) p16 und einen weiteren, den
p14”°%F (bei der Maus p19”°"F). Beide spielen iber zwei unterschiedliche
Mechanismen in der Initiierungsphase des Zyklus eine zentrale Rolle
(Sherr 2001).

P16 gehort zu denjenigen CKlI's der INK-Familie, die spezifisch Cyclin-
D/cdk6-Komplexe hemmen kdnnen. Somit spielen sie in der
Initiierungsphase des Zellzyklus eine wichtige regulatorische Funktion
(Sherr 1996).

Der Verlust von pl6 fihrt bei einer normalen Entwicklung des
Organismus zu einer starken Zunahme von Malignomen. INK4a™-

Knockout-Mause entwickeln nach wenigen Monaten spontan
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verschiedenste Tumoren (Serrano 1996, Sherr 1996).

Eine Vielzahl von Tumoren sind mit Mutationen von INK4a assoziiert.
Hierzu gehoren Melanome, Gallenwegskarzinome und
Osophaguskarzinome. Homozygote Deletionen treten auf beim Gliom,
Mesotheliom, nasopharyngealen Karzinom, ALL, diversen Sarkomen,
Blasenkarzinom, Pankreaskarzinom, nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom
sowie Ovarialtumoren (Hall 1996, Elledge 1995, Sherr 1996).

P14 spielt im negativen Feedback der Initierung des Zellzyklusses tber
Rb eine Rolle. Es fuhrt Uber MDM-2 zu einer Stabilisierung und
Akkumulation von p53 (Sherr 2001). Mutationen im p14/ARF-Gen gehen
ebenfalls mit der Entstehung von Malignomen einher. Am héaufigsten
sind Sarkome, gefolgt von Lymphomen und Carzinomen des

Zentralnervensystems (Kamijo 1999).

Die Folgen des Funktionsverlustes von p16 oder pl4 sprechen fir deren
Relevanz in der Zykluskontrolle. Im Folgenden soll erlautert werden,

dass dies auch in HHV 8-assoziierten Erkrankungen eine Rolle spielt.

Die Abwesenheit von pl6 in PEL-Zelllinien wurde festgestellt. Eine
ektope Expression von pl6 in diesen Zelllinien fuhrt zum Zyklusarrest
(Platt 2000). AuRerdem hat p16 einen regulativen Einfluss auf das virale
Cyclin (vCyc). Es konnte gezeigt werden, dass der Komplex vCyc/Cdk6
durch pl16 inhibiert werden kann, sofern er nicht durch die Cyclin-
aktivierende Kinase (CAK) phosphoryliert wird (Kaldis 2001).

Auch die Abwesenheit von p14 spielt hierbei eine Rolle. So hat vCyc nur
dann onkogene Eigenschaften, wenn zusatzlich eine Stérung im
negativen Feedback-Mechanismus von pl4, MDM2 und p53 vorliegt
(Verschuren 2002, Verschuren 2004).

Demnach ist die An- oder Abwesenheit von pl6 und pl4 in der
Zyklusregulation HHV 8-infizierter Zellen von Bedeutung. Welchen
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Einfluss dieser Defekt fir das KS hat, ist noch nicht bekannt. Differenzen
in der molekularen Pathogenese der Zykluskontrolle zwischen KS und
PEL konnten allerdings deren unterschiedliches Proliferationsverhalten
erklaren. So konnte es sein, dass der Regelkreis Uber die CKI's im KS

funktioniert und Im PEL insuffizient ist. In dieser Arbeit soll unter

p16—| VCyc-Cdk6 P21 <¢—— P53

CAKR—>4 J_ T

vCyc-Cdk6(P) cCyc-Cdk's MDM2

v
pRb-E2F » ppRb —» pl4

Beriicksichtigung der Ergebnisse dieser Sachverhalt erortert werden.

3.6.3 Interferon- a (IFNa) und dessen Rolle im KS

Durch die Infektion mit Viren kommt es bei einem intakten Immunsystem
zur Freisetzung von antiviralen Faktoren. Zu diesen Faktoren gehdren
Interferone (IFN). Es konnte gezeigt werden, dass Interferone an vielen
Stellen der Zellzyklusregulation Einfluss nehmen. Sie verhindern die
Phosphorylierung von Rb, reduzieren die Bindungsaktivitat von E2F an
die DNA, vermindern die Konzentrationen von c-myc und Cyclin A und
verringern die Aktivitdt von Cdk2-Komplexen (Kimchi 1992, Mellamed
1993, Zhang 1994). IFN kdnnen bei viraler Infektion Zyklusarrest und
Apoptose initieren (Roos 1984 Stark 1998, Tangiushi 2001). Der
Zyklusarrest, der durch Interferon-a (IFNa) zustande kommt, ist p21-
vermittelt (Chin 1996, Harvat 1996, Hobeika 1997, Sangfelt 1997,

Subramaniam 1997).

IFN hemmt im KS und in HHV-8-infizierten Zellen das Wachstum

(D’Augostino 1999) und fuhrt zu einer Abnahme der Viruslast (Monini



Theoretische Einfuhrung 42

1999). AuBerdem liegen IFNa-exprimierende  plasmazystoide
Dendritische Zellen in der Haut von KS-Patienten vermindert vor
(Vaccari 2004). Die zentrale Bedeutung von IFN im KS verdeutlicht ein
Fallbericht eines Kindes, das an einem disseminierten Klassischen KS
erkrankt ist. Normalerweise findet man diese Form des KS nur im Alter.
In diesem Fall konnte ein isolierter IFN-Rezeptordefekt nachgewiesen
werden, der die Immuninkompetenz erkllart (Camicioglu 2004). Zudem
wird IFN in der Therapie des KS erfolgreich eingesetzt (Krown 1983,
Evans 1991, Krown 1998, Krown 2002, Morini 2004, Zioga 2004).

Zusammengefasst zeigen diese Sachverhalte, dass die Abwesenheit
von IFN einen wichtigen Ko-Faktor in der Pathogenese des KS darstellt.
AulRerdem haben Viren ,Strategien” entwickelt, um den Einfluss von IFN
zu umgehen. HHV 8 kodiert ebenfalls Proteine, welche die IFN-
abhangige Signaltransduktion inhibieren. Zu diesen Proteinen zahlen viL
6 und vIRF-1. Die Einflussnahme von viL 6 wurde bereits in Kapitel 3.5.3
besprochen. Durch die Bindung an gpl30 wird der IFN-abhéngige
Zyklusarrest Uber p21 verhindert (Chatterjee 2004).

3.7 Funktion und Expressionsmuster von CD31 und
CD34

3.7.1 CD31 (PECAM-1)

CD31 ist das membranstandige Glykoprotein-lla (gplla), dessen
deskriptive Bezeichnung ,Platelet endothelial cell adhesion Molecule 1°
(PECAM-1) ist. CD31 wird von Endothelzellen, Thrombozyten,
Leukozyten und deren Vorlauferzellen exprimiert. CD31 ist ein guter
Endothelzellmarker fur Lymphendothelien (LEC) und Blutendothelien
(BEC). Durch seine Expression an der Iluminalen Membran der
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Endothelien wird die Morphologie der Gefal3e besser sichtbar. Diese
Eigenschaft wird in dieser Arbeit zur besseren Beurteilung der Gefalde

genutzt.

Hohe Konzentrationen werden insbesondere an den Verbindungsstellen
zwischen  Endothelzellen  festgestellt. = Monozyten, neutrophile
Granulozyten und NK-Zellen exprimieren CD31 diffus. Einige T-Zellen,
aber keine zirkulierenden B-Zellen exprimieren CD31.

CD31 wird in 80 bis 100 % der Angiosarkome und Hamangiome
exprimiert. Im Kaposi-Sarkom kann ebenfalls CD31 nachgewiesen

werden (Russell Jones 1995).

Die funktionellen Eingenschaften von CD31 haben flr diese Arbeit keine
Bedeutung und sollen nur kurz erwahnt werden. CD31 kann homophob
binden (CD31-CD31-Interaktion) und fihrt damit zu Endothelzell-
Endothelzell-Interaktionen und Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen.
Es ist aber auch an (heterophoben) Interaktionen mit anderen Proteinen
beteiligt. Neben den Zellinteraktionen konnte gezeigt werden, dass die
Bindung an CD31 zu intrazellularen Signaltransduktionen flhrt.
Leukozyten und Thrombozyten, die an CD31 binden, aktivieren Integrine
der Beta-Familie (B-Integrine). Die Aktivierung verschiedener (-Integrine
ist von der interagierenden Zelle abhangig. CD31 besitzt eine wichtige
Funktion in der Diapedese von Leukozyten. Mit Antikdrpern blockiertes
CD31 verhindert die Diapedese diverser Leukozyten, ohne die Adh&asion

zu beeinflussen.

3.7.2 CD34

CD34 ist ein transmembranes Glykoprotein (gp 105-120). Es wird vor
allem von lympho-hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen und

kleinen GefalRendothelzellen exprimiert und dient vornehmlich als Marker
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fur die Hamatopoese und Endothelzelldifferenzierung (Civin 1984, Katz
1985, Andrews 1986, Fina 1990, Beschorner 1985, Baumhiter 1994).
CD34 ist ein guter Endothelzellmarker fir Blutendothelien. Wie bei CD31
wird durch die Expression von CD34 an der luminalen Zellmembran der

Blutendothelzellen die Morphologie der Geféalie besser sichtbar.

Neben diversen Leukamien lasst sich CD34 bei Angiosarkomen (~70 %),
hepatischen Hamangioendotheliomen (100 %) und bei dem Kaposi-
Sarkom (~90 %) nachweisen (Delia 1993, Anthony 1991, Sankey 1990).
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4 Material

4.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv besteht aus zwei verschiedenen Gruppen. Die
eine Gruppe beinhaltet diagnostische Exzisate von Kaposi-Sarkomen,
die andere setzt sich aus diversen Geweben von Sektionsmaterial

verstorbener Patienten mit Kaposi-Sarkomen zusammen.

4.1.1 Diagnostische Exzisate von Kaposi-Sarkomen

Das Kollektiv beinhaltet diagnostische Exzisate von Kaposi-Sarkomen,
die sich untergliedern in angiomatoide Frihformen (KS-A; n=20) und
sarcomatoide, spindelzellreiche Spatformen (KS-S; n=20). Es handelt
sich um Exzisate von ausschlief3lich mannlichen HIV-positiven Patienten,
die sich zum Zeitpunkt der Entnahme nach der Einteilung des Center of
Disease Control im Stadium CDC 3 befanden. Das durchschnittliche
Alter der Patienten betrug fur KS-A 43 Jahre (Standardabweichung: 8,5
J; Min: 29 J; Max: 63 J) und fir KS-S 41 Jahre (Standardabweichung:
10; Min: 32 J; Max: 61 J).

Die Exzisate wurden aus unterschiedlichen Geweben entnommen.
Davon stammen aus der Haut 24, den Schleimhauten im
oropharyngealen Bereich 12 und aus Lymphknoten 4 diagnostische

Exzisate.

4.1.2 Sektionsmaterial

Das Kollektiv besteht aus 21 Sektionsfallen aus den Jahren 1985 bis

1995. Als Positivkontrolle dient der Nachweis von LANA in einem KS. In
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drei Fallen konnte dieser Nachweis nicht erfolgen, weshalb sie nicht in
die Untersuchung einbezogen werden. Es wurden vier Gewebe

untersucht: Lunge, Lymphknoten, Milz und Leber.

Bei dem Kollektiv handelt es sich ausschlie3lich um méannliche
Verstorbene, die zum Zeitpunkt des Todes HIV-positiv im Stadium CDC
3 waren. Bei der Sektion werden Kaposi-Sarkome makroskopisch und
mikroskopisch beschrieben. Das durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt
des Todes betragt 40 Jahre (Standardabweichung: 11,7 J; Min: 25 J;
Max: 70 J).

4.2 Histopathologische Basisdiagnostik

Das Material wurde im Pathologischen Institut der Ludwig-Maximilians-
Universitat Munchen in den Jahren 1986 bis 2000 befundet und

asserviert.

Die morphologische Diagnose der KS wurde anhand der Kriterien von
Enzinger und Weiss durchgeftihrt (Enzinger und Weiss 1996).

Weitere Informationen zu den einzelnen Fallen sind den Tabellen im

Anhang zu entnehmen.
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5 Methoden

5.1 Theoretische Grundlagen der Immunhistologie

Der immunhistochemische Nachweis eines Proteins besteht aus der
Bindung des Primarantikorpers an die antigene Determinante, der
Nachweis des Priméarantikdrpers durch ein Detektionssystem und der
Farbreaktion in Abhéangigkeit des verwendeten Enzyms (HRP oder AP).
Im Folgenden sollen die verwendeten immunhistochemischen Methoden

naher erlautert werden.

5.1.1 Grundlegende Prinzipien der Immunhistologie

Bei immunhistochemischen Methoden kann mit Hilfe eines AntikOrper-
Nachweissystems ein bestimmtes Protein nachgewiesen werden.
Grundsatzlich wird dabei das Praparat mit einem PrimarantikOrper
inkubiert, welcher spezifisch an einem Epitop (antigene Determinante)

des nachzuweisenden Proteins bindet.

Bei den Primarantikbrpern werden monoklonale und polyklonale
Primérantikdrper unterschieden. Gehen die AntikGrper aus einer klonalen
B-Zelllinie hervor, spricht man von monoklonalen AntikGrpern. Sie
besitzen aufgrund ihrer Strukturgleichheit identische Funktionalitat, unter
anderem in ihrer Affinitdt gegeniber einem einzigen Epitop und seiner
Diffusionsfahigkeit.

Werden die Antikorper in unterschiedlichen B-Zellen synthetisiert, ist die
Strukturgleichheit nicht mehr gegeben. Man spricht von polyklonalen
Antikorpern. Sie zeigen unterschiedliche Eigenschaften in der Position
des Epitops und der Affinitdt. Polyklonale AntikGrper haben somit im
Vergleich zu monoklonalen Antikdrpern eine geringere Spezifitat, weil die
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Strukturvielfalt der Antikorper untereinander die Wahrscheinlichkeit der

unspezifischen Bindung erhoht.

Durch die Bindung des Primarantikbrpers an die antigene Determinante
des Proteins entsteht ein Antigen-Antikorper-Komplex. Der Nachweis
dieses Komplexes kann durch verschiedene Nachweismethoden
erfolgen. Hierbei wird die direkte Immunhistochemie von der indirekten

Immunhistochemie unterschieden.

Bei der direkten Immunhistochemie ist der Primarantikbrper unmittelbar
mit einem Enzym konjugiert, welches bei Zugabe bestimmter
Reagenzien eine Farbreaktion katalysiert, so dass die erfolgreiche
Konjugation des Antikdrpers am Antigen mikroskopisch detektierbar ist.
Die direkte Methode ist im Vergleich zu anderen Methoden spezifischer,
besitzt aber eine geringere Sensitivitat. Au3erdem ist die Konjugation
des Primarantikdrpers aufwendig. Demzufolge werden der direkten
Methode oft indirekte Methoden vorgezogen.

Bei der indirekten Immunhistochemie ist der Primarantikbrper nicht
unmittelbar mit einem Enzym konjugiert. Hier wird in einem zweiten
Schritt ein Sekundéarantikorper, der gegen das F.-Fragment des primaren
Antikorpers gerichtet ist, verwendet. Der sekundare Antikérper kann
beispielsweise mit einem Enzym konjugiert sein, wie es bei der
Dextranmolekiil-Methode (Envision™-HRP) der Fall ist, er kann mit Biotin
konjugiert sein, wie bei der ABC-Methode, oder aber gegen einen
weiteren Antikdrper gerichtet sein, wie es bei der APAAP-Methode der
Fall ist.

Die hier verwendeten Systeme sind alle mit Enzymen konjugiert, die eine
Farbreaktion zur Lokalisation des Antigen-Antikorper-Konstruktes
katalysieren, deren Produkt lichtmikroskopisch nachgewiesen werden

kann. Die immunhistochemischen Experimente werden mit
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Standardtechniken  unter Verwendung kommerziell erhaltlicher
Nachweismethoden durchgefihrt.

5.1.2 Immunhistochemische Koexpression

Die immunhistochemische Koexpression unterscheidet sich von der
immunhistochemischen Monoexpression durch den Nachweis von nicht
nur einem Protein, sondern von mindestens zwei Proteinen auf einer
Gewebeprobe gleichzeitig. Die einzelnen Schritte des Nachweises
konnen hintereinander erfolgen. Moglich ist auch die Mischung der
Reagenzien der Monoexpressionsverfahren gemald der Reihenfolge der
Inkubationsschritte. Letzteres Verfahren hat den Vorteil, dass die Dauer
des Experiments stark verkurzt ist. Der Nachteil liegt in der Gefahr, dass
unerwinschte Interaktionen der Reagenziengemische untereinander
auftreten. Im Rahmen einer Fehlersuche sind solche Interaktionen
schwer nachzuvollziehen und kbnnen somit bei der systematischen
Austestung zur Optimierung des Versuchs Probleme bereiten. Aus
diesen Grunden wurden in dieser Arbeit die Detektionsverfahren

hintereinander durchgefthrt.

Bei der immunhistochemischen Koexpression missen die Parameter der
beiden Monoexpressionen aneinander angeglichen werden. Einige
Parameter kdnnen nicht verandert werden, da sie beispielsweise von
Eigenschaften des Primérantikérpers abhangen. Andere Parameter
missen verandert werden, weil die Gefahr der Kreuzreaktion zwischen
den beiden Detektionen besteht. Zur Optimierung des Ergebnisses
konnen bestimmte Parameter variiert werden. Zu ihnen gehoren die
Konzentration des Primarantikorpers und die Inkubationsparameter

(Inkubationszeit und Inkubationstemparatur).

Zum Nachweis des Antikorperkonstruktes gibt es verschiedene
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Farbereagenzien. Die Wahl des Farbereagenzes ist priméar abhangig von
dem verwendeten Enzym (HRP oder AP), das den Farbumschlag
katalysiert. Bei der Koexpression spielt zusatzlich der Kontrast zwischen
den verwendeten Farben und ihrer Mischfarbe eine Rolle, sowie die

Abgrenzung zu der Gegenfarbung.

Um ein gut auswertbares Ergebnis bei immunhistochemischen
Koexpressions-Experimenten zu erzielen, missen demnach die
Parameter angeglichen werden und die Farbereagenzien so gewahlt
werden, dass sie untereinander und mit ihren Mischfarben einen guten

Kontrast bilden.

5.1.3 Immunhistochemischer Nachweis von LANA am
Sektionsmaterial

Der immunhistochemische Nachweis von LANA am Sektionsmaterial ist
eine hier erstmals vorgestellte Detektionsmethode von HHV-8-infizierten
Zellen ex vivo im gesamten Organismus. Sie ermdglicht eine
Kombination des Nachweises von HHV 8 mit der morphologischen

Untersuchung von Organen, Geweben oder Erkrankungen.

Der Nachweis von Proteinen mit Hilfe der Immunhistochemie am
Sektionsmaterial ist allerdings oft nicht moglich, da Sektionsmaterial auf
Grund der unterschiedlichen Liegezeit zwischen Tod und Fixation
autolytischen Prozessen unterworfen ist. Demnach werden Antigene
durch den Priméarantikdrper héaufig nicht erkannt. Aus diesem Grund
muss der immunhistochemische Nachweis von LANA am

Sektionsmaterial getestet werden.
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5.2 Eigenschaften der verwendeten Primarantikorper

In dieser Arbeit werden folgende Proteine mittels immunhistochemischer

Detektionsmethoden nachgewiesen.

Der monoklonale LANA-Antikérper (IgG,.-Ratte, Klon LN53, Advanced
Biotechnologies, Columbia Maryland/USA) ist gegen das LANA-Protein
von ORF-73 des viralen HHV-8-Genoms gerichtet.

Der monoklonale Ki67-Antikérper (IgG Maus, Klon MIB1, Dianova,
Hamburg) ist gegen das humane Ki67-Protein gerichtet, dessen Epitop
nicht ndher charakterisiert ist.

Der monoklonale WAF-1-(AB-1)-Antikérper (IgG Maus, Klon EAI0,
Calbiochem, Cambrige MA/USA) ist gegen ein Epitop (AS 58-77) des

humanen p21-Proteins gerichtet.

Der monoklonale CD31-Antikoérper (lgGi-Maus, Klon M0823, DAKO,
Glostrup) ist gegen ein humanes Glykoprotein (gplla; 100 kD) der
Endothelzellen gerichtet. Es wird auch Platelet endothelial cell adhesion
molecule (PECAM-1) genannt und wird in 80 bis 100 % der Falle im

Angiosarkom und Hamangiom exprimiert.

Der monoklonale CD34-Antikdrper (IgG Maus, Klon QBENDIO0,
Serotec, Wiesbaden) ist gegen das humane CD34-Protein von
endothelialen Vesikeln gerichtet. CD34 ist ein sensitiver Marker fur die
endotheliale Differenzierung und kann in 70 % der Falle beim
Angiosarkom und zu 90 % der Falle im Kaposi-Sarkom nachgewiesen

werden.

Der monoklonale p53-Antikérper (IgG-Maus, Klon DO-7, DAKO,
Glostrup) ist gegen ein Epitop im N-Terminus des humanen p53-Proteins
(AS 19-26) gerichtet und bindet sowohl am Wildtyp als auch an der

Mutante des P53-Proteins.



Methoden 52

Der monoklonale Bcl,-Antikorper (IgG Maus, Klon 124, DAKO,
Glostrup) ist gegen die Aminosaurensequenz 41-54 des humanen Bcl,-

Proteins gerichtet.

Der monoklonale Bcl-X | -Antikorper (IgG Maus, Klon 2H12, Zymed, San
Francisco) ist gegen eine N-terminale Sequenz von Bcl-X, gerichtet, wie

sie im Menschen, der Maus und der Ratte vorkommt.

Der monoklonale bax-Antikorper (19G-1kappa Maus, Klon 2D2, Zymed,
San Francisco) ist gegen eine eine N-terminale Sequenz des

menschlichen BAX-Proteins gerichtet.

5.3 Praktische Durchfiihrung der Immunhistologie

5.3.1 Fixierung, Einbettung und Vorbehandlung der
Gewebeproben

Nach der Entnahme werden die Biopsate in gepuffertem Formalin (4%
phosphat-gepuffertes Formalin) fir 24 bis 48 Stunden konserviert.
Anschlieliend werden die Biopsate in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(75 %, 96 %, [1100 % Ethanol) dehydriert. Die Dehydratation tberfuhrt
das Gewebe aus dem physiologischen hydrophilen Zustand in einen
lipophilen Zustand, was fir das anschlielende Einbetten in Paraffin
(Paraplast, Fa. Vogel, Giessen, Deutschland) notwendig ist. Die so
entstandenen Paraffinblécke bieten eine gute Konservierung des
Biopsates und eignen sich aus diesem Grund sehr gut zur langen
Asservierung. AulRerdem schitzt das Paraffin das Biopsat vor

mechanischer Beanspruchung.

Die Paraffinblécke werden auf einem Mikrotom (Jung) mit Einwegklingen

(Feather) in ca. 3um dicke Praparate geschnitten. Diese werden auf
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speziell praparierte  Objekttrager (Firma Menzel, Superfrost”,
Braunschweig) aufgetragen. Das so entstandene Ausgangsmaterial wird
anschlielend bei 37C Uber Nacht in einen Brutschrank gestellt, was
zusétzlich eine bessere Haftung des Praparats auf dem Objekttrager

gewabhrleistet.

Zur weiteren Verwendung muss dem Material das Paraffin entzogen
werden. Zuerst wird das Paraffin mit Xylol aus dem Gewebe gel6st.
AnschlieRend wird das Gewebe durch eine absteigende Alkoholreihe
(100 %; 96 %, 75 %) und letztendlich durch destilliertes Wasser geftihrt.
Hierdurch wird das Gewebe wieder in einen hydrophilen Zustand
uberfuhrt. Dies ist eine Voraussetzung fur die Diffusionsfahigkeit und
Reagibilitat der Reagenzien, die in der Immunhistochemie verwendet

werden.

Die anschlielRende Antigendemaskierung wird in dieser Arbeit mittels
Mikrowellenbehandlung in handelstiblichen Geraten (z.B. Panasonic NN-
4241, Japan) und mikrowellenfesten Kulvetten (TPX, Brand,
Deutschland) bei 780 Watt durchgefiuhrt. Das Material befindet sich
dabei in einer Pufferlosung. Wahrend der Mikrowellenbehandlung
verdampfte Pufferlosung wird ersetzt. Es folgt eine AbkiUhlungsphase
von 20 Minuten in der Pufferlosung mit anschlielendem Waschschritt in

TBS (s. Rezepturen).
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Protokoll der Vorbehandlung:

Ausgangsmaterial: In Paraffin eingebettetes Gewdd®jn ca. @m dicke Praparate geschnitten
und auf einen Objekttrager fixiert wird.

Xylol, 30’

Ethanolreihe absteigend (100 %; 96 %; 75 %), je 5’

Aqua dest, 10’

Vorbehandlung mittels Mikrowellen (780 Watt) in Rarfdsungen oder enzymatisch, variabel
Abkuhlen, 20’ (nur bei Mikrowellenvorbehandlung)

Tris-Puffer sptlen, 2x 5’

5.3.2 Verwendete immunhistochemische
Detektionsmethoden

Zum Nachweis der Primarantikorper gibt es diverse
Detektionsmethoden, die sich verschiedene Bindungseigenschaften von
Molekllen zu Nutze machen. Zu den hier verwendeten Methoden zéhlen
die ABC-Methode, Envision-HRP und die APAAP-Methode. Die

einzelnen Methoden sollen im Folgenden dargelegt werden.

5.3.2.1 ABC-Methode und LSAB-Methode

Die Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC) und die LSAB-Methode
basieren auf der Bindungsfahigkeit von Biotinmolekilen mit
einemAvidinmolektl (Wood und Warnke 1981). Aus diesem Grund
kbnnen an einem biotinylierten Sekundarantikdrper Komplexe binden,
dieAvidin enthalten. Im Unterschied zu der ABC-Methode, wo ein Acidin-
Biotin-Peroxidase-Komplex an dem biotinylierten Sekundarantikdrper
bindet, ist bei der LSAB-Methode das Avidin-Molekul mit Peroxidase
markiert. Da die Detektionssysteme auf einem mit Peroxidase
katalysierten Nachweis beruhen, muss die endogene (zellular
synthetisierte) Peroxidase, die im Gewebe vorhanden ist, an ihrer
katalytischen Funktion gehindert werden. Hierflr wird das Praparat mit

7,5 % Wasserstoffperoxid (H,O;) inkubiert. Dies fuhrt zu einer



Methoden 55

irreversiblen Blockade der endogenen Peroxidase.

AulBerdem muss gewahrleistet sein, dass die Antikérper, die im
Nachweis verwendet werden, nicht unspezifisch an Strukturen des
Gewebes binden. Diese sogenannte ,Kreuzreation® kann reduziert
werden, indem das Gewebe mit Antikorpern inkubiert wird, die negativ
geladene Proteine unspezifisch binden. In der Immunhistochemie wird
dieser Vorgang ,Proteinblockierung“ genannt. Dieim Nachweissystem
verwendeten Antikérer kdnnen somit im geringeren Mal3e unspezifisch
binden, weil die negativ geladenen Strukturen durch die

Proteinblockierung abgesattigt sind.

Protokoll fir ABC-Methoden:
Fir die Detektionssysteme ABC-Elite und LSAB.
Ausgangsmaterial: Nach der tblichen Vorbehandlung oben beschrieben.

H.O, (7,5 %), 10’

H.O (flieBendes Leitungswasser), 10’
Tris-Puffer spilen, 2x 5’

Proteinblockierung (bei ABC-Elite 20’, bei LSAB 10’
Primarantikorper, 60’ RT

Tris-Brij-Puffer spilen, 2x 5’
Sekundarantikérper (mit Biotin konjugiert), 30’
Tris-Brij-Puffer spilen, 2x 5’

HRP konjugierter Avidin-Biotin-Komplex, 30’
Tris-Brij-Puffer spilen, 2x 5’

Farbereagenz, variabel

H,O (flieBendes Leitungswasser), 10’
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Erlauterungen:

XA.>‘0‘*'.X.

Avidin Biotin Enzym Biotynilierter Avidin-Biotin- Peroxidase
Antikorper Peroxidase- Markiertes
Komplex Avidin
ABC-Methode: LSAB-Methode:
I ‘i @
l ® o
Primarantikérper Primérantikdrper
Antigen Antigen

ABC- und LSAB-Methode: Der biotinylierte Antikdrper bindet am Priméarantikbrper. Bei der ABC-Methode
bindet der Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex, bei de LSAB-Methode Peroxidasemarkiertes Avidin an dem
biotinylierten Antikdrper (Abbildung abgewandelt aus Naish: ,Handbuch Il Immunhistochemischel
Farbemethoden®; DAKO®).

5.3.2.2 Dextranmolekiil-Methode (Envision "-HRP)

Envision”-HRP ist, wie die verwendeten ABC-Systeme, ein HRP-
katalysiertes Detektionssystem. Aus diesem Grund erfolgen die
Blockierungsschritte (H,O, und Proteinblock) und der Farbnachweis
analog zur ABC-Methode. Der Unterschied zur herkdbmmlichen ABC-
Methode besteht darin, dass nach der Inkubation des Primarantikbrpers
bei Envision”-HRP ein mit Sekundérantikérpern und HRP-Enzymen
konjugiertes Dextranmolekll verwendet wird (Bisgaard 1993). Dies fuhrt

zu einer Amplifizierung des Signals und erhdht somit die Sensitivitat.
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HRP-Protokoll nach dem Envision-HRP-System:
Ausgangsmaterial: Nach der tblichen Vorbehandlung oben beschrieben.
H,0, (7,5 %), 10’

H.O (flieBendes Leitungswasser), 10’
Tris-Puffer spilen, 2x 5’

Proteinblock, 10’

Primarantikorper, 60’ RT

Tris-Puffer sptlen, 2x 5’

Envision-HRP Solution, 30’

Tris-Brij-Puffer spilen, 2x 5’

Farbereagenz, variabel

H,O (flieBendes Leitungswasser), 10’

5.3.2.3 APAAP-Methode

APAAP steht fir ,alkalische Phosphatase anti-alkalische Phosphatase®.
Verwendet werden drei Reagenzien: Priméarantikorper,
Sekundarantikorper und der APAAP-Komplex. Der APAAP-Komplex ist
eine Konjugation aus dem Enzym alkalische Phosphatase mit einem
Antikorper. Dieser Antikorper wird in derselben Spezies synthetisiert wie
der Primarantikorper. Aus diesem Grund bindet der Sekundarantikdrper
einerseits den Primarantikorper und andererseits den APAAP-Komplex,
weswegen er auch als ,Bruckenantikérper oder ,Link* bezeichnet wird.
Eine Besonderheit des APAAP-Systems ist, dass die Inkubation des
Sekundarantikorpers und des APAAP-Komplexes zur Erh6hung der
Sensitivitdt bis zu zweimal wiederholt werden kann (siehe
Farbeprotokoll) (Cordell 1984).
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Das entstandene Antigen-Antikdrper-Enzym-Konstrukt kann durch eine
Reaktion nachgewiesen werden, die unter den Kkatalytischen
Eigenschaften der alkalischen Phosphatase einen Farbumschlag zur

Folge haben.

APAAP-Komplex

Bruckenantikorper

Primarantikérper

. . Antigen

APAAP-Methode: Der Briickenantikdrper bindet sowohl der
Primarantikorper als auch den APAAP-Komplex.
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APAAP Protokoll
Fir die Detektionssysteme APAAP-Maus, APAAP-Raid AAP-spezial“.
Ausgangsmaterial: Nach der tblichen Vorbehandlumg oben beschrieben.

Primarantikorper, 60’ RT
Tris-Brij-Puffer spilen, 2x 5’
Sekundarantikorper, 30’
Tris-Brij-Puffer spilen, 2x 5’
Anti-AP-Antikérper, 30’
Tris-Brij-Puffer spilen, 2x 5’
Sekundérantikorper10’
Tris-Brij-Puffer spiilen, 2x 5’
Anti-AP-Antikorper, 10’
Tris-Brij-Puffer spiilen, 2x 5’
Farbereagenz (Diverse Reagenzien fur AP)
H,O (flieBendes Leitungswasser), 10’

5.3.3 Praktische Durchftihrung der immunhisto-
chemischen Koexpression

Der formale Ablauf der Koexpressions-Experimente unterscheidet sich
nicht von dem der Monoexpressionen. Allerdings kdnnen die variablen
Parameter und die Inkubationsparameter differieren. Bei den hier
beschriebenen Experimenten erfolgt der Nachweis der zwei Proteine
hintereinander. Zuerst wird der Nachweis von LANA mit einem HRP-
System durchgefiihrt, der anschlieRende Nachweis des zweiten Proteins

erfolgt mittels eines AP-Systems.

Koexpressionsprotokoll: HRP-System & AP-System

Ausgangsmaterial: Nach der tblichen Vorbehandlung,oben beschrieben.
HRP-Protokoll, wie oben beschrieben

Tris-Puffer spilen, 2x 5’

APAAP-Protokoll, wie oben beschrieben

Gelingt die Umstellung auf ein AP-System nicht, missen zwei HRP-
Systeme hintereinander verwendet werden, weil LANA nicht mit einem
AP-System nachgewiesen werden konnte. Um eine Kreuzreaktion der

beiden HRP-Nachweissysteme miteinander zu verhindern, ist ein

" Die Schritte kénnen in dieser Reihenfolge noctzhigweimal wiederholt werden, um eine hdhere Sigitéitzu erhalten.
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Blockierungsschritt mit 0,1n HCI-Losung fur 10’ notwendig. Damit wird
die Meerrettichperoxidase (HRP) des ersten Nachweises irreversibel

blockiert.

Koexpressionsprotokoll: HRP-System & HRP-System
Ausgangsmaterial: Nach der tblichen Vorbehandlung oben beschrieben.

HRP-Protokoll, wie oben beschrieben

HCI (0,1 molar) Blockierungsschritt der HRP, 10’
H,O (flieRendes Leitungswasser), 10’
Tris-Puffer sptlen, 2x 5’

HRP-Protokoll, wie oben beschrieben

5.3.4 Gegenfarbung, Einbetten und Asservierung des
Praparats

Nach dem durchgeflihrten immunhistochemischen Nachweis ist eine
Gegenfarbung der Zellkerne mit beispielsweise Hamalaun (siehe
Rezept) 10 bis 30 Sekunden empfehlenswert, um die Morphologie des
Praparats besser erkennen zu konnen. FiUr die Koexpression sind
verschiedene Gegenfarbungen kommerziell erhéltlich, die mit den
verwendeten Farbereagenzien einen guten Kontrast bilden (siehe

Anhang).

Anschlie3end wird das Praparat mit einem Deckglas versehen, das mit
einem Eindeckmedium fixiert wird. Es gibt wasserldsliche und
wasserunlosliche Eindeckmedien (s. Anhang). Die Wahl des
Eindeckmediums ist von dem verwendeten Farbreagenz abhangig. Zum
Einsatz kommen Kaiser's Glyceringelatine (Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland) und Vectamount (Vector Labs, Bulingame, UK).
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Gegenfarbungen der Zellkerne und Eindecken desaRatip
Ausgangsmaterial: Nach dem immunhistologischen Wach
Gegenfarbung mit:

Hamatoxylin ca. 10-30" (blau-violett)

Orcein 2-5 (rétlich)

H.O (flieBendes Leitungswasser), 10’

Eindecken der Praparate mit:

Kaisers Glyceringelatine (wasserldslich)

VectaMount (wasserunldslich)

Das Eindeckmedium ist von der verwendeten Farbérad.

5.4 Auswertung und Kontrollen

5.4.1 Auswertung der immunhistochemischen Ergebniss e
fir die KS-Biopsate

Die Auswertung der Immunhistochemie erfolgt durch Zahlungen der
positiven Zellen in zehn Feldern mit Hilfe eines Netzwerkgitters der
GroRe 10 x 10 mm2 (Carl Zeiss, Gottingen: Art.-Nr. 454020). Die
ausgemessene und errechnete Flache bei einer VergrofRerung von
Faktor 10 (Okular) und Faktor 40 (Objektiv) ergibt 625 pm?2 (10 mm = 10*
um; 10* pm / 400 = 25 um; 252 ym? = 625 pm?). Die zehn ausgezéahlten
Flachen werden gemittelt.

5.4.2 Auswertung des Sektionsmaterials

Das Sektionsmaterial stammt aus 21 Obduktionen, bei denen ein KS
nachgewiesen werden konnte. Das Kollektiv wurde zusammengestellt
aus je einem KS, das als Positivkontrolle dient, sowie je einem Praparat
aus Lympknoten, Milz, Leber und Lunge. Zur Auswertung wurde zuerst
die Positivkontrolle begutachtet und dann in den anderen Geweben nach
vereinzelten LANA-positiven Zellen gesucht, die keine Beziehung zu

einem Kaposi-Sarkom besitzen. Ausgeschlossen wurden Falle, bei
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denen im KS kein LANA nachgewiesen werden konnte, sowie Falle, bei
denen mikroskopisch ein KS vorlag, so dass nur vereinzelte LANA-

positive Zellen dokumentiert wurden.

5.4.3 Kontrollen

In jedem Experiment wurde zusatzlich zum Kollektiv ein KS-Biopsat bzw.
ein KS aus dem Sektionsmaterial der Haut mitgeftihrt. Das KS-Biopsat
dient als standardisiertes Kontrollpraparat, um die verschiedenen

Experimente miteinander vergleichen zu kdénnen.

Als Negativkontrolle wird in den Praparaten nach unspezifischen
Anfarbungen von beispielsweise Bindegewebe gesucht. Bei
verschiedenen Detektionen kdnnen weitere ,interne Kontrollen* Hinweise
auf die erfolgreiche Durchfiihrung des Experiments liefern. So zeigt sich
bei LANA eine charakteristische granulare Anfarbung im Zellkern. Bel
der Detektion von Ki67 in Hautbiopsaten wird ein bestimmter Anteil der
Kerne der basalen Hautschichten positiv, weiter oben gelegene

Schichten bleiben dagegen negativ. Ki67, p21°P*Wart

und p53 zeigen
charakteristischerweise  ein  nukleares  Detektionsmuster. Die
Endothelzellmarker CD31 und CD34 zeigen eine typische Anfarbung der

luminalen Zellmembran von BlutgefafRendothelien.

5.4.4 Sicherheitsvorkehrungen

Arbeiten mit brennbaren, giftigen oder mutagenen Substanzen werden
unter dem Abzug mit Schutzkleidung (Einweghandschuhe, Mundschutz,
Laborkittel) entsprechend der arbeitsrechtlichen Bestimmungen
durchgefuhrt. Chemikalien werden gemal der Sicherheitsdatenblatter

gelagert, verwendet und entsorgt.
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6 Ergebnisse

In dieser Arbeit werden immunhistochemische Experimente an einem
Kollektiv von diagnostischen Exzisaten von Kaposi-Sarkomen und an
Sektionsmaterial durchgeftihrt. In dem Kollektiv wird die Expression von
LANA quantifiziert. AnschlielRend werden Koexpressionsversuche von
LANA mit diversen Proteinen im Kollektiv vorgenommen. Dabei dienen
die Parameter der Primarantikrper fur die Monoexpression als
Anhaltspunkt fur die Austestung der Koexpressionen (Tabelle 9 im
Anhang). Getestet werden Ki67, p21, CD31, CD34, BAX, Bcl-2, Bcl-XL
und P53. Auswertbare Ergebnisse werden bei den Koexpressionen von
LANA mit Ki67, p21, CD31 und CD34 erzielt. Die Ergebnisse des
Patientenkollektivs sind in Tabelle 6 und Tabelle 7 im Anhang

zusammengefasst.

Des Weiteren wird der Nachweis von LANA an Sektionsmaterial
erbracht. Der Antikdrper far LANA muss unter den besonderen
Bedingungen des Sektionsmaterials getestet werden. Im Anschluss wird
in diversen Geweben (Lunge, Milz, Leber, Lymphknoten und KS) LANA

iImmunhistochemisch nachgewiesen.

6.1 Technischer Teil: Etablierung
iImmunhistochemischer Experimente

6.1.1 Etablierung der Monoexpression von LANA

Als Grundlage der weiterfihrenden Experimente wird der monoklonale
Antikorper LN53, der gegen das virale Latency associated nuclear
Antigene (LANA) gerichtet ist, in verschiedenen Konzentrationen (1:250
bis 1:10000) und verschiedenen Detektionssystemen (ABC-Elite-Rat,
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APAAP-Rat) an diagnostischen Exzisaten von Kaposi-Sarkomen
getestet. Ein gutes Ergebnis konnte mit ABC-Elite-Rat und einer
Verdinnung des Primarantikdrpers bei 1:8000 erzielt werden. Der
Nachweis mit APAAP-Ratte war nicht moglich. Das Protokoll ist der

Tabelle 2 zu enthnehmen.

6.1.2 Etablierung der Koexpression von Ki67 mit LAN A

Als Ausgangspunkt fur die Austestung der Koexpression von Ki67 mit
LANA wird das Standardprotokoll flr die immunhistochemische
Monodetektion benutzt (Tabelle 2). Der Primarantikorper fur Ki67 ist ein
monoklonaler Maus-Antikorper. Es sind keine Kreuzreaktionen mit dem
Antikorper fur LANA zu erwarten, weil dies ein monoklonaler Ratten-
Antikorper ist. Da Ki67 standardmaRRig mit Hilfe von APAAP-Maus
nachgewiesen wird und LANA mit ABC-Ratte, muss das

Detektionssystem nicht abgeéndert werden.

In der Monoexpression von Ki67 wird Citrat-Puffer fir 30 Minuten bei 750
Watt Mikrowelle als Vorbehandlung verwendet. Der Nachweis mit LANA
erfolgt unter einer Vorbehandlung mit TRS-6-Puffer fir 30 Minuten
Mikrowelle. Aus diesem Grunde wird Ki67 in verschiedenen
Verdinnungen (von 1:5 bis 1:150) mit der Vorbehandlung (TRS 6; 30
Minuten, Mikrowelle), gemalR dem LANA-Protokoll, ausgetestet.
Konzentrationen von 1:50 bis 1:150 ergeben mit dem Chromogen Fast

red® (DAKO) ein zufriedenstellendes Ergebnis.

Als néachster Schritt mussen flir die Koexpression geeignete
Chromogene gefunden werden, um im Praparat einen auswertbaren
Kontrast zwischen dem Nachweis von LANA, von Ki67 sowie der
Mischfarbe zu erméglichen. Aus diesem Grunde muss eine Austestung

der verschiedenen Farben erfolgen. Da beide Antigene kernstandige
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Proteine sind, muss auch die Mischfarbe von den beiden Farben deutlich
abgrenzbar sein. Ausgetestet werden die Farben Vector red, Vector
blue, NBT-BCP (DAKO) und AP-griin auf eine Verdiinnung von 1:50 und
1:80 von MIB-1. Aus der Detektion mit Vector blue (Vectastain)
resultieren bei den Verdlinnungen 1:50 und 1:80 von MIB-1 gut
auszuwertende Ergebnisse, die auch einen guten Kontrast zu AEC

bieten.

Zuletzt wird die Koexpression durchgeflihrt, indem zuerst am Praparat
LANA mit dem Standardprotokoll nachgewiesen wird und im Anschluss
Ki67 unter verschiedenen Konzentrationen von 1:30 bie 1:150 getestet
wird. Die Verdinnung 1:80 erzielt ein sehr gut auswertbares Ergebnis.
Die beiden Farben und die resultierende Mischfarbe sind gut
voneinander abgrenzbar. Durch die Verwendung von Vector blue gelingt
allerdings kein guter Kontrast mit der Hamalaun-Kernfarbung. Aus
diesem Grunde muss die Gegenfarbung weggelassen werden. Das
Protokoll der Koexpression von LANA mit Ki67 ist in der Tabelle (Tabelle

3) zusammengefasst.

6.1.3 Etablierung der Koexpression von p21 ~ “P*al mjt

LANA

Verwendet wird als Ausgangspunkt das Standardprotokoll des Labors flr
die einfache Detektion von p21. Der Primarantikérper EA10 (Dianova®)
iIst ein monoklonaler Mausantikorper. Kreuzreaktionen mit dem LANA-
Antikorper sind aus diesem Grunde nicht zu erwarten. Der Nachweis von
p21 erfolgt nach Standardprotokoll mit APAAP-Maus. Da LANA mit ABC-
Ratte nachgewiesen wird, kdnnen die Detektionssysteme beibehalten

werden.

Die Vorbehandlung beim p21-Nachweis erfolgt standardméafig mit dem
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TUF-Puffer unter 30" Mikrowelle und muss an die Vorbehandlung von
LANA (TRS6-Puffer; 30° Mikrowelle) angeglichen werden. Bei der
Austestung erzielten die Verdinnungen von 1:30 bis 1:80 mit dem

APAAP-Spezial-Detektionssystem gute Ergebnisse.

Zuletzt wird die Koexpression durchgefuhrt. Hierfir wird LANA nach dem
Standardprotokoll nachgewiesen. Im Anschluss erfolgt der Nachweis von
p21 unter Verwendung verschiedener Konzentrationen des
Primérantikdrpers. Die Farbung erfolgt mit AEC fir LANA und mit Vector
blue® fiir p21. Die Konzentration des Primérantikérpers fiir p21 ergibt bei
1:50 ein gut auswertbares Ergebnis. Das Protokoll ist in der Tabelle 3

zusammengefasst.

6.1.4 Etablierung der Koexpression von LANA mit CD3 1
und LANA mit CD34

CD31 und CD34 werden auf TRS6-Puffer (30" Mikrowelle) unter
Verwendung des  APAAP-Maus-Detektionssystems mit  einer
Konzentrationsreihe von 1:10 bis 1:100 fur CD31 und 1:30 bis 1:300 fur
CD34 ausgetestet.

In der Koexpression konnte bei CD31 mit einer Verdinnung 1:30 ein
gutes Ergebnis erzielt werden. Als Chromogen wird Fast red verwendet,
das mit DAB” fiir den Nachweis von LANA einen guten Kontrast ergibt.
Fur CD34 konnte bei einer Verdinnung von 1:100 ebenfalls mit Fast

red® ein gut auswertbares Ergebnis erzielt werden.
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Primar- Versuchte Versuchte AP-Kits Versuchte Farben  Resultat:
antikérper Verd./VM  Inkub.- HRP-Kits Verdiinnung/Farben
Parameter
+ HCI-Block

1:100 - , .

1-8000/DM 60 RT APAAP-Rat Fast red Kein Erfolg
LANA

1:100 — AEC, AEC+, DAB+,

1:104/DM 60" RT ABC-Rat DAB(Kupfer), 1:1000 gut (alle Farben)

’ DAB(Cobalt)

st MO- oo RT APAAP-Maus Fastred 1:30 gut (Fastred 10)

1:100/RM '
cpsa 0= o0 RT  APAAP-Maus Fastred 150 gut (Fastred 10)

1:300/RM )
""""""" 150- . Fastred, Vect.blue,
Ki67 ) / 60" RT APAAP-Maus 1:80 gut (Vector blue 9)

1:150/DM BCIP/NBT
""""""" 110- .. APAAP-Maus Vectorblue,
p21 1:100/DM 60" RT 1:50 gut (Vector blue 9)

: APAAP-spez. BCIP/NBT

Tabelle 2: Gelungene Umstellungsversuche der Paraneetder Priméarantikbrper der Monoexpression, so dassin
Koexpressionsversuch mit LANA mdglich wird (Abkirzungen: s. Abkiirzungsverzeichnis).

1. Prim&rantikdrpernachweis 2. Priméarantikorpernachweis
Parameter fir 1. Prim.- |Chromo- |[2.Prim.- |Verd/VM/ | petektions- h
- AK en AK Kit Chromogen
1. Prim.-AK g Inkub.
DAB+ 1:30/RM/ Fast red
CD31 APAAP-Maus
10’ 60’ RT 10’
Vorbehandiung: TRS6 30 DAB+ o L100RM | Fast red
. . -Maus
Blockierung: H,O; 10 60' RT 10
Verd./VM: 1:8000/DM LANA
. ) AEC+ 1:80/DM/ Vector blue
Inkubationszeit: 60’ RT: Ki67 APAAP-Maus
) ] 10’ 60’ RT 10’
Detektionskit: ABC-Ratte
AEC+ 1:50/DM/ Vector blue
p21 APAAP-spez.
10’ 60’ RT 10’

Tabelle 3: Parameter der Koexpressionsversuche mit LIWA, die ein zufriedenstellendes Ergebnis erzielt ham.

6.1.5 Weiterfuhrende Koexpressionsversuche mit LANA

Bei immunhistochemischen Versuchen an Paraffinmaterial ist der
Nachweis des Primarantikbrpers nicht mit jedem beliebigen
Detektionssystem maoglich, ohne dass es hierfir einen plausiblen Grund
gibt. Beispielsweise gelang der Nachweis von LANA nicht mit einem
APAAP-Detektionssystem. Trotz ausfuhrlicher Versuche gelang es bei
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einigen AntikOrpern nicht, in der Koexpression mit LANA auswertbare
Ergebnisse zu erzielen. Im Folgenden sollen die Ergebnisse der
Koexpressionsversuche und das Spektrum der Austestung dieser
Versuche erwahnt werden, um flr nachfolgende Versuche als Grundlage

zu dienen.

P53 konnte mit keinem APAAP-Detektionssystem erkannt werden. Aus
diesem Grund wird es auf dem LSAB-Detektionssystem belassen, die
beiden HRP-Detektionssysteme  werden mit  einem HCL-
Blockierungsschritt (0,1n; 10‘) voneinander getrennt. Zur Anfarbung
wurde fur p53 AEC+ {braun} verwendet, fir LANA Vector sg {schwarz}
(Vectastain). Das Resultat ist von der Qualitat nicht gut genug, um die
gesamte Serie auszuwerten. In einzelnen Praparaten lasst sich eine

Korrelation von p53 und LANA erkennen.

Bei der Austestung der folgenden Antikdrper gelang es nicht, eine
auswertbare immunhistochemische Koexpression mit LANA zu erzielen,
weil die Umstellung des Versuchsprotokolls auf ein anderes
Detektionssystem bzw. andere VorbehandlungsmalRnahmen nicht
gelang. Ausgetestet wurden monoklonale Antikorper, die gegen die

Proteine bax, Rb, casp-p, casp-3, bcly_ und bcl-2 gerichtet sind.

In der folgenden Tabelle sind alle Parameter der einzelnen

Umstellungsversuche flir Koexpressionen aufgelistet.
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Priméar- Versuchte Versuchte AP-Kits Versuchte Resultat:
antikérper Verd./VM  Inkub.- HRP-Kits Farben Verdiinnung/Farben
Parameter
+ HCI-Block
BAX 1:10 - 60" RT APAAP-Maus Fast red Umstellung auf AP-System
1:200/DM APAAP-spez. 10 gelingt nicht
ENV-HRP AEC 10’ 1:100, mit HCL-Block kein
gutes Ergebnis
BCL-2 1:10-  60° RT,37C APAAP-spez. Fastred Umstellung auf AP-System
1:20/DM 1200 RT 10° gelingt nicht
ENV-HRP AEC 10’ Mit HCL-Block kein gutes
Resultat
BCL-XL  1:10- 600 RT APAAP-spez. Fastred Umstellung auf AP-System
1:50/RM 18 gelingt mit einem mangelhaften
Ergebnis
ENV-HRP AEC 10’, Nova Red Kein gutes Resultat mit HRP-
System und HCL-Block
P53 1:10-  60° RT,37C APAAP-Maus Fastred Umstellung auf AP-System
1:100/ 1200 RT APAAP-spez. 10 gelingt nicht
RMo.DM ™ on 4t LSAB, AEC 10’ méRiges Resultat mit
Env-HRP Vector Sg, Vector 1:100 /RM, LSAB, HCI-Block,

VIP, NovaRed,

Vector Sg

Tabelle 4: Austestungen,
Koexpressionsversuche mit LANA nicht mdglich warenAbkirzungen: s. Abkiirzungsverzeichnis).

bei denen Umstellungversueh der Standardprotokolle nicht gelangen,

so dass

6.1.6 Etablierung des Nachweises von LANA am
Sektionsmaterial

Fur die Austestung des Priméarantikorpers fiur LANA am Sektionsmaterial
werden Kaposi-Sarkome aus Sektionsfallen anhand des Ublichen
Standardprotokolls fir den Nachweis von LANA an Exzisaten getestet.
Die Konzentration des Primarantikbrpers muss hierfir ausgetestet
werden. Es zeigt sich unter einer starkeren Konzentration des
1:1000

Konzentration von 1:8000, die an den diagnostischen Exzisaten gewahlt

Primérantikdrpers  von Im  Vergleich zur gewdhnlichen

wurde, eine vergleichbare Anfarbung.
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6.2 Ergebnisorientierter Teil der etablierten
Experimente

Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse der durchgeflhrten
Experimente am Kollektiv dargestellt. Verwendet wurden die im

technischen Teil ermittelten Protokolle.

6.2.1 Quantifizierung der LANA-positiven Zellen im Kaposi-
Sarkom

Fur die Bestimmung der LANA-positiven und der LANA-negativen
Teilmengen wird eine Monoexpression von LANA durchgefihrt. Die
Praparate werden mit einem Zahlraster (Zeiss-Okular, Jena) in einer
400-fachen Vergrof3erung ausgezéhlt. Die ausgezahlte Flache entspricht
625um?. In jedem Praparat werden fiinf Areale ausgezahlt. Gezahlt
werden LANA-positive Zellkerne und LANA-negative Zellkerne. Aus
diesen Werten wird das Verhéaltnis ermittelt, indem der Quotient von

LANA-positiven Zellen zur Zahl der Gesamtzellkerne gebildet wird.

Aus dem Ergebnis kann ermittelt werden, wie hoch der Anteil von HHV
8-infizierten Zellen in Abhangigkeit des KS-Stadiums ist (Abbildung 2).
AulRerdem kann eine Korrelation zwischen der Gesamtzellzahl pro

Gesichtsfeld und den LANA-positiven Zellen aufgestellt werden.

6.2.1.1 Frihstadium

Im Frihstadium konnten 18 Praparate ausgewertet werden. Davon kann
in zwei Fallen (11 %) kein LANA nachgewiesen werden. In vier Fallen
(22 %) kbénnen weniger als 10 % LANA-positive Zellen gezahlt werden.
In sieben Fallen (39 %) kdnnen zwischen 10 und 20 % LANA-positive

Zellkern gezahlt werden. In drei Fallen (17 %) sind zwischen 20 und 30
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% der Zellen LANA-positiv. In zwei Fallen (11 %) zwischen 30 und 40 %.

Aus diesen Ergebnissen ergibt sich fir das Frihstadium des Kollektivs
gemittelt ein Anteil von 14 % (s = 10 %) LANA-positive Zellen.

6.2.1.2 Spatstadium

Im Spatstadium konnen 20 Praparate ausgewertet werden. Davon
konnen in 11 Fallen (55 %) zwischen 70 und 80 % LANA-positive
Zellkerne gezahlt werden. In zwei Fallen (10 %) werden zwischen 80 und
90 % LANA-positive Zellkerne ermittelt, in drei Fallen (15 %) zwischen
60 und 80 %. In vier Fallen (20 %) werden weniger als 60 % LANA-
positive Zellen ermittelt. Im Kollektiv konnten demnach im Spatstadium
gemittelt 68 % LANA-positive Zellkerne ermittelt werden (s = 11 %).

Gesamtzellzahl (%)
2 ]
8 ]
: m

LANA Verhilt
3 8
8
i 1

Abbildung 2: Zeigt die immunhistochemische Expressiovon LANA im KS exemplarisch im Frihstadium (A) und im
Spatstadium (B) sowie das Ergebnis dargestellt alsoRplot (C).
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6.2.2 Zelldichte des Kaposi-Sarkoms im Fruh- und
Spatstadium

Anhand der Ermittlung der Gesamtzellmenge aus dem Versuch der
Quantifizierung von LANA kann die mittlere Zelldichte fur das Kollektiv
festgestellt werden. Im Frihstadium betragt die Zelldichte im Mittel 336
Zellen/mm? (das sind 210 Zellen pro 625 uym?). Im Spétstadium betragt
sie 632 Zellen/mm? (das sind 395 Zellen pro 625 pym?). Im Spétstadium
des KS befinden sich also im Schnitt etwa doppelt so viele Zellen auf

gleichem Raum wie im Fruhstadium.

6.2.3 Ergebnisse der Koexpression Ki67 mit LANA

Mit diesem Experiment kdnnen Aussagen getroffen werden, in welchem
Mafd sich LANA-positive Zellen in einer aktiven Phase des Zellzyklus
befinden. AulRerdem kann ermittelt werden, wie hoch der Anteil der
proliferierenden LANA-positiven Zellen an der Gesamtzahl der

proliferierenden Zellen ist (Abbildung 3).

6.2.3.1 Frihstadium (LANA */Ki67" bezogen auf LANA)

Im Frihstadium konnten 18 Falle ausgewertet werden.

In 7 Fallen (39 %) sind keine Zellen nachweisbar, die sowohl Ki67 als
auch LANA exprimieren (LANA'/Ki67%).

In 7 Fallen (39 %) liegt der Teil der LANA'/Ki67", bezogen auf alle LANA-

positiven Zellen, im Intervall 0 % bis 5 %.

In 3 Fallen (17 %) liegt der Anteil der LANA'/Ki67" Zellen, bezogen auf
alle LANA-positive Zellen, im Intervall 5 % bis 10 %.

In einem Fall sind 12,5 % der LANA'/Ki67"-Zellen positiv.
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Gemittelt ergibt sich flr das angiomatoide Stadium des KS ein Anteil an
LANA'/Ki67*-Zellen, bezogen auf alle LANA-positive Zellen, von 2,7 %
(s =3,7 %).

6.2.3.2 Spatstadium (LANA */Ki67 " bezogen auf LANA)

Im Spatstadium sind 20 KS-Falle ausgewertet worden.

In 14 Fallen (70 %) liegt der Anteil der LANA'/Ki67", bezogen auf alle
LANA-positiven Zellen, im Intervall 0 % bis 5 %.

In 4 Fallen (20 %) liegt der Anteil der LANA'/Ki67*, bezogen auf alle
LANA-positiven Zellen, im Intervall 5 % bis 10 %.

In 2 Fallen (10 %) liegt der Anteil der LANA'/Ki67*, bezogen auf alle
LANA-positiven Zellen, im Intervall 10 % bis 20 %.

Gemittelt ergibt sich fur das sarkomatoide Stadium des KS ein Anteil an
LANA'/Ki67" Zellen, bezogen auf alle LANA-positiven Zellen, von 5,4 %
(s = 4,4 %).
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Abbildung 3: Koexpression von LANA mit Ki67: Frihstadium (A), Spatstadium (B,C) spwie die Darstellung la
Boxplot (D).
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6.2.3.3 Fruhstadium (LANA+/Ki67+ bezogen auf Ki67)

In 7 Fallen (39 %) sind keine Zellen nachweisbar, die sowohl Ki67 als
auch LANA exprimieren (LANA'/Ki67%).

In 2 Fallen (11 %) liegt der Anteil der LANA'/Ki67*-Zellen, bezogen auf
Ki67", im Intervall 0 % bis 5 %.

In 3 Fallen (17 %) liegt der Anteil der LANA'/Ki67"-Zellen, bezogen auf
Ki67", im Intervall 5 % bis 10 %.

In 3 Féallen (17 %) liegt der Anteil der LANA'/Ki67"-Zellen, bezogen auf
Ki67", im Intervall 10 % < x < 20 %.

In einem Fall sind 26,9 % LANA"/Ki67*-Zellen positiv bezogen auf Ki67".

Gemittelt ergibt sich fir das angiomatoide Stadium ein Anteil von 6,5 %
(s = 7,7 %) der LANA'/Ki67"-Zellen an der Proliferationsfraktion.

6.2.3.4 Spatstadium (LANA */Ki67 " bezogen auf Ki67)
In 2 der 20 auswertbaren Falle (10 %) liegt der Anteil der LANA"/Ki67"-
Zellen, bezogen auf totalKi67”, im Intervall 10 % bis 15 %.

In 10 Fallen (50 %) liegt der Anteil der LANA'/Ki67"-Zellen, bezogen auf
Ki67", im Intervall 15 % bis 20 %.

In 5 Fallen (25 %) liegt der Anteil der LANA'/Ki67"-Zellen, bezogen auf
Ki67", im Intervall 20 % bis 25 %.

In 2 Fallen (10 %) liegt der Anteil der LANA'/Ki67" Zellen, bezogen auf
Ki67", im Intervall 25 % bis 30 %.

In einem Fall (5 %) liegt der Anteil der LANA'/Ki67"-Zellen, bezogen auf
Ki67", im Intervall 30 % bis 35 %.

Gemittelt ergibt sich flr das sarkomatoide Stadium ein Anteil von 20,4 %
(s = 5,6 %) der LANA'/Ki67" Zellen an der Proliferationsfraktion.
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wafl/cipl

6.2.4 Ergebnisse der Koexpression fur LANA mit p21

Ziel der Betrachtung ist die Ermittlung des Verhéltnisses der LANA-
1waf1/cip1

positiven Zellen, die p2 exprimieren (LANA'/p21"), bezogen auf

die Gesamtzahl der LANA-positiven Zellen (Abbildung 4).

6.2.4.1 Fruhstadium

Insgesamt konnten 17 Falle im angiomatoiden Stadium des KS

ausgewertet werden.

In 8 Fallen (47 %) liegt der Anteil der LANA'/p21*, bezogen auf die
LANA"-Zellen, im Intervall von 80 % bis 100 %.

In 7 Fallen (41 %) liegt der Anteil der LANA'/p21*-Zellen, bezogen auf
die LANA"-Zellen, im Intervall von 60 % bis 80 %.

In einem Fall betragt der Anteil 58 %, in einem weiteren 20%.

Gemittelt ergibt sich fir das angiomatoide Stadium ein Anteil an
LANA*/p21*-Zellen von 80,2 % (s = 19,6 %).

6.2.4.2 Spatstadium

Insgesamt konnten 19 Falle im sarkomatoiden Stadium des KS

ausgewertet werden.

In 13 Fallen (68 %) liegt der Anteil der LANA*/p21*-Zellen, bezogen auf
die LANA"-Zellen, im Intervall von 80 % bis 100 %.

In 5 Fallen (26 %) liegt der Anteil der LANA*/p21*-Zellen, bezogen auf
die LANA™-Zellen, im Intervall von 40 % bis 60 %.

In einem Fall betragt der Anteil 37,4 %.

Gemittelt ergibt sich fir das sarkomatoide Stadium ein Anteil an
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LANA*/p21*-Zellen von 79,9 % (s = 22,7 %).
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Abbildung 4: Zeigt die Koexpression von LANA mit p2% Im Friihstadium (A) und im Spatstadium (B) sowie de
Darstellung der Ergebnisse als Boxplot (C).

6.2.5 Ergebnisse der Koexpression von LANA mit CD31

Ziel der Betrachtung ist die Ermittlung der Anteils von LANA-positiven
Zellen, die in Abhangigkeit des Stadiums CD31 exprimieren (Abbildung
5).

6.2.5.1 Frihstadium

In der Koexpression von LANA mit CD31 wurden 11 Falle des
angiomatoiden Stadiums untersucht. In drei Fallen (27 %) sind alle
LANA-positiven (LANA") Zellen auch CD31-positiv (CD31%).

In 5 Fallen (45 %) liegt der Anteil der LANA'/CD31"-Zellen im Intervall
von 80 % bis 100 %.

In 3 Fallen betragt der Anteil der LANA'/CD31"-Zellen 20 %, 23 % sowie
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45 %.

Gemittelt ergibt sich aus den Ergebnissen, dass 77 % (s = 31,5 %) der
LANA"-Zellen CD31 exprimieren.

6.2.5.2 Spatstadium

In der Koexpression von LANA mit CD31 wurden im sarkomatoiden
Stadium 15 Falle untersucht. In 5 Fallen (33 %) sind alle LANA-positiven
Zellen auch CD31-positiv (CD31%).

In 6 Fallen (40 %) liegt der Anteil der LANA*/CD31*-Zellen im Intervall
von 80 % bis 100 %.

In 4 Fallen liegt der Anteil der LANA*/CD31"-Zellen bei 77 %, 42 %, 32 %
sowie 27 %.

Gemittelt ergibt sich aus den Ergebnissen, dass 81 % (s = 25,6 %) der
LANA*-Zellen CD31 exprimieren.
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Abbildung 5: Zeigt die Koexpression von LANA mit CD3L: Im Frihstadium (A), im Spéatstadium (B,C) sowie i
Darstellung der Ergebnisse als Boxplot (D).
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6.2.6 Ergebnisse der Koexpression von LANA mit CD34

Mit diesem Experiment lasst sich der Aneil von LANA-positiven Zellen
ermitteln, die CD 34 exprimieren (Abbildung 6)

6.2.6.1 Frihstadium

In der Koexpression von LANA mit CD34 sind im angiomatoiden Stadium
18 Falle des Kollektivs auswertbar.

In 4 Fallen (22 %) sind alle LANA-positiven Zellen CD34-positiv.

In 7 Fallen (39 %) liegt der Anteil der LANA/CD34"-Zellen im Intervall
von 80 % bis 100 %.

In 4 Fallen (22 %) liegt der Anteil der LANA*/CD34"-Zellen im Intervall
von 60 % bis 80 %.

In 3 Fallen ist der Anteil der LANA'/CD34"-Zellen bei je 50 %, 30 %
sowie 12 %. In einem Fall konnte LANA nicht nachgewiesen werden.

Gemittelt ergibt sich aus den Ergebnissen, dass 74,3 % (s = 30,8 %) der
LANA"-Zellen CD34 exprimieren.

6.2.6.2 Spatstadium

In der Koexpression von LANA mit CD34 konnten im sarkomatoiden
Stadium 20 Falle ausgewertet werden.

Davon sind in 12 Fallen (60 %) alle LANA-positiven Zellen CD34-positiv.

In 4 Fallen (20 %) liegt der Anteil der LANA/CD34"-Zellen im Intervall
von 80 % bis 100 %.

In einem Fall liegt der Anteil der LANA*/CD34"-Zellen bei 50 % und in 2

Fallen bei 20 %. In einem Fall konnte LANA nicht nachgewiesen werden.
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Gemittelt ergibt sich aus den Ergebnissen flir das sarkomatoide Stadium,
dass 85,3 % (s = 26,3 %) der LANA"-Zellen CD34 exprimieren.
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Abbildung 6: Zeigt die Koexpression von LANA mit CD34: Im Frihstadium (KS-A) und Spatstadium (KS-S) sovie
dargestellt als Boxplot.

6.2.7 Deskriptive Analyse der Ergebnisse von LANA m it
CD31 und CD34

In den Koexpressionen von LANA mit den Endothelzellmarkern CD31
und CD34 fallen unter Bertcksichtigung der Expression und der
Morphologie Eigenschaften des KS auf, die im Folgenden erwahnt

werden sollen.

6.2.7.1 Gefal3struktur der Spindelzellen im Spatstad  ium

In der Koexpression von LANA mit CD31 und CD34 werden auf Grund
des luminalen Expressionsmusters der Antigene Zellverbande zwischen

Spindelzellen sichtbar, die Ahnlichkeit mit GefaRen haben oder sogar
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GefalRen entsprechen. Haufig finden sich hier auch intraluminale
Erythrozyten und Leukozyten (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Zeigt gefaBahnliche Strukturen in der Koexpression von LANA mit CD34, die teilweise intréuminale
Erythrozyten und auch Leukozyten aufweisen (s.Pfeil).

6.2.7.2 Expression von LANA in Gefal3endothelzellen-  eine
qualitative Analyse

Unabhéangig von den Gefal3strukturen, die in den Spindelzellverbanden
auffallen, kénnen im Gesamtkollektiv Beobachtungen an ausgereiften
infizierten GefalRen durchgefuhrt werden, die Hinweise liefern kdnnten,
ob HHV 8 Blutendothelzellen oder Lymphendothelzellen infiziert. Eine
guantitative Analyse ist hierbei nicht mdglich, da es sich um einzelne
Beobachtungen handelt. Im Folgenden sind die Beobachtungen
zusammengefasst dargestellt. Sie lassen sich exemplarisch an den

Bildern in Abbildung 8 nachvollziehen.

CD34-positive Arterien, in denen der dreischichtige Wandaufbau deutlich
zu erkennen ist, sind im KS meist LANA-negativ (Abbildung 8A). LANA-
negative Gefalle kdnnen von LANA-positiven Zellen komplett umgeben
sein (Abbildung 8A,C). Unabhéngig von der Menge an LANA-positiven
Zellen in der Umgebung lassen sich LANA-positive Endothelzellen in
Arterien (Abbildung 8B) und anderen grof3en Gefal3en (Abbildung 8D,E)
nachweisen, die alle CD34 exprimieren. LANA-positive Zellen im

lockeren Zellverband, ohne Nachweis einer gefal3ahnlichen Struktur,
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exprimieren dagegen kein CD34 (Abbildung 8F). Zudem sind Gefal3e
aufgefallen, die sowohl LANA-positive als auch LANA-negative Zellen
aufweisen. Die LANA-positiven Zellen dieser Geféal3e exprimieren immer
CD34. Die LANA-negativen Zellen zeigen im Vergleich zu den LANA-
positiven Zellen keine oder nur eine sehr geringe Expression von CD34
(Abbildung 8G,H).
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Abbildung 8: Zeigt exemplarisch die Beobachtung vorGefaRen im KS in Bezug auf die Expression von LANAInd
CD34. A: LANA-negative Arterie. B: Mehrere LANA-positive Zellen in einer Arterie. C: LANA-negatives BlutgefaR.
D: LANA-positives BlutgefaR. E: LANA-positive und —negtive Gefale mit intravasalen Erytrozyten. F: LANA-

positive lockere Zellverbédnde neben CD34-positive@efalen. G und H: BlutgefaRe, die sowohl LANA-posive als
auch LANA-negative Endothelzellen besitzen.
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6.2.8 Zusammenfassung der Ergebnisse an KS-Biopsate n

Im Folgenden sind die gemittelten Ergebnisse der immun-

histochemischen Experimente zusammengefasst.

Stadium des LANA Ki67"  Ki67" p21* CD31" CD34"
Kaposi-Sarkoms LANA® LANA" LANA" LANA® LANA®
zu LANA zu Ki67 zu LANA zu LANA zu LANA
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Angiomatoides

A . Mittelwert: 13,9 2,7 6,5 80,2 76,5 74,3
Frihstadium
_____________________ Standardabw.. 104 37 77 197 315 308
Sarkomatoides \ elvert: 67,8 5,4 20,4 79,9 80,6 85,3
Spatstadium
Standardabw.: 11,1 4.4 5,6 22,7 25,6 26,3

Tabelle 5: Zeigt die gemittelten Werte der einzelnemmmunhistochem mischen Experimente.

6.2.9 Ergebnisse von LANA am Sektionsmaterial

In den 24 untersuchten Féllen von Sektionen liegt stets ein Kaposi-
Sarkom als Positivkontrolle vor. Es wird gezielt nach vereinzelten LANA-
positiven Zellen in verschiedenen Geweben gesucht, die keine rdumliche
Beziehung zum Kaposi-Sarkom aufwiesen. Hierbei wird Lympknoten,

Lunge, Milz und Leber untersucht.

6.2.9.1 Nachweis von LANA in Lymphknoten

In 17 Fallen konnte Lymphknotengewebe (LK) untersucht werden.
Davon war in 8 Fallen ein KS mit LANA-positiven Zellen im LK
nachweisbar. In drei Fallen (Sek. 19, 20, 21) zeigten sich LANA-positive

mononukleare Zellen, ohne Hinweis auf ein KS in der Umgebung.
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6.2.9.2 Nachweis von LANA in der Lunge

Von den 20 untersuchten Exzisaten der Lunge war in sechs Fallen ein
KS mit LANA-positiven Zellen nachweisbar. In drei Fallen (Sek. 7, 20,

21) zeigten sich vereinzelte LANA-positive mononukleare Zellen ohne
Hinweis auf ein KS (Abbildung 9).

Abbildung 9: Zeigt den Nachweis vereinzelter LANA-psitiver Zellen in Lymphknoten- (LK) und
Lungengewebe.
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6.2.9.3 Nachweis von LANA in der Milz

Von den 18 Milzpraparaten, die untersucht wurden, zeigte sich in einem
Fall ein KS. In acht Fallen waren LANA-positive mononukleére Zellen in

der weil3en Pulpa nachweisbar ohne Hinweis auf ein KS (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Zeigt den Nachweis von vereinzelten LNA-positiven Zellen in der Milz.
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6.2.9.4 Nachweis von LANA in der Leber

Von den 18 untersuchten Leberpraparaten zeigten sich in drei Fallen
(Sek. 7, 9, 20) vereinzelte LANA-positive mononukleare Zellen ohne
Hinweis auf ein KS. Dabei war in einem Fall eine LANA-positive Zelle
aufgefallen, die sich in der Mitose befindet (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Zeigt den Nachweis vereinzelter LANA-psitiver Zellen in der Leber.

6.2.9.5 Zusammenfassung der Ergebnisse des Sektions  materials

Bei den 21 Sektionen konnte in allen makroskopisch diagnostizierten KS
LANA nachgewiesen werden. In 15 Fallen fielen Kaposi-Sarkome auf,
obwohl makroskopisch kein KS vermutet wurde. In 16 Fallen ohne
mikroskopischem KS, konnten vereinzelte LANA-positive Zellen
nachgewiesen werden. Dabei entfallen 3 Praparate auf Lymphknoten, 3
auf die Lunge, 7 auf die Milz und 2 auf die Leber. Die genaue Verteilung

st der Tabelle 8 im Anhang zu entnehmen.
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7 Diskussion

In den letzten Jahrzehnten haben Erkenntnisse Uber die virale
Onkogenese wesentlich zum Verstandnis der Physiologie des Zellzyklus
und der Apoptose im Allgemeinen und der molekularen Onkologie im
Besonderen beigetragen. Obwohl bereits 1972, hundert Jahre nach der
Erstbeschreibung durch Moritz Kaposi (Kaposi 1872), im KS der
Nachweis von ,herpesahnlichen” Partikeln gelang (Giraldo 1972), kam
der wissenschaftliche Durchbruch auf diesem Gebiet erst 20 Jahre
spater mit dem Nachweis viraler DNA-Fragmente, die Homologien zu
Herpesviren-DNA aufwiesen (Chang 1994). Dies fuhrte schlief3lich zur
Entdeckung des Kaposi-Sarkom-assoziiertem Herpesvirus, das formal
als Humanes-Herpes-Virus 8 (HHV 8) bezeichnet wird (Boshoff 1995).

Mittlerweile wurde auf diesem Gebiet viel verdffentlicht. Dennoch bleiben
viele Fragen bezuglich der viralen Pathogenese von HHV 8, die bisher

nicht hinreichend geklart sind.
Wie gelangt das Virus vom Infektionsort zur Zielzelle des KS?
Welche ist die primare Zielzelle von HHV 8 im KS?

Wie ist die Entwicklung infizierter Zellen im Verlauf von Frih- zum
Spatstadium des KS, liegen sie vereinzelt oder in einem Zellverband

vor?

Wie hoch ist der Anteil von infizierten Zellen in Abh&ngigkeit des

Stadiums?

Geht die Proliferation im KS von infizierten oder womdglich von nicht-
infizierten Zellen aus und wie verhalt sich die Proliferationskinetik im KS,

verglichen mit der anderer HHV-8-assoziierter Erkrankungen?

Problematisch waren bisher Erorterungen in Bezug auf diese

Fragestellungen, weil HHV 8 im Gewebsverband bzw. an Ex-vivo-
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Material immunhistochemisch nicht nachzuweisen war. Mit der
Etablierung eines kommerziell erhaltlichen, stabilen Antikbrpers gegen
das virale ,Latenz-assoziiertes-nukleares Antigen“ (LANA) von HHV 8
anderte sich diese Ausgangsposition grundlegend, weil hiermit infizierte

Zellen sicher von nicht-infizierten Zellen unterschieden werden kdonnen.

In dieser Arbeit wird das KS mittels immunhistochemischer Detektion
von LANA im AIDS-assoziierten KS untersucht, um einen Beitrag zur
Klarung der genannten Fragestellungen zu liefern. Hierbei wurden
immunhistologische Untersuchungen an Obduktions- und
Exzisionsmaterial von ingesamt 61 Patienten mit HIV-assoziiertem KS
durchgefthrt. Dazu mussten technische Vorbedingungen geschaffen
werden. Zunéachst war der immunhistochemische Nachweis von LANA
an die Verhéltnisse des Obduktionsmaterials anzupassen. Aul3erdem
folgten umfangreiche Testreihen zur Etablierung von
Doppelexpressionsexperimenten, die bis dato nicht beschrieben,
aufgrund der Zellvielfalt im KS zur Differenzierung infizierter und nicht-

infizierter Zellen jedoch unabdinglich waren.

Im Folgenden werden Ergebnisse zur Quantifizierung von LANA in den
verschiedenen Stadien des KS, der Dissemination von LANA-positiven
Zellen im menschlichen Organismus und zur Koexpression mit
Zellmarkern und einzelnen Leitproteinen von Proliferation bzw. Zellzyklus

vorgestellt und diskutiert.

Zur Eroérterung der Dissemination von HHV 8, wie also HHV 8 zur
Zielzelle des KS gelangt, wurde Sektionsmaterial von 21 Obduktionen
auf vereinzelte HHV-8-positive Zellen in diversen Geweben untersucht
(s. 7.1).

Fur die Untersuchung von Fragestellungen, die direkt das KS betreffen,
dient ein Kollektiv aus insgeasmt 40 Exzisaten, das aus 20 FrUhstadien
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und 20 Spatstadien des KS besteht. Zum Fragenkomplex der primaren
Zielzelle von HHV 8 im KS wurden Koexpressionsversuche mit LANA
und den Endothelzellmarkern CD31 und CD34 durchgeflhrt (s. 7.2).

Zur genauen Quantifizierung des Anteils von HHV 8-positiven Zellen im
KS wurde eine Auszahlung LANA-positiver Zellen in Abhangigkeit des
Stadiums durchgeftihrt und diese auf die Gesamtzellzahl und zuséatzlich

auf die Zelldichte bezogen (s. 7.3).

Zum GrolRenwachstum bzw. zur Proliferationskinetik des KS wurden
Koexpressionen von LANA mit Ki67 und p21 durchgefihrt und die
Ergebnisse mit den Eigenschaften anderer HHV 8 assozierter

Erkrankungen verglichen (s. 7.4).

Die Ergebnisse dieser Experimente werden nachfolgend in gesonderten
Unterkapiteln diskutiert, jeweils mit dem Versuch einer Einordnung in

den aktuellen Kenntnisstand der formalen Genese des KS.

7.1 Dissemination mononuklearer LANA-positiver
Zellen

Bisher unklar ist, wie HHV 8 vom Infektionsort zu der Zielzelle gelangt,
die der Ausgangspunkt fur die Entstehung eines KS ist. HHV 8 wird
uberwiegend sexuell (Martin 1998), am ehesten orogenital Ubertragen
(Melbye 1998, Brambilla 2000, Dukers 2000, Osmond 2002). Ein
Charakteristikum des KS ist die haufig zeitgleiche multifokale
Manifestation. Demnach muss vor der Entstehung des KS eine
Dissemination von HHV 8 im Organismus vorliegen. Die Entstehung
eines KS an bestimmter Stelle hangt von Co-Faktoren ab. Ein wichtiger
Co-Faktor im AlDS-assoziierten KS ist das HIV-1 selbst bzw. dessen
Proteine (Sturzl 2001). Theroretisch denkbar ist die Dissemination von
freien Virionen. Die Affinitat von HHV 8 gegeniber B-Lymphozyten ist im
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Blut durch den Nachweis viraler DNA in CD19-positiven B-Zellen in
AlIDS-assoziierten KS-Patienten mehrfach belegt worden (Ambroziak
1995, Mesri 1996). Demnach sind die Dissemination und das Erreichen
der Zielzelle durch infizierte B-Zellen neben der Viramie ein maoglicher

Mechanismus.

Ob infizierte mononukleare Zellen auch in situ vorliegen und im
Interstitium zu finden sind, ist bisher noch nicht an einem groR3eren
Kollektiv untersucht worden. Hierfir wurde in dieser Arbeit der
immunhistochemische Nachweis von LANA am Obduktionsmaterial
etabliert. Anhand eines Kollektivs von insgesamt 21 Sektionsfallen von
HIV-Patienten mit mindestens einem KS konnten unterschiedliche
Gewebe (Lymphknoten, Lunge, Leber und Milz) untersucht werden.
Hierbei zeigten sich haufig mikroskopisch kleine Kaposi-Sarkome.
AulBerdem konnten in mehreren Praparaten vereinzelte mononukleéare
Zellen im Interstitium nachgewiesen werden, die sich nicht in o6rtlicher
Beziehung zu einem KS befinden. In 8 Praparaten der Milz konnten
LANA-positive mononukleare Zellen in der weif3en Pulpa nachgewiesen
werden sowie in drei Lymphknoten. Aber auch in nicht-lymphatischem
Gewebe konnte HHV 8 immunhistochemisch nachgewiesen werden. So
fanden sich vereinzelte LANA-positiven mononukledre Zellen im

Interstitium von drei Lungenpraparaten und zwei Leberpraparaten.

Demnach konnten HHV-8-infizierte mononukledre Zellen eine Rolle in
der Pathogenese des KS spielen, indem sie das Virus zu der Zielzelle
des KS transportieren. Ein weiterer Hinweis flr die Bedeutung von
infizierten ,Tragerzellen® in der Pathogenese des KS konnte in einer
Arbeit von Barozzi et al. gefunden werden. Es wurden
organtransplantierte Frauen untersucht, deren Spender Manner waren
und die im Verlauf ein iatrogenes KS entwickelten. In den HHV-8-

infizierten Zellen konnte mehrfach Y-chromosomale DNA nachwiesen
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werden, die offenbar von dem Spender abstammt (Barozzi 2003). In
diesen Fallen muss HHV 8 durch Tragerzellen aus dem Transplantat des

Organspenders in den Empfanger gelangt sein.

Das iatrogene KS tritt mit einer Inzidenz von 0,5 % bis 5,3 % auf
(Antman 2000). Meist ist die Ursache eine Reaktivierung von
persistierenden latenten Viren. Luppi et al. konnte an serologischen
Studien von 50 Fallen zeigen, dass in 16 Fallen (32 %) HHV 8 vom
Spender Ubertragen wurde (Luppi 2003). Somit kdnnte die Transfektion
durch infizierte Tragerzellen bei Organtransplantationen eine klinische

Relevanz besitzen.

Demzufolge ist denkbar, dass es nach der Transfektion zu einer Infektion
von B-Zellen kommt. Nach der Primérinfektion persistiert das Virus in B-
Lymphozyten mdglicherweise Uber Jahrzehnte in der latenten Phase.
Immunsuppressive Bedingungen, wie sie bei AIDS oder im Falle einer
Organtransplantation vorliegen, begilnstigen die Reaktivierung der
latent-infizierten Zelle. Co-Faktoren, wie HIV-1 im AIDS-assoziierten KS,
fuhren tGber Chemokine zu einer Invasion der infizierten B-Zelle in das
Interstitium. Die B-Zelle wird aktiviert, das Virus geht von der latenten in
die Iytische Phase mit der Synthese von parakrinen Proteinen und
Virionen Uber. Die parakrinen Proteine aktivieren potentielle Zielzellen
von HHV 8. AnschlieBRend fiihrt die Lyse der B-Lymphozyten zur
Freisetzung viraler Proteine und Virionen, die die Infektion der aktivierten
Zielzelle des KS zu Folge haben. Welche die eigentliche Zielzelle des KS

ist, wird im folgenden Abschnitt dargestellt.

7.2 Untersuchung zur endothelialen Zielzelle im KS

Seit der Erstbeschreibung des KS besteht Uneinigkeit tber die
Histogenese des KS. Nach dem derzeitigen Stand der Forschung wird
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angenommen, dass das KS von Endothelzellen abstammt, obwohl es
auch Marker von anderen Zelltypen exprimiert (Dupin 1999, MacPhalil
1996). Bisher ist noch nicht geklart, ob es sich bei den Endothelzellen,
die durch HHV 8 infiziert werden, um Lymphendothelien (LEC),
Blutendothelien (BEC), beide Zelltypen oder Vorlauferzellen der beiden

Zelllinien handelt.

Zur Erorterung dieser Fragestellung wurden Koexpressionen von LANA
mit den Endothelzellmarkern CD31 und CD34 durchgefiihrt. Sie dienen
der gezielten Betrachtung LANA-positiver Zellen in Bezug auf ihr
Expressionsverhalten. Neben der quantitativen Analyse des Experiments
sind in den Versuchen Unterschiede der Expression in Abhéngigkeit von
der Morphologie aufgefallen, was in Form einer deskriptiven Analyse in

diesem Abschnitt diskutiert werden soll.

7.2.1 Nachweis von CD31 und CD34 in LANA-positiven
Zellen und Gefalden

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass von der Uberwiegenden
Anzahl der LANA-positiven Zellen und unabhéangig vom Stadium sowohl
CD31 als auch CD34 exprimiert wird. Dieses Expressionsmuster ist flr
Blutendothelzellen (BEC), unreifen Lymphendothelzellen (LEC) oder
Vorlauferzellen typisch. In einer Arbeit von Wang et al. konnte in vitro
gezeigt werden, dass HHV 8 das Expressionsmuster der infizierten Zelle
verandert (Wang 2004). In dem verwendeten Modell zeigt sich eine
Veranderung des Expressionsmusters von infizierten LEC mit typischen
BEC-Markern. In diesem Modell konnte CD34 in infizierten LEC nicht
nachgewiesen werden, was mit der kurzen Infektionszeit von Wang
begrindet wird (personliche Korrespondenz mit Wang 2004). Aul3erdem

konnte gezeigt werden, dass mit HHV 8 infizierte BEC ihr
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Expressionsmuster in Richtung LEC verandern (Hong 2004). Daraus
ergibt sich, dass HHV 8 sowohl BEC als auch LEC in vitro infizieren
kann. Aul3erdem scheinen die infizierten Zellen ihr Expressionsmuster so
zu veradndern, dass sie der anderen Zellreihe ahnlich werden (Flore
2004). In den hier dargestellten Ergebnissen an Ex-vivo-Material zeigt
sich ein Expressionsmuster, das bei endothelialen Vorlauferzellen zu
erwarten ware, sie stutzen somit die Annahme, dass HHV 8 das
Expressionsmuster der infizierten Zelle in Richtung einer endothelialen

Vorlauferzelle verandert.

Einzelne Beobachtungen dieses Experimentes verdeutlichen, dass HHV
8 ausgereifte Gefalde infiziert. Die Beobachtungen sind exemplarisch in
der Abbildung 8 zusammengefasst. Meist sind ausgereifte Gefal3e im KS
LANA-negativ. Allerdings fallen auch groRere GefalRe mit LANA-
positiven Endothelzellen auf. Die hier nachgewiesenen LANA-positiven
GefalRe exprimieren CD34. Es sind auch Gefal3e aufgefallen, die nur
teilweise LANA-positiv sind. Die LANA-positiven Zellen dieser Geféal3e
exprimieren ebenfalls CD34, hingegen scheinen die LANA-negativen
Zellen dieser Gefal3e weniger CD34 zu exprimieren. Der Unterschied im
CD34-Expressionsmuster der nur teilweise infizierten Gefale konnte auf
eine Anderung des Expressionsmusters durch die Infektion, wie sie von

Wang et al. in vitro nachgewiesen wurde, hinweisen.

Mit Ausnahme von einigen wenigen Zellen, die in einem lockeren
Zellverband ohne deutliche Gefal3struktur vorliegen (Abbildung 8F),
exprimieren alle LANA-positiven Zellen CD34. Demnach hangt die
Expression von CD34 in LANA-positiven Zellen moglicherweise von der

Ausbildung eines Gefal3zellverbandes ab.
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7.2.2 Betrachtungen zum Zellverband im KS

Im angiomatoiden Frihstadium zeigen sich im KS Gefal3e, die im
Gegensatz zu regularen GefalRen dilatiert und unregelmalRig geformt
sind. Sie besitzen dinnere Wande mit flachen Endothelzellen und haben
Ahnlichkeit mit Granulationsgewebe (Gottlieb und Ackermann 1988). Im
Spatstadium hingegen imponieren in den histologischen
Standardfarbungen eher synzytiale Verbande von Spindelzellen, die
interzellulare spaltférmige Lumina aufweisen, sogenannte slit-like

vessels®, in denen haufig Erythrozyten zu finden sind.

Anhand der immunhistochemischen Koexpression von LANA mit den
Endothelzellmarkern CD31 und CD34 lassen sich morphologische
Besonderheiten der Spindelzellverbande des KS erkennen. Da die
Marker die Iuminale Membran anfarben, wird die Struktur der
Zellverbande besser sichtbar. Im Spatstadium des KS werden mit dieser
Methode Lumina sichtbar, die morphologisch GefalRen entsprechen. Bei
unterschiedlicher Schnittfiihrung durch die Zellverbande ist zu erkennen,
dass im Langsschnitt lineare und im Querschnitt zirkulare Strukturen
sichtbar werden. Aul3erdem zeigen sich intraluminale Erythrozyten und
Leukozyten, in den von CD34-positiven Zellmembranen ausgekleideten
GefalRen (Abbildung 7). Der Diameter der Lumina ist unterschiedlich.
Haufig kann in Querschnitten nur ein Zellkern nachgewiesen werden,

dessen Zelle das Gefal3lumen ausbildet.

Diese Beobachtung zeigt, dass im Spatstadium des KS von den
Spindelzellen strukturierte kapillare Gefal3e gebildet werden, wie es auch
iIm angiomatoiden Frihstadium der Fall ist. Mdglicherweise fuhrt auf
Grund der zunehmenden Zelldichte der steigende Druck des Gewebes
zu einer Kompression der Gefal3strukturen, so dass die typische

morphologische Anordnung der Spindelzellen in Form eines synzytialen
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Zellverbandes entsteht. Demnach sind die Tumorzellen des KS
unabhangig vom Stadium an der Bildung von Gefal3en beteiligt, wie es
beim Angiosarkom der Fall ist. Damit unterscheiden sie sich von anderen
Tumoren, wie z.B. Karzinomen oder Fibrosarkomen, bei denen zwischen

den nicht-neoplastischen Tumorgefal3en die Tumorzellen proliferieren.

7.3 Differenzierung der HHV-8-infizierten und nicht -
infizierten Zellen des KS mit LANA

Grundlegend fir weitere Betrachtungen zu den oben genannten
Fragestellungen sind der Nachweis und die Quantifizierung von LANA im
Kollektiv. Das Kaposi-Sarkom ist ein inhomogener Tumor, in dem neben
den tumorspezifischen Spindelzellen verschiedene Zelltypen anzutreffen
sind. Zu ihnen gehoren Gefalendothelien, Lymphozyten, Monozyten,
Mastzellen, neutrophile Granulozyten und Bindegewebszellen (Ensoli
1998, Blasig 1997, Ganem 1998). Auf Grund der Inhomogenitét ist nicht
eindeutig, welche Zellen des KS direkt oder indirekt an der Tumorgenese
beteiligt sind. Mit dem immunhistochemischen Nachweis von LANA kann
zwischen LANA-positiven infizierten Zellen und LANA-negativen Zellen

unterschieden werden.

Im Fruhstadium wird LANA im untersuchten Kollektiv, bezogen auf die
Gesamtmenge der Zellen, zu 14 % (s = 10 %) exprimiert. Im
Spatstadium betragt der Anteil von LANA-positiven Zellen 68 % (s = 11
%). Aus diesem Ergebnis geht hervor, dass LANA im Verlauf des KS
zunehmend exprimiert wird. Stellt man eine Korrelation zwischen LANA-
positiven Zellen und der Gesamtzellzahl auf, wird deutlich, dass mit
zunehmender Zelldichte bzw. Gesamtzellzahl auch der Anteil der LANA-
positiven Zellen steigt und der Ubergang zwischen Frih- und
Spatstadium flieBend ist (Abbildung 12). Dies erklart die hohen
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Standardabweichungen des Experiments. Sie ist durch die stufenlos
progrediente Entwicklung des KS bedingt. Somit ist anzunehmen, dass
die Stadieneinteilung einem Modell entspricht, das dem kontinuierlichen

Wachstum des KS nicht Rechnung tragt.

In zwei Fallen des angiomatoiden Frihstadiums (KS 10, KS 18) konnte
LANA nicht nachgewiesen werden, obwohl anhand der Morphologie ein
KS diagnostiziert wurde. Hierbei handelt es sich mdglicherweise um ein

sehr frihes Stadium des KS, in dem LANA noch nicht exprimiert wird.

Andere Arbeitsgruppen kommen zu Ergebnissen, bei denen die
Expression von LANA im Frihstadium zwischen 10 % und 30 % und im
Spatstadium Uber 90 % liegt (Dupin 1999, Katano 1999, Katano 2000).
Allerdings wurden die Ergebnisse durch Schatzungen ermittelt und nicht,

wie hier, ausgezahlt.

LAMA positive Zellen in Bezug auf die Gesamtzellzahl
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Abbildung 12: Korelatation zwischen Gesamtzellzahund LANA-positiver Zellen in Abhangigkeit des Stadiums in
Kaposi-Sarkom (Friihstadium als Vierecke, Spatstadim als Dreiecke dargestellt; GF = Gesichtsfeld).
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7.4 Diskussion der Dignitat HHV-8-assoziierter
Erkrankungen

In der folgenden Diskussion soll anhand der Koexpressionsversuche von
LANA mit Ki67 und p21 die Proliferation im Kaposi-Sarkom né&her
beurteilt werden. In Zusammenschau des derzeitigen Standes der
Forschung wird in einem Modell dargestellt, wie gewisse Faktoren an der
Pro- bzw. Regression des KS beteiligt sind. In den danach folgenden
zwei Abschnitten werden beziglich der Dignitat Vergleiche zu den
anderen beiden HHV-8-assoziierten Erkrankungen, dem Primary
effusion Lymphom (PEL) und dem multizentrischen Typ des Morbus
Castleman (MCD), gezogen.

7.4.1 Beurteilung der Proliferation im Kaposi-Sarko  m

Die Uneinigkeit Uber die Dignitat des Kaposi-Sarkoms lasst sich bis zu
dessen Erstbeschreibung durch Moritz Kaposi im Jahre 1872 zurlck-
verfolgen. Bis heute ist nicht geklart, ob es sich bei dem KS um eine
reaktive Proliferation handelt, um eine monoklonale Erkrankung oder um
eine stadienabhéngige Entwicklung, die von einer reaktiven Proliferation
zu einer monoklonalen Erkrankung verlauft. Zur Klarung dieser Frage ist

es wichtig, mehr Gber die proliferativen Eigenschaften im KS zu erfahren.

Anhand von immunhistochemischen Koexpressionen von LANA und
Schlisselproteinen des Zellzyklus kann die Proliferationskinetik von
LANA-positiven und LANA-negativen Zellen des KS differenziert
betrachtet werden. Diesbezuglich wurde in dieser Arbeit LANA mit dem
Proliferationsmarker Ki67 und mit dem Cyklinkinase-Inhibitor p21

koexprimiert.

Bei dieser Koexpression wird deutlich, dass nur ein geringer Teil der
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LANA-positiven Zellen Ki67 exprimiert. Im Frihstadium sind es 2,7 %, im
Spatstadium 5,4 %. Der Anteil der LANA-positiven proliferierenden
Zellen im KS, bezogen auf die Gesamtmenge der proliferierenden
Zellen, ist ebenfalls gering. Im Frihstadium sind nur 6,5 % aller
proliferierenden Zellen LANA-positiv, im Spéatstadium sind es hingegen
20,4 %. Daraus lasst sich schlie3en, dass im KS mehr LANA-negative
als LANA-positive Zellen proliferieren, obwohl im Verlauf eine Zunahme

der LANA-positiven proliferierenden Zellen vorliegt.

Anders verhalt es sich mit dem Nachweis von p21 im KS. Die
Koexpression zeigt, dass in beiden Stadien zirka 80 % der LANA-
positiven Zellen p21 exprimieren. Aus der geringen Proliferation und der
starken Expression von p21 kann man schlief3en, dass sich ein Grol3teil
der LANA-positiven Zellen in einem p2l-abhéangigen Zyklusarrest
befindet. Diese Ergebnisse werden in anderen Arbeiten bestétigt.
Demnach konnte in einem anderen Kollektiv ein geringer Anteil von
Ki67-exprimierenden Zellen unter den LANA-positiven Zellen
nachgewiesen werden (Payakurel 2004). Weitere Hinweise fur eine
geringe Proliferation in den Spindelzellen sind eine aul3erst geringe
Mitoserate der Spindelzellen (Hong 2002) und flowzytometrische
Untersuchungen, die einen geringen Teil von Spindelzellen in der S-
oder G2-Phase im KS finden (Bisceglia 1992, Kaaya 2000).

Auf der Basis der hier ermittelten Ergebnisse und unter Berlcksichtigung
des derzeitigen Stands der Forschung ist ein Modell denkbar, das die
Einflussnahme von HHV 8 in der Regulation des Zellzyklus im KS zu

erklaren versucht. Im folgenden soll dieses Modell erlautert werden.

7.4.1.1 Proliferation nicht-infizierter ZellenimK S

Lytisch infizierte Zellen setzen vor dem Zelluntergang, der zu einer
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massiven Freisetzung von Virionen fuhrt, parakrine Proteine frei. Zu
diesen gehtéren vGPCR, vMIP 1-3 und viL 6. Sie haben sowohl
proliferative, angiogenetische als auch selektiv-chemoattraktive
Eigenschaften auf benachbarte Zellen. Sofern sich diese Zellen nicht im
Zyklusarrest befinden, konnen sie sich unter dem Einfluss dieser
mitogenen Stimuli teilen. Wir gehen davon aus, dass diese Proteine
benachbarte, nicht-infizierte Zellen aktivieren, um eine darauffolgende
Infektion mit den freien Virionen, die durch die Lyse der infizierten Zelle

freigesetzt werden, zu ermdglichen.

Bei Immunkompetenz verhindern anti-virale Faktoren die Aktivierung der
benachbarten Zellen. Ein Beispiel ist der Einfluss von IFN-a im KS, der

bereits im Kapitel 3.6.3 erlautert wurde.

Immundefizienz, beispielsweise durch einen IFN-Rezeptordefekt
(Camicioglu 2004), Chemotherapie nach Organtransplantation oder eine
HIV-Infektion, beglnstigt die Progredienz des KS, indem die
benachbarten Zellen an der Aktivierung nicht gehindert werden kdnnen.

7.4.1.2 Proliferation infizierter Zellen im KS

Die proliferierenden infizierten Zellen muissen gesondert betrachtet
werden. Wir konnten zeigen, dass ein geringerer Anteil von LANA-
positiven Zellen im Vergleich zu den LANA-negativen Zellen proliferiert.
Im Spétstadium, also im vortgeschrittenen Verlauf der Erkrankung,
nimmt der Anteil proliferierender LANA-positiver Zellen zu. Welchen
Einfluss latente virale Proteine, wie vCyc und LANA, auf den Zellzyklus
infizierter Zellen haben, ist unklar. Aufgrund des geringen Anteils
proliferierender infizierter Zellen gehen wir davon aus, dass beide
Proteine nicht zu einem autonom ablaufenden Zellzyklus fihren. Im

folgenden Abschnitt wird diese Annahme begrtindet und in Abbildung 13
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schematisch dargestellt.

Das virale Protein vCyc ist nur gering in den infizierten Zellen
nachweisbar (Canell 1999). Es aktiviert die Zelle nur in einem p53™-
Knockout Modell (Verschuren 2002). Eine Expression von vCyc in
anderen Zellen fuhrt dagegen zu einer Akkumulation von p53 mit
nachweisbarem Zyklusarrest und Apoptose (Ojala 1999, Ojala 2000,
Verschuren 2002, Verschuren 2004). Im KS akkumuliert p53 allerdings
und ist funktionsfahig (Katano 2001). Auflerdem scheinen im KS
Mutationen im p53-Gen keine Rolle zu spielen (Scinicariello 1997, Zietz
1998Db).

Unter welchen Bedingungen eine infizierte Zelle proliferiert, bleibt unklar.
Es konnte aber gezeigt werden, dass eine Phosphorylierung des vCyc-
cdk6-Komplexes durch die zellulare cyclinaktivierende Kinase (CAK)
hierfir notig ist. AulBerdem werden weitere zellulare Cyclin-Cdk-
Komplexe bendétigt, um einen Zellzyklus zu induzieren, an dem vCyc
beteiligt ist (Ellis 1999, Mann 1999, Jeffrey 2000, Kaldis 2001, Child
2001).

LANA interagiert mit der hypophosphorylierten Form des Retinoblastoma
Proteins (Rb) (Radkov 2000). Wie bereits in Kapitel 3.5.1.4 erlautert,
gehen wir davon aus, dass diese Interaktion keine Zelltransformation
bewirkt. Erst ein mitogener  Stimulus, der zu einer
Hyperphosphorylierung vom Rb mit konsekutiver Dissoziation von LANA,

aktiviert die Zelle.

Zusammenfassend gehen wir davon aus, dass in den infizierten Zellen
des KS kein unkontrollierter Zellzyklus vorliegt, wie er bei Tumorzellen
nachgewiesen werden kann. Mdglicherweise ist von einer viral
kontrollierten  Zellzyklusregulation — auszugehen. LANA  koOnnte

demzufolge die Zellproliferation durch die Interaktion mit Rb sogar
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verhindern und erst die Dissoziation der Proteine kdnnte die Proliferation
ermoglichen, bei der vCyc dann eine Rolle in der Progression des

Zellzyklus spielen koénnte.

vGPCR|| vMIP's || vIL-6 | [ IFNa |
VEGF
[ Zellmembran é
R
\ Mitogene Stimli |
|
I p21
| 1 ®

VCye-Cdk6| —
3

*—

1. Chatterjee 2002; 2. Child 2001; 3. Kaldis 2001, Child 2001, Swanton 1997; 4. Bais 1993, Yang 2000; 5. Friborg 1999

Abbildung 13: Zeigt die Abhangigkeit der Progressia des Zellzyklus von viralen Proteinen des HHV 8. hter
welchen Umstanden es zur Progression kommt, hangbm den viralen, zelluldren und extrazellularen par&rinen
Bedingungen ab.

7.4.2 Differenz im Expressionsmuster von KS und Pri mary
Effusion Lymphoma (PEL)

Sowohl das Kaposi-Sarkom (KS) als auch das Primare
Effusionslymphom (PEL) sind HHV-8-assoziierte Erkrankungen, deren
infizierte Zellen sich zu tber 90 % in der latenten Phase befinden und
LANA-positiv sind (Staskus 1997, Zhong 1996). Bezuglich der
Expression der untersuchten proliferativen Faktoren zeigen sich bei
beiden Erkrankungen deutliche Differenzen, die hier erwdhnt werden
sollen. Der Anteil von p2l-exprimierenden latenten Zellen im PEL liegt
unter 5 % (Wu 2002). Im Vergleich exprimieren 80 % der infizierten
Zellen des Kaposi-Sarkoms p21. Ki67 wird dagegen im PEL in Uber 90
% der Zellen exprimiert (Carbone 2000, O’Donnovan 2001), im KS sind
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es weniger als 6 % der infizierten Zellen.

Dieser Vergleich zeigt, dass im KS andere proliferative Bedingungen
vorherrschen als im PEL. Mdoglich wére, dass beim PEL das
Gleichgewicht zwischen regressiven und progressiven Faktoren stark zu
Gunsten der progressiven Faktoren verschoben ist, so dass der
Zellzyklus im PEL quasi unkontrolliert ablaufen kann, dagegen im KS der

Zyklus regulativen Mechanismen unterliegt.

Die Regulation des Zellzyklus ist stark von den Cyklinkinase-Inhibitoren
(CKI) abhangig. Die Dysfunktion der CKI's und speziell von p16 im PEL
Ist fir die Zyklusprogression infizierter Zellen wichtig. Verschuren et al.
konnten zeigen, dass eine Dysfunktion im p53-Signallbertragungsweg
fur die komplette G1/S-Transition des Zellzyklus unter Einfluss des
viralen Cyclins (vCyc) von HHV 8 notwendig ist (Verschuren 2002,
Verschuren 2004). AulRerdem konnten Platt et al. zeigen, dass eine
ektope Expression von pl6 in PEL-Zelllinien einen Zyklusarrest
induzieren kann (Platt 2002). Demnach ware moglich, dass die
Dysfunktion von p16™*® und p14”**F im PEL zusammen mit dem Einfluss

von vCyc einen autonom ablaufenden Zellzyklus bewirkt.

Untersuchungen zu diesem Thema stehen noch aus. So ist bisher
unklar, ob der Verlust von pl6 in vCyc-transfizierten Zellen &hnliche
Folgen aufweist wie der Verlust von p53 oder pl4. Aul3erdem waére
interessant, ob eine ektope Expression von p2l1 in latent infizierten
Zellen der PEL-Zelllinien einen Zyklusarrest induzieren kann, wie es Platt
et al. fur p16 zeigen konnten (Platt 2002).

Die Ergebnisse konnten das pathogenetische Pendant zu den
Differenzen der oben beschriebenen Expressionsmuster zwischen KS

und PEL darstellen. Im PEL fihrt eine Stérung der Zykluskontrolle durch

ARF
4

Funktionsverlust von CKI's (p16, p21) sowie pl zusammen mit vCyc
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zum autonom ablaufenden Zellzyklus. Dagegen bleibt im KS die
Zykluskontrolle Uber die Regelmechanismen funktionsfahig, wird

allerdings uber virale Prozesse reguliert.

7.4.3 Vergleich des KS mit dem multizentrischen Typ des
Morbus Castleman (MCD)

Im Gegensatz zum monoklonalen PEL liegt beim multizentrischen Typ
des Morbus Castleman (MCD) eine lymphoproliferative Dysfunktion vor.
Wenige mit HHV 8 infizierte lytische Zellen produzieren im MCD
parakrine Faktoren, die nicht-infizierte B-Zellen zum Wachstum
stimulieren (Parravicini 1997, Dupin 1999, Katano 2000). Zu diesen
Faktoren z&hlen unter anderem viL 6, die drei viralen MIP’s und vGPCR.
Im KS befindet sich ebenfalls ein ganz geringer Anteil an Iytischen HHV

8-infizierten Zellen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Groldteil der
proliferierenden Zellen des KS LANA-negativ ist. Das in Kapitel 7.4.1
dargestellte Modell zeigt, dass mdglicherweise die Progression des KS
ahnlich wie beim MCD durch diese parakrinen Faktoren bedingt wird.
Unklar ist, warum beim KS hauptsachlich Endothelzellen infiziert werden

und beim MCD vorrangig B-Zellen betroffen sind.
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8 Zusammenfassung

Bei dem Kaposi-Sarkom (KS) handelt es sich um eine eng mit dem
Humanen-Herpes-Virus 8 (HHV 8) assoziierte vaskulare Neoplasie. Die
Etablierung eines kommerziell erhaltlichen, stabilen AntikGrpers gegen
das virale ,Latenz-assoziierte-nukleare Antigen“ (LANA) von HHV 8
ermoglicht den Nachweis HHV-8-infizierter Zellen an Ex-vivo-
Paraffinmaterial. In dieser Arbeit wird diese Methode an einem Kollektiv
aus insgesamt 61 Patienten mit HIV-assoziiertem KS angewendet, um
einen Beitrag zur Beantwortung von bislang ungeklarten Fragen nach
der quantitativen Verteilung von HHV 8 im Organismus und zur formalen
Pathogenese des KS zu leisten. Das Kollektiv besteht aus
diagnostischen Exzisaten (20 Fruh- und 20 Spatstadien des KS) sowie
aus 21 Sektionsfallen mit KS wovon Lympknoten, Leber-, Milz- und

Lungengewebe untersucht wurden.

Durch die Etablierung und Auswertung technisch aufwendiger
immunhistochemischer Doppelfarbeexperimente mit dem viralen Protein
LANA und verschiedenen strukturellen und regulatorischen
Humanproteinen (CD31, CD34, Ki67 und p2l1l) sowie durch die
Anpassung des LANA-Nachweises an Autolyse- bzw. Sektionsmaterial

kommen wir in der vorliegenden Arbeit zu folgenden Ergebnissen:

Die KS-Progression geht von der Proliferation nicht-infizierter Zellen aus.
Dies spricht flr ein parakrin-stimuliertes KS-Wachstum und stitzt
Hypothesen, die das KS als viral-getriggerte, reaktive Angioproliferation
einstufen. Aul3erdem unterscheidet dieser Befund das KS von dem
ebenfalls HHV-8-assoziiertem ,Primaren Effusions Lymphom“ (PEL),

dessen Progression ein autonomer Zellzyklus zugrunde liegt.

Weitere Ergebnisse dieser Arbeit stitzen die mittels In-vitro-

Experimenten von Wang et al. aufgestellte Hypothese, dass HHV 8 das
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Expressionsmuster der infizierten Zellen in Richtung der endothelialen
Vorlauferzelle verandert. Durch Koexpressionsexperimente  mit
Endothelzellmarkern kann aul3erdem gezeigt werden, dass die HHV-8-

infizierten Zellen an der GefalR3bildung im KS direkt beteiligt sind.

Schlie3lich lassen sich im  Sektionsmaterial HHV-8-infizierte
mononukledre Zellen in mehreren Organen als disseminierte
Einzelzellen aulerhalb der klinisch/makroskopisch sichtbaren KS-
Lasionen nachweisen, und es finden sich mikroskopisch kleine KS-
Frihstadien. Der bisher nur in vitro durch den Nachweis von HHV-8-
infizierten Zellen im Blut vermutete formalpathogenetische Weg, wonach
HHV-8-infizierte mononukleéare Zellen zur Infektion der endothelialen KS-
»Zielzellen® beitragen, wird somit ex vivo an dem Untersuchungskollektiv

histomorphologisch belegt.
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10 Anhang

Patientendaten

Angiomatoides Frihstadium des KS

Case Sex Age Lokalisation Stage LANA Ki67" Ki67" p21*  CD31" CD34"
LANA® LANA® LANA® LANA® LANA"
zu LANA zu Ki67 zu LANA zu LANA zu LANA

No. mw J AIS (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 m 29 PE Haut A 10 6 16 100 94 0
2 m 33 PE Haut A 34 1 7 94 n.u. 12
3 m 50 PE Haut A 14 0 0 86 23 83
4 m 34 PE Haut A 12 0 0 72 n.u. 100
5 m 45 PE Haut A 36 0 0 20 n.u. 94
6 m 49 PE Haut A 13 0 0 90 n.u. 100
7 m 44 PE Haut A 8 1 12 73 n.u. 82
8 m 43 PE Haut A 10 7 16 78 20 30
9 m 48 PE Haut A 2 2 96 45 76
10 m 56 PE Ricken A 0 0 100 100 100
11 m 44 PEOSre A 13 4 6 91 n.u. 83
12 m 36 PE Haut A 21 1 2 73 82 91
13 m 63 PEOSre A 0 0 100 85 50
14 m 36 PE Haut A 0 0 58 100 100
15 m 39 PE re Flanke A 26 4 12 80 98 89
16 m 44  PE Haut A 23 1 8 78 95 79
17 m 42 PE Haut A 13 8 75 n.u. 73
18 m 41 PE Haut A 0 13 27 n.a. 100 94
19 m 36 PE Haut A n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
20 m 33 PE Haut A n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

Mittelwert (angiomatoides Stadium): 13,9 2,7 6,5 80, 2 76,5 74,3
Standardabweichung: 10,4 3,7 7,7 19,7 315 30,8

Tabelle 6: Patientendaten der KS-Biopsate im angiontaidem Stadium. Case No. = Fallnummer, Age = AlterSex =
Geschlecht, Stage = KS-Stadium (A = Angiomatoidesr#hstadium, S = Sarkomatoides Spatstadium), m = maniich,
w = weiblich, J = Jahre, n.a. = nicht auswertbar, ru. = nicht untersucht.
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Sarkomatoides Spatstadium des KS

Case Sex Age Probeentnahme Stage LANA  Ki67"  Ki67" p21*  CD31" CD34"

(PE) LANA® LANA® LANA® LANA® LANA"
zu LANA zu Ki67 zu LANA zu LANA zu LANA

No. miw J Lokalisation A/S (%) (%) (%) (%) (%) (%)
21 m 33 PE Sinus Piriformis S 75 9 34 89 100 20
22 m 35 LK Hals S 52 2 21 99 87 100
23 m 43 PE Gehorgang re S 65 1 12 93 27 100
24 m 47 PE M-Schleimhaut S 44 1 20 85 98 100
25 m 54 Uvula S 70 13 25 99 89 n.a.
26 m 49 PE Haut S 66 8 27 100 n.a. 100
27 m 37 LK S 61 4 19 98 92 100
28 m 36 PE-Weichgewebe S 51 4 20 99 81 100
29 m 42 PE Weichgewebe S 49 4 16 90 100 100
30 m 24 PELK S 77 3 20 37 32 90
31 m 40 PE M-Schleimhaut S 78 9 24 94 100 80
32 m 35 PE-Weichgewebe S 72 4 17 90 n.a. 80
33 m 33 PE-Weichgewebe S 72 4 17 95 42 100
34 m 32 PELK S 71 3 22 99 n.a. 100
35 m 61 PE Tumor perianal S 70 3 30 52 100 20
36 m 38 PE Gaumenbogen S 83 6 11 n.a. 84 100
37 m 59 PE M-Schleimhaut S 72 3 18 50 n.a. 80
38 m 34 PE Zungengrund S 71 19 16 50 n.a. 100
39 m 35 PE Haut S 83 4 21 50 100 100
40 m 59 PE Rachen S 74 3 17 50 7 50

Mittelwert (sarkomatoides Stadium): 67,8 5,4 20,4 79,9 80,6 85,3

Standardabweichung: 11,1 4,4 5,6 22,7 25,6 26,3

Tabelle 7: Patientendaten der KS-Biopsate im sarkomaidem Stadium. Case No. = Fallnummer, Age = AlterSex =
Geschlecht, Stage = KS-Stadium (A = Angiomatoides#hstadium, S = Sarkomatoides Spéatstadium), m = maénich,
w = weiblich, J = Jahre,
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Nachweis von LANA in Geweben von Sektionsfallen

Case Sex Age Nachweis von mononuklearen LANA-positiven Zellen in

miw J KS LK Lunge Milz Leber
Sek. 1 m 44 + - - n.u. n.u
Sek. 2 m 44 + - - n.u. n.u.
Sek. 3 m 50 + - n.u -
Sek. 4 m 40 + - - - -
Sek. 5 m 27 + KS + + +
Sek. 6 m 44 + KS KS + +
Sek. 7 m 34 + KS - - -
Sek. 8 m 25 + KS KS KS -
Sek. 9 m 41 + KS KS - -
Sek. 10 m 29 + - - - -
Sek. 11 m 40 + KS - - -
Sek. 12 m 34 + n.u. - - -
Sek. 13 m 42 + KS - + -
Sek. 14 m 70 + KS - - -
Sek. 15 m 26 + - KS - -
Sek. 16 m 36 + + KS n.u n.u
Sek. 17 m 48 + + +
Sek. 18 m 66 + + + + -
Sek. 19 m 35 + n.u. - + -
Sek. 20 m 43 + n.u. KS + -
Sek. 21 m 30 + n.u. - n.u. -

Tabelle 8: Nachweis von mononukledren LANA-positivenZellen in diversen Geweben von Sektionsféllen. KS =
Kaposi-Sarkom, LK = Lymphknoten, n.u. = nicht untersuwcht.

Parameter der Immunhistochemischen Monoexpression

Primar- Hersteller Verdiinnung/  Parameter Parameter Detektions- Peroxidase-
Antikorper Medium Vorbehandlung Inkubation Kit Block
BAX Zymed 1:150/DM 30' TRS9 MW 60’ RT ABC Elite H>0->
BCL-2 DAKO 1:30/DM 30' TRS6 MW 60’ RT ABC Elite H>0->
BCL-X. Zymed 1:50/DM 30' TRS6 MW 60’ RT ABC Elite H>0>
CD31 DAKO 1:30 30" Prot.24, RT 60'RT APAAP-M -
CD34 Serotec 1:50 - 60’ RT APAAP-M -
LANA (HHV 8) ABI (Tebu) 1:8000/DM 30' TRS6 MW 60’ RT ABC-Elite-Rat H>0->
MIB-1 (Ki67) Dianova 1:50/DM 30' TRS6 MW 60’ RT APAAP-M -

P21 Oncogene 1:100/DM 30' TRS6 MW 60’ RT LSAB H202
P53 DAKO 1:20/RM 30’ Citrat MW 60’ RT LSAB H202

Tabelle 9: Parameter der immunhistochemischen Monogxessionen der Primarantikérper, die in der Arbeit fur die
Koexpression ausgetestet werden (Abklirzungen: s. Atirzungsverzeichnis)
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Reagenzien, Verbrauchsmaterialien und Gerate

3-Amino-9-Ethyl-Carbazol, Art. A-5754, Sigma
AECH+, rot, Ready-To-Use, Art. K-3461, DAKO
Aqua ad iniectabilia, Art. BBR3000970, Braun
Aqua dest, Institutseigene Destillationsanlage
BCIP/NBT®, blau-violett, SK-5400, Vector
Brutschréanke 55C; 37C

Blockingreagenz fiir endogene Peroxidase, S-2001,
DAKO

Brij-Konzentrat (Brij 35), Art. 1894, Merck
DAB+, braun, Ready-To-Use, Art. K-3467, DAKO

DAB(Cobalt) = HistoMark BLACK, schwarz, Art. 54-
75-00, KPL

DAB(Kupfer) = HistoMark ORANGE, orange, Art.
54-74-00, KPL

“DAKO-Medium” = Antibody Diluent with
Background Reducing Components,

Art. S-3022, DAKO

Deckglaser, Menzel

Aqua bidest, Kerndl

DMSO (Dimethylsulfoxid), Art. 2912, Merck
Dinatriumhydrogenphosphat p.A., Art. 6580, Merck
Eppendorf Reaktionsgefalie, Eppendorf
Ethanol absolut, Art. 100983,Merck
Faranount Aqueous, Art. S-3025, DAKO
Fast red, rot, Art. F-4523,Sigma
Formaldehyd (37 %),Sigma

Hamatoxylin, Art. H-3401, Vector
Humanserum, Art. H-1388, Sigma

Kaisers Glyceringelatine, Art. 9242, Merck
Mikrotom, Jung

Mikrotomklingen, Feather

Natriumacid, Art. S-2002, Sigma
Natriumchlorid p.A., Art. 6404, Merck

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat p.A., Art.
6346, Merck

Natronlauge 1N, Art. 9137, Merck
Orcein, Art. 71-01-01, KPL

Paraplast, Vogel

Perhydrol p.A. 30 %, Art. 7209, Merck

PT=0,1% Proteinase XXIV, Art. P-8038, Sigma-
Aldrich

Rinderserum, Art. S-9115, Biochrom

RPMI 1640 Medium (10x), Art. F-1225, Biochrom
Salzséure (1 N), Art. 1789, Merck
SuperFrost/Plus-Objekttrager, Art. 041300, Menzel

TRS-6 (Target retrival solution ph 6, 10x), Art. S-
1699, DAKO

TRS-9: (Target retrival solution ph 6, 10x), Art. S-
3307, DAKO

Tri-Natriumzitrat-Dihydrat p.A., Art. 6448, Merck
Trisma-Base (Trometamol), Art. T-1503, Sigma
Trismahydrochlorid, Art. T-3253, Sigma
True-Blue, blau, Art. 71-00-65, KPL

TPX Plastikkiivetten fur die Mikrowelle, Braun
Vectamount, Art. H-5000, Vector

Vector blue®, blau, Art. SK-5300, Vector

Vector NovaRED®, rot, SK-4800, Vector

Vector Sg®, blau-grau, Art. SK-4700, Vector
Vector VIP®, violett, Art. SK-4600, Vector

Xylol, Art. 8681, Merck
Zitronenséure-Monohydrat p.A., Art. 0244, Merck
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Rezepturen

3-Amino-9-Ethyl-Carbazol-Losung (AEC-LAsung)
20 mg AEC

I6sen in:

12 mlDimethylsulfoxid (DMSO)

100 mi PBS-Puffer fiur AEC-L6sung
ad 200 ml Aqua dest.

10 pl Perhydrol p.A.

mischen, filtern

Brij-Stammldsung
60 ml Tris-Puffer

20 mlBrij-Konzentrat

Citrat-Puffer
9 ml Stammlésung A (21,01 g 0,1 M Zitronenséaure ad 1000 ml Aqua dest.)

41 mlStammldsung B (29,41 g 0,1 M Natriumcitrat ad 1000 ml Aqua dest.)
450 ml Aqua dest.
einstellen auf pH 6

Blockierung von HRP-Systemen bei Koexpressionen (Sp  eel 1994)
10 ml 1N HCI

90 mlAqua dest.

7,5 % H,0O,-L6sung
150 ml H,O
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PBS-(Phosphat gepuffertes Salin) fur AEC-L6sung

0,93 ¢ Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat p.A.
3,18 g Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat p.A.
21,039 Natriumchlorid p.A.

I6sen in:

ad 25| Aqua dest.

5 ml Brij-Konzentrat (Brij 35)
pH auf 5 — 5,5 einstellen mit 1 N HCI

.,Rotes Medium*
225 ml Aqua ad iniectabilia (Braun)

25 mIRPMI 1640 Medium (10x Konzentrat)
25 mIRinderserum, inaktiviert

0,250 g Natriumazid

pH auf 7,4 mit 1 N NaOH einstellen

Tris-Brij-Puffer
51 Tris-Puffer
5 ml Brij-Stammldsung

Tris-Puffer
43909 Natriumchlorid p.A.
34,259 Trismahydrochlorid

4,5 g Trisma-Base (Trometamol)
as 5 | Aqua dest.
pH auf 7,5 einstellen

Detektionskits flr die Immunhistochemie

ABC-Elite ®-Peroxidase Kit (Mouse +Rabbit 1gG), Art. PK-6200, Vector
ABC-Elite ®-Peroxidase Kit (Rat IgG), Art. PK-6104, Vector

LSAB -Kit (System 500), Art. K-0681, DAKO

Envision ®-HRP, Art. K-4000, DAKO
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APAAP-Maus:

Sekundarantikdrper : Immunglobuline (polyklonal, Rabbit Anti-Maus), Art. Z-0259,
DAKO, ansetzen 1:25 mit der Stammlésung (Humanserum : Rotes Medium = 1:7)

Anti-AP Antikdrper (Maus, Monoklonal), Art. D-0651, DAKO ansetzen 1 : 50 mit
.,Rotem Medium*

APAAP-Ratte:

Sekundarantikdrper : Immunglobuline (polyklonal, Rabbit Anti-Rat), Art. Z-0455,
DAKO ansetzen 1:50 mit der Stammlésung (Humanserum : Rotes Medium = 1:7)

Anti-AP Antikorper (Ratte, Monoklonal) Art. D-0488, DAKO ansetzen 1:50 mit
.,Rotem Medium*

APAAP spezial: Detection Kit APAAP, Mouse, Art. K-5000, DAKO
Daraus verwendete Reagenzien:
A: Sekundarantikdrper (Ready-To-Use)
B: Anti-AP-Antikorper (Ready-To-Use)

Firmenverzeichnis

Advanced Biotechnologies® Columbia,USA

Biochrom AG Berlin
Boehringer® Mannheim
Braun® Melsungen
Calbiochem® Cambridge,USA
DAKO® Carpinteria, USA
Dianova® Hamburg
Feather® Tokio, Japan
Jung® Heidelberg
Kerndl® WeiRenfeld
KPL® Gaithersburg,USA
Menzel® Wiesbaden
Merck® Darmstadt
Microm International® Walldorf
Novocastra® Newcastle,UK
Oncogene® Darmstadt
Serotec”® Wiesbaden
Sigma® St. Louis,USA

Sigma-Aldrich® Chemie
Vector® Laboratories
Vogel®

Zymed®

Deisenhofen
Burlingame,USA
Giessen

San Francisco,USA
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