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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 MiRNAS
1.1.1 Geschichte

Bei Mikro-Ribonukleinsduren (miRNAs) handelt es sich um kleine RNA-Abschnitte mit
einer Lange von ca. 18-22 Basenpaaren. Sie haben keine kodierenden Eigenschaften, grei-
fen jedoch vielfach regulierend in den Zellzyklus ein (Eulalio et al. 2008; Wu und Belasco
2008).

Die Forschungsgruppe um Rosalind C. Lee und Viktor Ambros entdeckte bereits 1993 in
der Fadenwurm-Gattung Caenorhabditis elegans das Gen lin-4, welches fiir kleine RNA-
Sequenzen kodiert (Lee et al. 1993). Lin-4 nimmt Uber die Regulation von lin-14, einem
weiteren Gen von C. elegans, Einfluss auf das Wachstum und die Entwicklung der Larve
des Wurmes (Wightman et al. 1991): die von lin-4 kodierten Nukleotidsequenzen zeigten
sich teilweise komplementar zum 3°-untranslated-region(3"UTR)-Ende der lin-14-mRNA,
sodass die Vermutung aufgestellt wurde, dass ber eine RNA-RNA-Interferenz die Genex-
pression von lin-14 herunter reguliert wird (Lee et al. 1993; Wightman et al. 1993).

Einige Jahre spéater entdeckten Forschungsgruppen ein weiteres Gen von C. elegans, let-7,
welches ebenfalls wéhrend dessen Entwicklung fur kleine, ca. 22 Basenpaar lange RNA-
Sequenzen kodiert (Reinhart et al. 2000; Slack et al. 2000). Weitere Untersuchungen zeig-
ten, dass sich let-7 nicht nur in Nematoden, sondern auch im Genom anderer Organismen
zeigte, unter anderem Drosophila, und auch im menschlichen Genom (Pasquinelli et al.
2000).

2001 wurden diese kleinen, ca. 22 Basenpaare langen, nicht kodierenden RNAs das erste
Mal als miRNAs definiert, mit der Funktion, auf der Translationsebene Gene zu regulieren
(Lagos-Quintana 2001; Lau 2001; Lee 2001). Dieser Mechanismus der Genregulation
durch endogene RNAs wird, wie oben bereits erwéhnt, auch als RNA-Interferenz bezeich-
net (Bernstein et al. 2001b).

Im Zusammenhang mit diesem Phanomen befinden sich in einer Zelle auch noch weitere
kleine RNA-Fragmente, wie zum Beispiel si-(small interfering)RNAs (Ambros et al. 2003;
Reinhart und Bartel 2002) oder pi-(PIWI-interacting)RNAs (Aravin et al. 2007).

1.1.2 Entstehung und Funktion
Die Gene, die fur miRNAs kodieren, befinden sich innerhalb des Genoms. Durch eine
RNA-Polymerase Il (Lee et al. 2004) oder Il (Borchert et al. 2006) werden diese Gene
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1. Einleitung

zunéchst zu einer Haarnadelschleifen-Struktur transkribiert (Ambros et al. 2003; Lee et al.
1993; 2004). Diese weist am 3"-Ende eine Polyadenylierung (Poly-A) und am 5"-Ende eine
7-Methyl-Guanosin-Kappe (cap-Struktur) auf und wird als primary(pri)-miRNA bezeich-
net (Lee 2002). Uber einen Enzymkomplex bestehend aus dem Enzym DROSHA (Lee et
al. 2003) und seinem Kofaktor DGCR8 (diGeorge syndrome critical region gene 8) (Gre-
gory et al. 2004; Han et al. 2004) werden die Guanosin-Kappe sowie das Poly-A-Ende
noch im Zellkern prozessiert und es entsteht die premature(pre)-miRNA (Lee 2002).

Uber Exportin 5 (Bohnsack et al. 2004; Lund et al. 2004) wird die pre-miRNA ins Zyto-
plasma transportiert und dort durch einen weiteren Enzymkomplex bestehend aus dem
Enzym DICER und dem Kofaktor HIV1 TAR RNA binding protein (TRBP) (Bernstein et
al. 2001a; Grishok et al. 2001; Hutvagner et al. 2001) weiter prozessiert: es entsteht die
einstrangige reife miRNA. Diese wird in einen Proteinkomplex eingebaut, der als RNA
induced silencing complex (RISC-Komplex) bezeichnet wird, bestehend aus DICER,
TRBP und einem Protein aus der Argonaut-Familie (Bernstein et al. 2001a; Hammond et
al. 2001; 2000).

Welcher Strang der doppelstrangigen pre-miRNA als funktionelles Element in den En-
zymkomplex eingebaut wird ist abhdngig von der Basenpaar-Stabilitdt am 5'-Ende der
miRNA (Khvorova et al. 2003; Schwarz et al. 2003). Der Strang mit der schwéacheren
Basenpaarung wird im miRISC Komplex zur Ziel-mRNA transportiert.

Sowohl das Erkennen der Ziel-mRNA durch die miRNA als auch der Mechanismus der
Regulation durch die miRNA ist abhangig von der Komplementaritdt zwischen den Nukle-
otiden 2-8 am 5°-Ende der miRNA, der sogenannten seed region und dem miRNA
regulatory element (MRE) am 3'-Ende der mMRNA (Grimson et al. 2007; Lewis et al. 2005).
Durch miRNAs kann der Zerfall einer mRNA hervorgerufen werden (Wu und Belasco
2008; Wu et al. 2006). Sind miRNA und Ziel-mRNA komplett komplementér, erfolgt der
direkte Abbau der mMRNA (Llave et al. 2002; Yekta et al. 2004).

Des Weiteren kann eine Deadenylierung des Poly-A-Schwanzes der mRNA induziert wer-
den, wodurch die Bindung des poly-A-binding-Proteins (PABP) an der mRNA verhindert
wird (Wakiyama et al. 2007). Durch diese miRNA induzierte Deadenylierung und Abbau
des Poly-A-Schwanzes der mRNA sowie auch der cap-Struktur kann diese mRNA
nukleolytisch abgebaut werden (Behm-Ansmant et al. 2006; Eulalio et al. 2007).

Besteht nur eine teilweise Komplementaritat, wie in den meisten Féllen, kann die Transla-
tion der mRNA auf verschiedenen Ebenen gehemmt werden und ebenfalls zu einem Zerfall
der mRNA fuhren (Zhao und Liu 2009).
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Der genaue Mechanismus der miRNA-induzierten Repression der Translation ist noch
nicht aufgeklart, es gibt jedoch verschiedene Modelle (Eulalio et al. 2008; Zhao und Liu
2009). Die Inhibierung der Translation durch miRNAs geschieht auf verschiedenen Ebe-
nen (Eulalio et al. 2008).

Zum einen kann die Initiation der Translation gehemmt werden, indem die Verschmelzung
der Ribosomen-Untereinheiten blockiert wird (Pillai et al. 2005; Thermann und Hentze
2007).

Ein weiterer Mechanismus, um die Initiation der Translation zu blockieren, wirkt Gber die
5'-cap-Struktur der mRNA, an welcher der Argonaut-Anteil des RISC-Komplexes bindet
und somit das Anlagern das Translationskomplexes kompetitiv hemmt (Humphreys et al.
2005; Pillai et al. 2005).

Auch in der Postinitiierungsphase der Translation kann eine Regulation tiber miRNAs er-
folgen (Olsen und Ambros 1999). Dies erfolgt zum Beispiel uber ein Ribosomen-dropoff
wahrend der Translation, also ein Abldsen der Ribosomen-Untereinheiten und somit den
frihzeitigen Abbruch der Elongation oder den sofortigen Zerfall der synthetisierten
Polypeptidkette (Petersen et al. 2006). Die Proteinsynthese bleibt somit unvollstandig.

Es wurden Anteile des miRISC-Komplexes in sogenannten processing(p)-bodies gefunden,
bei welchen es sich um Granula handelt, die mit mMRNA und RNA-spaltenden Enzymen
gefillt sind (Liu et al. 2005; Sen und Blau 2005).

In den p-bodies wird nicht translatierte RNA gesammelt und entweder abgebaut oder unter
bestimmten Bedingungen wieder ins Zytoplasma gegeben, somit sind sie wesentlich an der
Regulation der Genexpression beteiligt (Anderson und Kedersha 2006).

Unter bestimmten Bedingungen kann es auch zu einer verstarkten Translation der Ziel-
MRNA und damit zu einer erhéhten Proteinproduktion kommen, so zum Beispiel wahrend
der Phase des Zellzyklusarrestes, also der GO-Phase (Vasudevan et al. 2008; 2007). Unter
Stress kann zudem die Repression der Translation gestoppt werden, indem die mRNA bei-
spielsweise aus den p-bodies entlassen und translatiert wird (Bhattacharyya et al. 2006).

1.1.3 miRNA Zielgene

MiRNAs sind in verschiedene biologische Prozesse involviert, sowohl im pflanzlichen als
auch im menschlichen und tierischen Organismus (Bartel 2004; Wen Kuo-Chang 2013).
Dazu gehdort unter anderem, wie oben beschrieben, die Regulation der Genexpression, Ein-
fluss auf die Entwicklung einer Zelle oder deren Proliferation und Differenzierung sowie
Apoptose. Damit spielen miRNAs auch eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit der
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Entstehung von Krebserkrankungen (He et al. 2005; Lu et al. 2005). Hierauf wird im wei-
teren Verlauf detaillierter eingegangen.

Da die biologische Funktion der miRNAs auf kompletter bzw. inkompletter Kompatibilitat
beruht, kann eine miRNA mehrere (bis zu mehreren hundert) Zielgene bzw. Targets haben.
Um diese Targets vorauszusagen, gibt es verschiedene Methoden, die auf der Komplemen-
taritat zwischen der seed-Sequenz der miRNA und der 3'-UTR der Ziel-mRNA basieren
(Bartel 2009).

Hierfar werden bioinformatische Programme genutzt, die diese Bindungsstellen miteinan-
der vergleichen. Es existieren verschiedene Datenbanken, unter anderem miRanda (CA
Clarke et al. 2011), pictar (Krek et al. 2005) und targetscan (Grimson et al. 2007; Lewis et
al. 2005).

Auf diese Weise vorhergesagte Targets In vitro oder In vivo zu verifizieren erweist sich in

den meisten Fallen jedoch als &ulerst schwierig (Bartel 2009).

1.1.4 Vorkommen

Im menschlichen Genom werden bis zu 1000 miRNAs kodiert und schatzungsweise bis zu
einem Drittel des menschlichen Genoms wird durch miRNAs reguliert (Lewis et al. 2005).
Auch einige Viren kodieren verschiedene miRNAs, besonders hdufig solche Viren, die die
Fahigkeit besitzen, menschliche Zellen latent zu infizieren, so zum Beispiel verschiedene
Herpes- oder Polyomaviren (Cullen 2006; Ghosh et al. 2008; Pfeffer 2004; Sullivan et al.
2005). Beispiele fir Viren, die miRNAs in ihrem Genom enthalten, sind in folgender Ta-
belle (Tabelle 1) aufgefiihrt.
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Tabelle 1: Viren, die miRNAs kodieren (Skalsky und Cullen, 2010)

Virus Familie Virus Vorkommen

Alpha Herpesvirus Herpes-simplex-Virus (HSV) -1 Mensch
Herpes-simplex-Virus (HSV)-2 Mensch

Beta-Herpesvirus Humanes Cytogemaglievirus (hCMV) Mensch
Murines Cytomegalievirus (MCMV) Maus

Gamma-Herpesvirus Epstein-Barr-Virus (EBV) Mensch
Rhesus Lymphokryptovirus (rLCV) Affe

Kaposi-Sarkom-Hepesvirus (KSHV) oder | Mensch
Humanes-Herpesvirus (HHV)-8

Rhesus Rhadinovirus (RRV) Affe

Murines Gammaherpesvirus (MHV)-68 Maus

Polyomavirus Polyom Maus
Simian Virus (SV)-40 Affe
John Cunningham Virus (JCV) Mensch
B.K. Virus (BKV) Mensch

Adenovirus Humanes Adenovirus (hAV) Mensch

Ein besonders h&ufig und intensiv untersuchtes Virus ist das Epstein-Barr-Virus (EBV),
welches ebenfalls bestimmte miRNAs kodiert, die regulierenden Einfluss auf verschiedene
zelluldre Gene haben.

Auch diese Arbeit beschaftigt sich mit miRNAs des Epstein-Barr-Virus insbesondere in
Bezug auf deren onkogene Eigenschaften.

1.2 miRNAs und EBV
1.2.1 Bedeutung

EBV-miRNAs nehmen zum einen Einfluss auf die Gene, die fur die Infektion mit dem
Virus eine Rolle spielen, zum anderen auf die, die fir die zelleigene Immunitat, das Uber-
leben und die Proliferation der Zelle wichtig sind (Albanese et al. 2017; Grundhoff und
Sullivan 2011; Plaisance-Bonstaff und Renne 2011; Skalsky und Cullen 2010).

In einer Studie wurde in Form einer In vitro durchgefuhrten PARCLIP-Untersuchung
(photo activatable ribonucleoside-enhanced crosslinking und immunoprecipitation) in Ver-

bindung mit einer Sequenzanalyse der Einfluss bzw. die Zielgene von EBV-spezifischen
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und zelluldren miRNAs in lymphoblastoiden Zelllinien (LCLs) untersucht (Skalsky et al.
2012).

Dabei stellte sich heraus, dass EBV-eigene miRNAs in erster Linie wahrend der latenten
Infektion Einfluss auf zelluldre Transkripte nehmen (Skalsky et al. 2012) und damit auch
auf die Latenzzeit des Virus und auf dessen Fahigkeit, dem menschlichen Immunsystem zu
entgehen (lizasa et al. 2010; Xia et al. 2008).

Andere Studien betonten wiederum, dass die Expression viraler miRNAs Uber den Zeit-
raum einer latenten Infektion einer Zelle mit dem Virus maéglicherweise eine Rolle bei der
Entstehung von Lymphomen, insbesondere des Morbus Hodgkin, spielen konnte (Esau
2017; X. Frank Zhao et al. 2011).

1.2.2 Funktion von miRNAs fir die Diagnostik von EBV

Zum jetzigen Zeitpunkt werden unterschiedliche Methoden fiir die Diagnosestellung einer
Infektion mit EBV verwendet. Bricht das Virus aus und der Infizierte erkrankt an infektio-
ser Mononukleose, erfolgt die Diagnose zum einen Uber die klinische Symptomatik und
zum anderen Uber das typische Blutbild des Patienten, das eine relative Lymphozytose
zeigt.

Diese Lymphozyten stellen sich im Blutausstrich als sogenannte atypische Lymphozyten
oder auch Virozyten dar. Im Serum eines an infektiéser Mononukleose Erkrankten kénnen
verschiedene Antikorper nachgewiesen werden, dazu zéhlen anti-VCA (virales Capsid
Antigen), anti-EBNA (EBV Nuclear antigen), anti-EA (early antigen), jeweils vom Typ
IgG und IgM. Diese sind je nach Stadium und Latenzphase der EBV Infektion unterschied-
lich ausgepragt nachweisbar. Die Diagnstik wird groBtenteils mittels ELISA (enzyme-
linked immunosorbent essay) oder MFI (multiplex flow immunoassay) durchgefuhrt. Bei
einer EBV-Reaktivierung, z.B. bei Immunkompromittierten, wird die Viruslast mittels
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) der Virus-DNA festgestellt (De Paschale und Clerici
2012).

Um herauszufinden, ob eine Gewebeprobe mit EBV befallen ist, gibt es verschiedene Me-
thoden mit unterschiedlicher Sensitivitdt. Ausgangspunkte sind hierbei Proteine oder
RNAs in verschiedenen intrazelluldren Lokalisationen der Viruszelle. So kann man via
Southern Blot oder PCR die DNA des Virus nachweisen (Hamilton-Dutoit und Pallesen
1994; Herbst et al. 1990). Hierbei wird allerdings das Gewebe zerstort, sodass der Zelltyp
nicht mehr zu erkennen ist und somit auch nicht, ob das Virus in den malignen oder nicht

malignen Zellen zu finden ist. Eine weitere Methode ist eine Immunfluoreszenztestung fir
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EBV nuclear antigen (EBNA) 1 (Reedman und Klein 1973). Da es hierfir viele verschie-
dene anti-EBNAL-Reagenzien gibt, ist die Gefahr der falsch positiven Anfarbung ver-
schiedener Epitope relativ hoch (Lassmann et al. 2011). Uber eine Immunhistologie mit
Antikdrpern gegen Latent Membrane Protein (LMP) 1 (Pallesen et al. 1991) kann ebenfalls
eine EBV-Genexpression nachgewiesen werden. In manchen Geweben sind diese Gene
allerdings - abhdngig vom Latenztyp, in welchem sich das Virus gerade befindet -
herunterreguliert. Als Goldstandard hat sich daher die EBER-in-situ-Hybridisierung etab-
liert (Hamilton-Dutoit und Pallesen 1994), eine Methode mit hoher Spezifitat und Sensiti-
vitat. Als EBER werden Kkleine nicht kodierende EBV-RNA-Sequenzen bezeichnet, die in
allen Latenztypen vorkommen, das erste Mal 1986 von Howe und Steitz beschrieben (Ho-
we und Steitz 1986). Diese RNA-Sequenzen befinden sich im Nukleus der Viruszellen und
werden durch komplementdre RNA-Sequenzen markiert und unter dem Mikroskop sicht-
bar gemacht. Eine wichtige VVoraussetzung fur diese Methode ist allerdings eine gute Qua-
litit der Probe und somit der RNA. Ist der EBV-Status mittels EBER-in-situ-
Hybridisierung gesichert, kann der Latenztyp wiederum (ber eine Immunhistochemie mit
Antikorpern, z.B. gegen EBNAL oder LMP1, festgestellt werden.

Einige virale Gene kdnnen auch mittels quantitativer PCR (QPCR) detektiert werden. Hier
ist ebenfalls unter anderem die Qualitat der Probe ein wichtiger Faktor, aufgrund dessen
misslingt die gPCR hdufig in Gewebe, dessen RNA oder DNA bereits stark geschadigt
bzw. degradiert ist.

In unserer Studie fuhrten wir eine gPCR fur EBV-miRNAs durch, um eine Infektion von
archivierten, in Formalin fixierten Gewebeproben mit dem Virus nachzuweisen. Die gPCR
von EBV-miRNAs ist auch mit Gewebeproben mdglich, die schon eine starkere RNA-
Schédigung aufweisen, aufgrund der vergleichsweise hoheren Stabilitat der miRNAs (Eise-
le et al. 2012). Mit Hilfe dieser Methode konnten wir Expressionsmuster von EBV spezifi-
schen miRNAs in Hodgkin Lymphomen feststellen. Es stellte sich heraus, dass der EBV-
Status der Lymphomzellen deutlich mit der Expression der miRNAs korreliert. Somit ist
diese Methode als Erganzung in der klinischen Diagnostik zu bewerten. Aullerdem zeigten
wir, dass besonders stark exprimierte miRNAs in EBV-positiven Hodgkin Lymphomen
bestimmte humane Zielgene haben, wie unter anderem Transkriptionsfaktoren oder Regu-
lationsfaktoren. Dies weist darauf hin, dass EBV-miRNAs auch bei einer latenten Infektion
von B-Zellen oder Lymphomzellen mit dem Virus eine Rolle spielen kénnten.

Das Epstein-Barr-Virus enthalt insgesamt 44 miRNAs, die in zwei genomischen Clustern

kodiert werden, dem Bam HI-A region rightward transcript (BART) und Bam HI
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rightward open reading frame (BHRF1) (Grundhoff 2006). In ersten Untersuchungen wur-
de der Virusstamm B95.8 verwendet, der aufgrund einer Deletion eines groRen Teils des
BART-Gens die meisten BART-miRNAs nicht enthélt, sodass initial nur funf EBV-
miRNAs entdeckt wurden (Grundhoff 2006; Pfeffer 2004).

Die BART-miRNAs befinden sich auf dem BART-Transkript und werden aus den Introns
gespleil’t. Sie werden vor allem wéhrend Latenztyp O-I1 exprimiert. Die BHRF1-miRNAs
werden vor allem wéhrend Latenztyp Il exprimiert. Wéhrend des lytischen Zyklus des
Virus werden einige BART-miRNAs besonders hoch exprimiert, wahrend BHRF1 nicht
signifikant erhoht exprimiert wird (Cai et al. 2006). Demnach sind die miRNAs auch an
der Expression viraler Proteine entsprechend der Latenzmuster beteiligt.

Das Expressionslevel der verschiedenen miRNAs ist jedoch nicht nur abhéngig vom La-
tenztyp des Virus, sondern auch vom Zelltyp. So werden z. B. in epithelialen Nasopharynx
Karzinom (NPC)-Zellen insgesamt mehr virale miRNAs exprimiert als in B-Zelllinien (Cai
et al. 2006).

Aufgrund der enormen Bedeutung von EBV fir die verschiedensten malignen oder chroni-
schen Erkrankungen ist es besonders wichtig, moglichst sensitive Methoden fir die Detek-

tion des Virus in den unterschiedlichen Geweben zu finden.

1.3 EBV
1.3.1 Allgemeines

Das Epstein-Barr-Virus ist nach seinen Entdeckern Michael Epstein und Yvonne M. Barr
benannt, die 1964 erste Viruspartikel in B-Lymphozyten eines Patienten mit Burkitt-
Lymphom entdeckten (EPSTEIN et al. 1964).

Das Epstein-Barr-Virus ist ein behilltes DNA-Virus und gehort zur Gruppe der
Gammabherpesviridae (Humanes Herpesvirus, HHV 4). Das am haufigsten durch EBV her-
vorgerufene Krankheitsbild ist die infektiose Mononukleose (Henle et al. 1968), auch als
,.Pfeiffersches Driisenfieber nach Dr. Emil Pfeiffer bezeichnet, der bereits 1889 das erste
Mal die Krankheit beschrieb (Graser 1991). Die Symptome und Klinik des Pfeifferschen
Driisenfiebers sind hohes Fieber, Abgeschlagenheit sowie eine Pharyngitis mit weilllichen
Beldagen. Auch regionale Lymphadenitiden kdnnen vorkommen. Gegebenenfalls kommt es
zu Abdominalbeschwerden, die durch eine Hepatosplenomegalie hervorgerufen werden

kdnnen.
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Das Blutbild zeigt in den meisten Fallen aufgrund der Reaktion des Immunsystems eine
Leukozytose mit relativer Lymphozytose. Diese Lymphozyten werden als ,,atypische
mononukledre T-Lymphoblasten* oder auch Virozyten bezeichnet (Gross 2009).

Die Ubertragung geschieht mittels Tropfcheninfektion und tiber den Speichel (Gerber et al.
1972; Miller et al. 1973). Die Seroprévalenz von EBV bei Erwachsenen betragt ca. 90%.
EBV besitzt die Fahigkeit, in den Wirtszellen zu verbleiben, indem es verschiedene La-
tenzphasen eingeht. Das Virus dringt zunéchst ber die Epithelzellen des Nasopharynx in

den Organismus ein und befallt dann die B-Lymphozyten.

1.3.2 Virale Genexpression und Latenzphasen

Die Latenzphasen sind durch die Expression unterschiedlicher viraler Gene charakterisiert:
LMP, EBNA und auch die EBER-RNASs gehoren dazu, welche je nach Latenzmuster in
unterschiedliche Subtypen unterschieden werden (LMP1, LMP2a und -b, EBNAL,
EBNA2, EBNA3a-c, EBER1 und -2). Auf die Expressionsmuster wird im weiteren Verlauf
dieser Arbeit detailliert eingegangen.

Wird eine unreife B-Zelle befallen, werden virale Gene exprimiert, welche eine Aktivie-
rung und ein Wachstum der Zelle zur Folge haben (Thorley-Lawson und Gross 2004,
Thorley-Lawson 2001). Diese B-Zellen findet man in den Lymphknoten (Babcock et al.
2000; Joseph et al. 2000).

Werden dagegen bereits aktivierte B-Zellen des Keimzentrums befallen, sorgt das Virus
uber weitere Genexpression dafur, dass diese zu ruhenden B-Gedachtnis-Zellen differen-
zieren (Thorley-Lawson 2001). In diesen Zellen kann das Virus lebenslang latent persistie-
ren, es werden keine Gene exprimiert (Babcock et al. 1998; Hochberg et al. 2004,
Miyashita et al. 1997). Teilen sich diese latent infizierten B-Geddachtnis-Zellen, wird nur
EBNAL exprimiert, was zur Folge hat, dass die virale DNA ebenfalls repliziert wird (Yates
et al. 1985).

Auf diese Weise vermehrt und verteilt sich das Virus unentdeckt vom menschlichen Im-
munsystem.

Wird eine Gedé&chtniszelle allerdings zu einer Plasma-Zelle, tritt der lytische Zyklus ein,
sodass die Plasmazelle zerstort wird, das Virus freigesetzt wird und wieder neue Zellen
befallen kann (Thorley-Lawson und Gross 2004). Am Beginn des lytischen Zyklus steht
die Aktivierung des ZEBRA Proteins (Auch als Zta oder BZLF1 bekannt), welches die
virale Genexpression und die Flucht vor dem Immunsystem (immune escape) steuert (Mil-
ler et al. 2007). Mit ZEBRA werden verschiedene Gene des lytischen Zyklus aktiviert, so
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dass Transkriptionsfaktoren, friihe Gene (z.B. fir die virale DANN-Replikation, Schutz
vor Apoptose, immune escape) und spate Gene (z.B. fir Strukturproteine) abgelesen wer-
den. Interessanterweise werden mit dem Wechsel in den lytischen Zyklus die EBER-RNASs
nicht mehr exprimiert, wohingegen andere Proteine, z. B. LMP, hochreguliert werden
(Gilligan et al. 1990).

Die wahrend des lytischen Zyklus exprimierten viralen Proteine werden als Antigene pré-
sentiert, sodass die Wirtszellen von zytotoxischen T-Zellen erkannt und zerstort werden
(Khanna et al. 1999).

Diese Reaktion kann sehr massiv verlaufen, sodass bis zu 50% aller CD®-positiven-T-
Zellen als atypische Lymphozyten gegen die infizierten Wirtszellen gerichtet sind (Callan
et al. 1998; Wood und Frenkel 1967). Die zirkulierenden Viruspartikel werden aulerdem
durch Antikdrper abgefangen (Pearson et al. 1970). Durch diese enorme Immunreaktion
kann bei immungesunden Patienten das Virus weitgehend abgewehrt werden und die Er-
krankung ausheilen. Es persistieren jedoch ca. 1 von 10.000-100.000 latent infizierten B-
Zellen (Laichalk et al. 2002).

1.3.3 Latenztypen und onkogene Bedeutung von EBV

Durch den proliferativen Effekt einer Infektion mit EBV auf die B-Zellen kann das Virus
insbesondere bei immungeschwachten Patienten eine schwerwiegende Bedeutung haben,
da die Lymphoproliferation auler Kontrolle geraten kann (Hamilton-Dutoit et al. 1991).
Das Epstein-Barr-Virus besitzt also auch onkogene Eigenschaften und spielt eine Rolle bei
unterschiedlichen Krebserkrankungen, wie beispielsweise Nasopharynxkarzinomen,
Hodgkin oder non Hodgkin Lymphomen, Burkitt Lymphomen oder Magenkarzinomen
(Pallesen et al. 1991; zur Hausen et al. 1970).

EBV weist drei verschiedene Latenzmuster auf, in denen auch verschiedene virale Gene
exprimiert werden. Die EBER-RNAs werden in allen Latenztypen exprimiert. Fir Latenz-
typ 0 und I ist aullerdem die Expression von EBNA1 sowie BART-miRNAs charakteris-
tisch. Dieser Typ kommt gehduft in B-Gedéchtniszellen des peripheren Blutes sowie beim
Burkitt Lymphom vor. Latenztyp Il zeigt eine Expression von EBNAL, LMP1, LMP2a und
2b sowie BARF1 und ist vor allem bei Hodgkin Lymphomen, non Hodgkin (B-Zell-)
Lymphomen, T-/NK-Zelllymphomen und nasopharyngealen Karzinomen zu finden
(Lassmann et al. 2011).

In Latenzmuster I11 werden EBNAL, -2, -3a, -3b, -3¢, EBNA-LP, LMP1, LMP2a, und -2b
exprimiert sowie die BART- und BHRF-miRNAs. Dieser Latenztyp kommt gehduft in
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lymphoblastoiden Zelllinien, posttransplantorischen lymphoproliferativen Erkrankungen,
AlIDS-assoziierten Lymphomen und der infektiosen Mononukleose vor.

Insgesamt ist EBV mit ca. 1% aller Krebserkrankungen weltweit assoziiert (Gulley und
Tang 2008).

Fraglich spielt das Virus auch bei chronisch entziindlichen Autoimmunerkrankungen wie
beispielsweise Multipler Sklerose eine Rolle (Lassmann et al. 2011; Niller et al. 2008).

1.4 Morbus Hodgkin
1.4.1 Allgemeines

In dieser Arbeit wurden vor allem Gewebeproben aus Hodgkin Lymphomen untersucht.
Das Hodgkin Lymphom, auch Lymphogranulomatose genannt, ist ein monoklonales B-
Zell-Lymphom, dessen Inzidenz bei ca. 3/100.000 Personen liegt. Es beginnt meist in den
Lymphknoten, in denen dann auch die sogenannten Hodgkin-Zellen nachgewiesen werden
kdnnen. Diese haben ein charakteristisches Aussehen. Sie sind sehr grof3 und besitzen zum
Teil mehrere Zellkerne, weshalb sie auch als Eulenaugenzellen bezeichnet werden. Aus der
Fusion mehrerer Eulenaugenzellen entstehen die Reed-Sternberg-Riesenzellen (Gross
2009).

Laut WHO (World Health Organisation) wird das Hodgkin Lymphom in verschiedene
Subgruppen unterteilt: das Klassische Hodgkin Lymphom (Typ I, cHL, 93% der Falle), das
in Form der Nodul&ren Sklerose (60%), als Mischtyp (28%), als lymphozytenreicher (5%)
oder lymphozytenarmer Typ (0,3%) vorkommt und das Lymphozyten prédominante
Hodgkin Lymphom (Typ Il, NLPHL, 7%). AuRer in den Lymphknoten manifestiert sich
das Hodgkin Lymphom auch in extranodalen Regionen, bevorzugt im Knochenmark und
in der Leber. Je nach Stadium, Ausbreitung und Risikofaktoren (wie z. B. B-Symptomatik,
befallene Regionen, Hohe der Blutsenkungsgeschwindigkeit), kann eine Stadieneinteilung
vorgenommen und die Prognose eingeschatzt werden, wobei die 5-Jahres-Uberlebensrate
der Erkrankten in allen Stadien bei 88% bis tber 90% liegt. Somit hat die Erkrankung pri-
mar eine gute Prognose, welcher jedoch das Risiko fur eine Zweitneoplasie auf dem Boden
der radiochemotherapeutischen Behandlung gegenibersteht (ca. 15% pro 20 Jahre) (Gerd
Herold 2011).
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1.4.2 EBV und Hodgkin

EBV-Seropositivitat erhéht das Risiko, an einem Hodgkin-Lymphom zu erkranken, etwa
um das dreifache. HIV-Seropositivitat sowie immunsuppressive Therapien und toxische
Substanzen gelten ebenfalls als Risikofaktoren (Gerd Herold 2011).

Die tatsachliche Bedeutung des Epstein-Barr-Virus fir die Entstehung eines Hodgkin
Lymphoms bleibt weiterhin in der Diskussion, bislang gilt die EBV-Infektion als eine Ur-
sache fur die Entstehung eines Hodgkin Lymphoms (Kapatai und Murray 2006).

Was eine latente Infektion mit der Prognose eines Hodgkin Lymphoms zu tun haben konn-
te, wird noch diskutiert (Massini et al. 2009). So scheinen junge Erwachsene etwas bessere
Klinische Langzeitergebnisse im Verlauf der Erkrankung zu haben, wenn im Tumor das
EBV-Genom nachgewiesen wurde (Flavell 2003; Glavina-Durdov et al. 2001; Jarrett 2005;
Kwon et al. 2006). Bei Patienten uber 50 Jahre verschlechtern sich dagegen die klinischen
Langzeitergebnisse bei positivem EBV-Nachweis (CA Clarke et al. 2011; Diepstra et al.
2009; Glavina-Durdov et al. 2001; TH Keegan et al. 2005).

Die Hypothese, dass ein positiver EBV-Nachweis in Hodgkin Lymphomen Einfluss auf die
Prognose des Patienten habe, stof3t auf Widerspruch. Es gibt Studien, die Uber eine bessere
Prognose von EBV-positiven als EBV-negativen Lymphomen berichten (TH Keegan et al.
2005), andere dagegen bringen einen positiven EBV-Status in Zusammenhang mit einer
schlechteren Prognose (Claviez 2005).

Des Weiteren wird uber therapeutische Mdglichkeiten der Erkrankung in Zusammenhang
mit einer latenten EBV Infektion diskutiert (Bollard et al. 2008; Cohen et al. 2008).

Die Expression der verschiedenen Latenzmuster des EBV scheint an die B-Zellphysiologie
angepasst zu sein. Direkt nach der Infektion wird Latenzmuster 111 exprimiert (Alfieri et al.
1991).

Es wird vermutet, dass das Virus zunéachst naive B-Zellen infiziert und wéhrend deren
Entwicklung von Latenzmuster 111 zu Latenzmuster 0 in den B-Gedé&chtniszellen wechselt
(Thorley-Lawson 2001). Die Hodgin- und Reed-Sternberg-Zellen entstehen vermutlich aus
praapoptotischen Keimzentrumszellen. Indem die Gene entsprechend Latenzuster Il
exprimiert werden, werden diese Zellen vor der Apoptose geschiitzt und tiber verschiedene
Singnalwege die Proliferation und Entdifferenzierung angeregt (Massini et al. 2009).
Hodgkin- und Reed-Sternberg-Zellen exprimieren nicht die typischen Oberflachenmerk-
male von B-Zellen, sondern Mutationen, die unter anderem den B-Zell-Rezeptor imitieren,
wodurch die Zellen dem Immunsystem und somit der Apoptose entgehen (Kanzler et al.
1996; Niedobitek et al. 1992).
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Der Einfluss von EBV auf die Entstehung eines Hodgkin Lymphoms ist bereits vielfach
untersucht worden. In ca. 40% der Hodgkin Lymphome kann EBV nachgewiesen werden.
Es gibt eine Vielzahl von Hinweisen, die fiir einen groRen Einfluss von EBV auf die Ent-
stehung eines Hodgkin Lymphoms sprechen. Auf epidemiologischer Ebense gibt es die
Assoziation einer Erkrankung an einem Hodgkin Lymphom mit der Erkrankung an Infek-
tioser Mononukleose. Das Virus nimmt zudem Einfluss auf die menschlichen B-Zellen
wahrend der verschiedenen Entwicklungsstadien und nicht zuletzt kénnen Virus-Genome
in Hodgkin-Lymphomgewebe bzw. Hodgkin-Zellen sowie Reed-Sternberg-Zellen gehduft
nachgewiesen werden (Massini et al. 2009). Die fur das Hodgkin Lymphom charakteristi-
schen Zellen entstehen, wie oben beschrieben, vermutlich aus B-Lymphozyten des Keim-
zentrums (Kanzler et al. 1996) und enthalten in EBV-positiv getesteten Hodgkin Lympho-
men zu 100% das EBV Genom.

Im Zusammenhang mit dem vielféltigen Einfluss von miRNAs im Allgemeinen sowie spe-
ziell des Epstein-Barr-Virus, ist das Ziel dieser Studie, eine ergdnzende Methode zum
Nachweis von EBV mit Hilfe dessen miRNAs in Hodgkin Lymphomen und anderen B-
Zell-proliferativen Erkrankungen zu entwickeln. Im weiteren Verlauf wird zudem detail-
liert auf die Bedeutung des Epstein-Barr-Virus und den Einfluss dessen miRNAs auf die
Wirtszelle insbesondere im Zusammenhang mit Krebserkrankungen und auch chronisch

entziindlichen Erkrankungen am Beispiel der Multiplen Sklerose eingegangen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material
Tabelle 2: Lymphomproben
EBV-Status
Disanose - Herkunft der Gewe- | Anzahl der Fal-
g (EBER-in-situ- beprobe le
Hybridisierung)
Hodgkin Lymphom negativ 1 21
Hodgkin Lymphom positiv 1 19
Diffus grofRzelliges B- i
negativ 2 15
Zell Lymphom
Diffus grofRzelliges B- .
positiv 2 3
Zell Lymphom
Indolente Lymphome | negativ 2 1
Lymphomatoide -
positiv 2 2
Granulomatose

1 = Institut fir Neuropathologie der Universitat Wirzburg

2 = Institut fir Neuropathologie der Universitat Gottingen

Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien/Reagenzien

Herkunft

Avidin-Biotin

Dako, Hamburg, Deutschland

Citratpuffer

Merck, Millipore, Deutschland

Chloroform

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland

DAB (3,3'-diaminobenzidine)

Dako, Hamburg, Deutschland
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Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien

EDTA
(ethylenediaminetetraacetic
acid)

Merck KGaA, Deutschland

Ethanol, 96%

Merck, Millipore, Deutschland

10 %FCS (fetal calf serum)

Biochrom AG, Deutschland

Formalin (37%)

Merck, Millipore, Deutschland

3% H,0, (30% solution)

Merck, Millipore, Deutschland

Lysis Puffer fir FFPE :
50 mMTris

25 mM EDTA,

500 mM NaCl

0.1% Nonidet® P-40,

1% SDS

1/10 volume Proteinase K

(Sigma-Aldrich)

Merck, Millipore, Deutschland

MgCl 2

Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland

Qiazol Lysis Reagent

Quiagen, Deutschland

PBS Merck, Millipore,
Deutschland
RNAse freies Wasser Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
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Tabelle 4: Antikorper und Enzyme

Antikorper/Enzyme

Herkunft

AmpliTaqg gold Polymerase

gPCR Core Kit RT-QP 73-05, Eurogentec, Seraing, Belgien

EBER 1,2

EBER ISH wurde bei Dr. Mottok, Institut fir Pathologie,
Wirzburg, Deutschland durchgefiihrt

MiRNA-spezifische Primer

Eurogentec, Kéln, Deutschland

LMP-1-Antikorper

Dako, Hamburg, Germany

Master mix:
dNTPs,
Multi Scribe Reverse

Transkriptase,
Revers-Transkriptions Puffer,
RNAse Inhibitor

Multiscribe rot

gPCR Core Kit RT-QP 73-05, Eurogentec, Seraing, Belgien

RNU6B Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland
Tabelle 5: Kits
Kits Herkunft

gPCR Core Kit RT-QP 73-05

Eurogentec, Seraing, Belgien

RNeasy Mini Kit

Quiagen, Deutschland

TagMan Micro RNA Reverse

Transcription Kit

Applied Biosystems, Deutschland
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Tabelle 6: Geréte und Software

Gerate/Software

Herkunft

Microsoft Excel 2007/2010 Microsoft Corporation

GraphPad Prism 5.01

GraphPad, USA

1Q5 Cycler:

e Q5 Optical System

Software

e iQ5 Real-Time PCR
Detection System

Biorad, Minchen, Deutschland

NanoDrop

Thermo scientific/Gerhard Menzel, Braunschweig, Deutsch-

land

Panther Classification System | http://pantherdb.org/

(Protein  ANalysis THrough

Evolutionary Relationships)

Targetscan

http://www.targetscan.org

Whitehead Institute for Biomedical Research

Tabelle 7: Primer*

EBV-

mirnA | ©l190

Sequenz

BHRF1-1 RT

CTCAACTGGT GTCGTGGAGT CGGCAATTCA GTTGAG AACTCCGG

Forward | ACACTCCAGCTGGGUAACCUGAUCAGCCCC
Probe TTCAGTTGAG AACTCCGG
BHRF1-2 RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGTTCAATTT
Forward | ACACTCCAGCTGGGUAUCUUUUGCGGCAGA
Probe TTCAGTTGAG TTCAATTT
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Tabelle 7: Primer*

BHRF1-2* | RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGGCTATCTG

Forward | ACACTCCAGCTGGGAAATTCTGTTGCAGCA

Probe TTCAGTTGAGGCTATCTG

BHRF1-3 | RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGGTGTGCTT

Forward | ACACTCCAGCTGGGUAACGGGAAGUGUGUA

Probe TTCAGTTGAG GTGTGCTT

BART1-5p | RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGACAGCACG

Forward | ACACTCCAGCTGGGTCTTAGTGGAAGTGAC

Probe TTCAGTTGAG ACAGCACG

BART1-3p | RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGT CGGCAATTCA GTTGAG AGACATAG

Forward | ACACTCCAGCTGGGTAGCACCGCTATCCAC

Probe TTCAGTTGAG AGACATAG

BART2-5p | RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGGCAAGGGC

Forward | ACACTCCAGCTGGGTATTTTCTGCATTCGC

Probe TTCAGTTGAG GCAAGGGC

BART2-3p | RT CTCAACTGGT GTCGTGGAGT CGGCAATTCAGTTGAG TTTATTTT

Forward | ACACTCCAGC TGGG AAGGAGCGATTTGGAG

Probe TTCAGTTGAGTTTATTTT

BART3 RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAGCACAAC

Forward | ACACTCCAGCTGGGAACCTAGTGTTAGTGT

Probe TTCAGTTGAG AGCACAAC

BART3* RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGACACCTGG

Forward | ACACTCCAGCTGGGCGCACCACTAGTCACC

Probe TTCAGTTGAG ACACCTGG

BART4 RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAGCACACC

Forward | ACACTCCAGCTGGGGACCTGATGCTGCTGG

Probe TTCAGTTGAG AGCACACC

BART5 RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCGATGGGC

Forward | ACACTCCAGCTGGGCAAGGTGAATATAGCT

Probe TTCAGTTGAG CGATGGGC
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Tabelle 7: Primer*

BART6-5p | RT CTCAACTGGT GTCGTGGAGT CGGCAATTCA GTTGAG CCTATGGA

Forward | ACACTCCAGC TGGG UAAGGUUGGUCCAAUC

Probe TTCAGTTGAG CCTATGGA

BART6-3p | RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGTCTAAGGC

Forward | ACACTCCAGCTGGGCGGGGATCGGACTAGC

Probe TTCAGTTGAG TCTAAGGC

BART7 RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCCCTGGAC

Forward | ACACTCCAGCTGGGCATCATAGTCCAGTGT

Probe TTCAGTTGAG CCCTGGAC

BART7* RT CTCAACTGGT GTCGTGGAGT CGGCAATTCA GTTGAG TGTTTCAT

Forward | ACACTCCAGC TGGG CCTGGACCTTGACTAT

Probe TTCAGTTGAG TGTTTCAT

BARTS8 RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCTGTACAA

Forward | ACACTCCAGCTGGGTACGGTTTCCTAGATT

Probe TTCAGTTGAG CTGTACAA

BART8* RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCTACGACC

Forward | ACACTCCAGCTGGGGTCACAATCTATGGGG

Probe TTCAGTTGAG CTACGACC

BART9 RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCTACGGGA

Forward | ACACTCCAGCTGGGTAACACTTCATGGGTC

Probe TTCAGTTGAG CTACGGGA

BART9* RT CTCAACTGGT GTCGTGGAGT CGGCAATTCA GTTGAG GTTTCCAA

Forward | ACACTCCAGC TGGG TACTGGACCCTGAATT

Probe TTCAGTTGAGGTTTCCAA

BART10 RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGACAGCCAA

Forward | ACACTCCAGCTGGGACATAACCATGGAGTT

Probe TTCAGTTGAG ACAGCCAA

BART10* | RT CTCAACTGGT GTCGTGGAGT CGGCAATTCA GTTGAG TGTACAGA

Forward | ACACTCCAGC TGGG GCCACCTCTTTGGTTC

Probe TTCAGTTGAG TGTACAGA
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Tabelle 7: Primer*

BART11- RT CTCAACTGGT GTCGTGGAGT CGGCAATTCA GTTGAG CAACTAGC
5P Forward | ACACTCCAGC TGGG UCAGACAGUUUGGUGC
Probe TTCAGTTGAG CAACTAGC
BART11- RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGGGCAGTCA
3p Forward | ACACTCCAGCTGGGACGCACACCAGGCTGA
Probe TTCAGTTGAG GGCAGTCA
BART12 RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAAACCACA
Forward | ACACTCCAGCTGGGTCCTGTGGTGTTTGGT
Probe TTCAGTTGAG AAACCACA
BART13 RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGTCAGCCGT
Forward | ACACTCCAGCTGGGTGTAACTTGCCAGGGA
Probe TTCAGTTGAG TCAGCCGT
BART13* | RT CTCAACTGGT GTCGTGGAGT CGGCAATTCA GTTGAG CTGTACGA
Forward | ACACTCCAGC TGGG AACCGGCTCGTGGCTC
Probe TTCAGTTGAG CTGTACGA
BART14 Es war nicht moglich, spezifische Primer fur diese miRNA zu erstellen
BART14* | RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGATCCCTAC
Forward | ACACTCCAGCTGGGTAAAUGCTGCAGTAGT
Probe TTCAGTTGAG ATCCCTAC
BART15 RT CTCAACTGGT GTCGTGGAGT CGGCAATTCA GTTGAG TCAAGGAA
Forward | ACACTCCAGC TGGG GUCAGUGGUUUUGUUU
Probe TTCAGTTGAGTCAAGGAA
BART16 RT CTCAACTGGT GTCGTGGAGT CGGCAATTCA GTTGAG AGAGCACA
Forward | ACACTCCAGC TGGG TTAGATAGAGTGGGTG
Probe TTCAGTTGAGAGAGCACA
BART17- RT CTCAACTGGT GTCGTGGAGT CGGCAATTCA GTTGAG CTTGTATG
5p Forward | ACACTCCAGC TGGG UAAGAGGACGCAGGCA
Probe TTCAGTTGAG CTTGTATG
BART17- RT CTCAACTGGT GTCGTGGAGT CGGCAATTCA GTTGAG ACTAAGGG
3p

Forward

ACACTCCAGC TGGG UGUAUGCCUGGUGUCC

Probe

TTCAGTTGAG ACTAAGGG
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Tabelle 7: Primer*

BART18- | RT CTCAACTGGT GTCGTGGAGT CGGCAATTCA GTTGAG TGTATAGG

5P Forward | ACACTCCAGC TGGG UCAAGUUCGCACUUCC

Probe TTCAGTTGAG TGTATAGG

BART18- | RT CTCAACTGGT GTCGTGGAGT CGGCAATTCA GTTGAG GACGAAGC

3p Forward | ACACTCCAGC TGGG TATCGGAAGTTTGGGC

Probe TTCAGTTGAGGACGAAGC

BART19- | RT CTCAACTGGT GTCGTGGAGT CGGCAATTCA GTTGAG AGCATTCC

op Forward | ACACTCCAGC TGGG UUUUGUUUGCUUGGGA

Probe TTCAGTTGAG AGCATTCC

BART19- | RT CTCAACTGGT GTCGTGGAGT CGGCAATTCA GTTGAG AGCATTCC

3p Forward | ACACTCCAGC TGGG UUUUGUUUGCUUGGGA

Probe TTCAGTTGAG AGCATTCC

BART20- | RT CTCAACTGGT GTCGTGGAGT CGGCAATTCA GTTGAG GGAATGAA

op Forward | ACACTCCAGC TGGG UAGCAGGCAUGUCUUC

Probe TTCAGTTGAG GGAATGAA

BART20- | RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGGGTAACAG

3p Forward | ACACTCCAGCTGGGCATGAAGGCACAGCCT

Probe TTCAGTTGAG GGTAACAG

BART22 RT CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCA GTTGAGACTACTAG

Forward | ACACTCCAGCTGGGTTACAAAGTCATGGTC

Probe TTCAGTTGAG ACTACTAG

*alle von Metabion, Martinsried, Deutschland

2.2  Methoden
2.2.1 Gewebeproben:

Insgesamt haben wir 40 Formalin-fixierte paraffinisierte Hodgkin-Lymphom-
Gewebeproben und 21 Proben anderer Gewebeentitaten in unserer Studie untersucht. Hier
handelte es sich um Gewebeproben, die eine maligne B-Zell-Proliferation aufweisen, so
zum Beispiel diffus grof3zellige B-Zelllymphome, lymphomatoide Granulomatose und
follikulare B-Zelllymphome (s. Tabelle 2). Alle Biopsien wurden fir rein diagnostische

Zwecke genutzt. Die Proben wurden aus archiviertem Gewebe entnommen und durch das
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Institut fur Pathologie der Universitat Wirzburg sowie das Institut flir Neuropathologie der
Universitat Gottingen diagnostiziert und bereitgestellt.

In der Gruppe der Hodgkin Lymphome wurden 19 Proben EBV-positiv getestet und 21
EBV-negativ. In der Gruppe der Gewebeproben mit maligner B-Zell Proliferation wurden
finf Proben EBV-positiv und 16 Proben EBV-negativ getestet. Dies wurde mit Hilfe der
EBER-in-situ-Hybridisierung sowie Immunhistochemie gegen LMP1 durchgefuhrt. Die In-
situ-Hybridisierung wurde im Institut fir Pathologie der Universitdt Wirzburg durchge-

flhrt, die Immunhistochemie im Institut fir Neuropathologie in Gottingen.

2.2.2 Immunhistochemie und In-situ-Hybridisierung

Mit Hilfe der Immunhistochemie (IHC) kdnnen Proteine oder andere Strukturen im Gewe-
be sichtbar gemacht werden, indem sie mit spezifischen Antikdrpern markiert werden.
Zum Teil sind diese Antikdrper auch mit Fluoreszenzfarbstoffen beladen, dann spricht man
von Immunfluoreszenz (Lang 2013). Dies hilft z.B. fir die Lokalisierung bestimmter Pro-
teine oder anderer Zellbestandteile in Gewebe.

In Bezug auf EBV kann mit Hilfe dieser Methode ein Virusbefall in Gewebeproben nach-
gewiesen werden, indem spezifische Antigene markiert und sichtbar gemacht werden, in
unserem Fall durch Antikérper gegen LMP1.

In unserem Projekt wurden fir die Diagnostik und Detektion des EBV-Status ca. 3 pm
dicke Schnitte der Formalin fixierten Gewebeproben angefertigt. Diese wurden fir 15 Mi-
nuten bei 800 Watt in Citratpuffer in der Mikrowelle behandelt, um die Antigene sichtbar
zu machen. Um die endogene Peroxidase zu blockieren, wurden die Schnitte in 3% H,0,
in PBS inkubiert. Im Folgenden wurden die Schnitte in 10%igem Kalbserum fir 10 Minu-
ten bei Raumtemperatur eingelegt. Die gewaschenen Schnitte wurden dann mit Antikor-
pern gegen LMP1 (Dako, Hamburg) belegt. Die primér gebundenen Antikdrper wurden
mit Hilfe der Avidin-Biotin-Komplexbildung mit 3,3"-Diaminobenzidin (DAB) als

Chromogen (alles von Dako, Hamburg) sichtbar gemacht.

Bei der In-situ-Hybridisierung handelt es sich um eine Methode, bestimmte RNA oder
DNA-Strange in Gewebe nachzuweisen. Hierfir wird die gesuchte Nukleinsdure mit einer
spezifischen Sonde belegt, welche komplementére Basen enthalt. Uber die Basenpaarung
wird dann die gesuchte Nukleinsaure markiert. Oft sind die Sonden auch mit einem Fluo-
reszenz-Farbstoff markiert, um die gesuchte Nukleinséure sichtbar zu machen (Fluores-
zenz-in-situ-Hybridisierung = FISH) (Levsky and Singer 2003).
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Bei der EBER-in-situ-Hybridisierung werden die in EBV enthaltenen EBER-RNA-Strénge
mit entsprechenden komplementéren und markierten Sonden belegt. Hierbei wird die
Komplexbildung der markierten Sonde mit der EBER-RNA mit Hilfe von gezielten Anti-
kdrpern sichtbar gemacht. Dies geschieht durch eine enzymatische Umsetzung, durch wel-
che ein chromogenes Signal und damit ein lichtmikroskopisch sichtbares Farbsignal ent-
steht. Der Vorteil hierbei ist, dass EBV-Befall nicht nur nachgewiesen sondern auch
gleichzeitig in der Gewebeprobe lokalisiert wird (Khan et al. 1992; Murphy et al. 1990).
Die EBER-in situ- Hybridisierung wurde fir unser Projekt in Wirzburg nach dem bekann-
ten Protokoll durchgefuhrt (Niedobitek et al. 1992).

In Kirze beschrieben wurden zunéchst EBER-spezifische Proben vorbereitet. Um die Sen-
sitivitat zu erh6hen, nimmt man EBER1 und EBER2-Proben. Im Anschluss wurden sense-
und antisense-Transkripte mit Hilfe einer T7- oder T3-RNA-Polymerase hergestellt
(Wirzburg). Fir die In-situ-Hybridisierung wurden die paraffinisierten Gewebeproben
entwachst und rehydriert, dann in 0,2 N HCI und 0,125mg/ml Pronase gelegt. Diesem folg-
te die Acetylierung mit 0,1 mol/l Triethanolamin (pH 8,010) und 25% Essigsaureanhydrid.
Darauf folgte die schrittweise Dehydratation durch verschieden prozentige Ethanole. Von
dem Produkt wurden Schnitte angefertigt und tber Nacht bei 55°C hybridisiert, im An-

schluss gewaschen und entwickelt.

2.2.3 Deparaffinisierung und RNA-Extraktion

Hier geht es darum, Nukleinséuren aus fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebepro-
ben aufzureinigen. Die Deparaffinisierung und nachfolgende RNA-Extraktion aus den
Gewebeproben in unserem Projekt wurde in Anlehnung an bereits bekannte und veroffent-
lichte Protokolle durchgefuhrt (Eisele et al. 2012; Junker et al. 2009). In Kiirze beschrieben
wurde das Formalin-fixierte und in Paraffin gebettete Gewebe in einer Pufferlosung
(50mmol Tris, 25mmol EDTA, 500mmol NaCl, 0,1% Nonidet® P-40, 1% SDS) mit 1/10
Proteinase K (Sigma-Aldrich) in ein Reaktionsgefall gefullt und fur 18 Stunden bei 60°C
inkubiert. Um die Lésung des Gewebes zu verbessern, wurden die Tubes alle 30 Minuten
mit 1000 Umdrehungen pro Minute fir funf Minuten geschttelt. Unter Verwendung des
miRNeasy mini Kits (Qiagen, Hilden) wurde die RNA aus dem Gewebe extrahiert, gemal
dem vorgegebenen Protokoll des Herstellers. Hierfliir wurden die Gewebeproben mit einer
auf Phenol und Guanidinthiocyanat basierenden Lésung und durch mechanische Einwir-
kung homogenisiert. Durch die Zugabe von Chloroform und anschliel(ende Zentrifugation

erfolgte die Phasentrennung in drei Phasen. Die obere wéssrige Phase wurde vorsichtig
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abpipettiert und zur Bindung der RNA mit 100%igem Ethanol versetzt. Die nachfolgenden
Waschungen dienten der Reinigung der RNA. Im letzten Schritt wurde die RNA in
RNAse-freiem Wasser eluiert (Qiagen 2007).

Die Konzentration an RNA wurde tber den NanoDrop (Thermo scientific/Gerhard Men-
zel, Braunschweig) gemessen. Dieser fungiert wie ein Spektralphotometer. Hierbei wurde
die RNA-L6sung auf die Messebene pipettiert. Durch Oberflachenspannung entsteht hier
eine Flissigkeitssdule zwischen den optischen Fasern des Gerates, durch welche schliel3-
lich die Messung erfolgt. Diese beruht auf dem Lambert-Beer’schen Gesetz, welches die
Abnahme monochromatischen Lichts bei Durchdringen eines absorbierenden Stoffes er-
klart. Uber die optische Dichte bei 260 nm wird dann die Konzentration der RNA be-

stimmt. Die fertig extrahierten Proben wurden anschlieRend bei -80°C gelagert.

2.2.3 PCR- Reaktion

Die Polymerase Chain Reaction (PCR) ist eine der haufigsten und wichtigsten Methoden
im Bereich der Molekularbiologie zur Vervielfaltigung von DNA und besteht im Prinzip
aus drei Schritten: Denaturierung, Anlagerung (Annealing) und Elongation. Im Reaktions-
ansatz befindet sich in einer Pufferlosung die gewilinschte Ziel-DNA, passende Primer
(kurze DNA Sequenzen, die an die Ausgangs-DNA binden), Desoxynukleotide (dNTPs)
und eine hitzestabile DNA Polymerase. Diese wird aus Thermus aquaticus, einem thermo-
philen grampositiven Bakterium, welches in heillen Quellen und Geysiren beheimatet ist,
verwendet. Daher kommt der Name tag Polymerase.

Wahrend der Denaturierung wird bei einer Temperatur von 90-95°C die doppelstrangige
DNA in ihre Einzelstrange aufgetrennt. Im néchsten Schritt wird die Temperatur soweit
gesenkt, dass die Primer an ihre jeweils komplementaren Teile der Ausgangs-DNA binden
konnen, um die Renaturierung der beiden Einzelstrange zu erreichen (Annealing). Die
Temperatur, bei der dieser Vorgang geschieht, ist fur jeden Primer spezifisch und kann mit
bestimmten Formeln ausgerechnet werden. Danach wird die Temperatur wiederum auf ca.
72-75°C erhoht, damit die taq Polymerase ausgehend von den Primern den komplementa-
ren Strang der aufgetrennten Einzelstrange synthetisieren kann. Das Ganze geschieht in
einem sogenannten Thermocycler, also einem zyklisch arbeitenden Thermoelement. Die
verwendeten Primer sind meist zwischen 15 und 30 Basenpaaren lang, von denen die letz-
ten funf bis acht Basen des 3"-Endes genau komplementar zur Ziel-DNA sein missen, da

die Polymerase ein intaktes 3"-Ende bendtigt. Von dort aus wird dann der komplementére
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Strang synthetisiert und die Ausgangs-DNA (ber mehrere Zyklen exponentiell vervielfal-
tigt (Reinard 2010).

Es gibt verschiedene Unterformen bzw. Spezialisierungen der PCR, wie z.B. die reverse-
Transkriptions-PCR (RT-PCR) oder die quantitative PCR (qPCR), auf welche im Folgen-
den weiter eingegangen wird.

Die RT-PCR ist im Prinzip eine Kombination aus zwei verschiedenen Reaktionen. Das
zentrale Enzym hierfiir ist die reverse Transkriptase. Sie schreibt mit Hilfe spezifischer
Primer einzelstrangige RNA in komplementare DNA (complementary/cDNA) um, welche
dann mit einer PCR Reaktion vervielfaltigt wird. Die cDNA kann nun in weiteren Reakti-
onsschritten verwendet werden.

Fur die gPCR wird ein spezielles Gerat benotigt, welches eine Kombination aus einem
Thermocycler und einem Fluoreszenzphotometer ist. Hierbei wird die Menge an entste-
hender DNA wahrend der Amplifikation gemessen. Der Unterschied zur konventionellen
PCR ist die Messung in Echtzeit und nicht erst am Ende der Reaktion. Dadurch kann die
anteilige Menge einer bestimmten Ausgangs-DNA-Sequenz in einer Probe ermittelt wer-
den. Mit Hilfe eines Farbstoffes, der an die dsDNA bindet, wird eine Fluoreszenz verur-
sacht, die im Photometer gemessen wird. Die Intensitat dieses Fluoreszenz Signals ist pro-
portional zur Menge der gebildeten DNA. Da jedoch jede gebildete DNA gemessen wird,
sind auch falsch hohe Ergebnisse mdglich, die dann als Verunreinigung gewertet werden
massen. In unserer Studie wurden daher farbmarkierte Sonden verwendet. Indem die
Polymerase durch ihre Exonuklease-Funktion den Nukleinséurestrang der Sonde zerstort,
werden Probe und Quencher getrennt und eine spezifische Fluoreszenz erzeugt.

Werden RT-PCR und gPCR in Kombination verwendet, kdnnen wiederum Ruckschliisse

auf die Ausgangsmenge an mRNA im Gewebe gezogen werden.

Die isolierte RNA aus unseren deparaffinisierten Proben wurde mit Hilfe der RT-PCR zu-
nachst in cDNA umgeschrieben. Hierfur wurde das TagMan Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems) verwendet und analog zum Protokoll des Herstellers gearbeitet. Es
wurde zundchst der RT-Master-Mix (100 mM dNTPs mit dTTP, Multiscribe Reverse
Transkriptase 50U/pL, RT Puffer, RNAse-Inhibitor, Nuklease-freies Wasser) hergestellt,
dieser dann mit den spezifischen Primern gemischt, 5ul isolierte RNA hinzugegeben und
herunterzentrifugiert. Das Gemisch wurde auf eine RT-Platte pipettiert und im
Thermocycler nach folgendem Protokoll transkribiert. Bei 16°C erfolgte fir 2 Minuten die
Annealing Phase, anschlieBend im Wechsel 42°C fir eine Minute und 50°C fur 1 Sekunde
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die reverse Transkription der RNA in cDNA. Bei der erneuten Erhitzung auf 85° erfolgte
die Denaturierung der reversen Transkriptase, schlieBlich wurden die cDNA Strénge auf
4°C heruntergekihlt und bei -20° C gelagert.

Die Gesamtmenge an transkribierter RNA, die in unserem Projekt pro PCR-Reaktion als
Aquivalent eingesetzt wurde, betrug 10ng fiir jede der EBV-miRNAs.

Die 39 EBV-spezifischen Primer fur die PCR-Reaktion wurden in Anlehnung an vorange-
gangene Veroffentlichungen in der Literatur konstruiert (vgl. Tabelle 7) (Cosmopoulos et
al. 2008). Lediglich fiir die miRNA BART14 konnte kein passender Primer konstruiert

werden.

AnschlieBend wurde die gPCR Reaktion mit dem qPCR Kore Kit analog zu dem Protokoll
des Herstellers durchgefuhrt. Hierfir wurde gPCR Master Mix (PCR-Puffer, 25mM
MgCl,, 2,5mM dNTP, RNAse-freies Wasser) hergestellt, mit Uracil-N-Glykosylase (UNG:
Ein Enzym, das hinzu gefligt wird, um Endproduktkontamination zu vermeiden) und der
Polymerase AmpliTag Gold 5U/uL vermischt, die spezifischen Primer hinzugeflgt und auf
die Matrizen cDNA Platte pipettiert. Im Thermocycler wurde die gqPCR Reaktion nach
folgendem Protokoll durchgefiihrt. Zundchst erfolgte bei 95°C fur 10 Minuten die Pré-
Denaturierung und Aktivierung der Tag Ploymerase. Anschlieend wurde im Wechsel 15
Sekunden bei 95°C die Denaturierung und fir 1 Minute bei 40°C Annealing und Elongati-
on durchgefihrt.

Das Expressionslevel der 39 EBV-miRNAs wurde durch den 1Q5 Cycler (Biorad, Min-
chen) detektiert. Stieg die detektierbare Fluoreszenz logarithmisch an, so wurde fur jede
Probe (im Bereich dieses Anstieges) ein Cycle-Threshold-Wert (CT-Wert) gesetzt, der ein
MaR fur das Expressionsniveau der entsprechenden Probe darstellte.

Die relative Expression von EBV-miRNAs in EBV-positiven Hodgkin Lymphomen im
Vergleich zu EBV-negativen Hodgkin Lymphomen wurde mit der DeltaDelta-CT-
Methode berechnet, wobei die Small-Nucleolar-RNA U6 (RNUG6B) als Housekeeping Gen
(Referenzgen) verwendet wurde. DeltaDelta-CT bedeutet, dass der Betrag des CT-Wertes
der EBV-miRNA der EBV-positiven Hodgkin-Lymphom-Probe vom CT-Wert der
RNUG6B der EBV-positiven Probe abgezogen wird, hiervon wird wiederum der Betrag des
CT-Wertes der EBV-miRNA der EBV-negativen Probe minus dem CT-Wert der RNU6B
der EBV-negativen Probe abgezogen. Es handelt sich hierbei aufgrund der Methodik im-
mer noch um einen logarithmischen Wert. Daher konnte nach Delogarithmierung aus die-

sen Werten die n-fache Expression berechnet werden.
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2.2.4 Statistische Analyse

Die unterschiedliche Hohe der miRNA-Expression wurde mit Hilfe der Mann-Whitney-U-
Test-Methode verdeutlicht (ein Rangsummentest). Als signifikant wurden P-Werte <0,05
festgelegt. Des Weiteren wurden aus den Expressionswerten der miRNAs in den verschie-
denen Proben Receiver Operator Characteristic curves (ROC-Kurven) mit Hilfe des Pro-
gramms GraphPad Prism kalkuliert. Die Flache unterhalb der Kurve (area under the curve
= AUC) stellt hierbei die Diskriminationsféhigkeit der verschiedenen miRNA-Messungen
im Hinblick auf die Vorhersage einer EBV-Infektion dar. Jede ROC-Kurve hat einen spe-
zifischen Wendepunkt (cut-off), welcher festlegt, ob die zu beurteilende PCR-Reaktion als
positiv oder negativ fur die Detektion des Virus und somit den EBV-Status zu bewerten ist.
Die statistische Analyse wurde mit den Programmen Excel und GraphPad Prism durchge-
flhrt.

2.2.5 Bioinformatische Pradiktion der Zielgene

Uber die Basensequenzen der EBV-miRNAs versuchten wir Zielgene zu ermitteln. Dies
wurde mit Hilfe von Targetscan durchgefuhrt. Targetscan ist ein Computerprogramm, wel-
ches potentielle Zielgene von miRNAs auf der Basis von Basenpaarungen, welche zur

seed-region der miRNAs passen, ermittelt (Bartel 2009).

Die Ermittlung der Genfunktion erfolgte mit dem PANTHER (Protein ANalysis THrough
Evolutionary Relationships) System. Dies ist ein in der Bioinformatik verwendbares Klas-
sifizierungssystem, welches Gene und Genfunktionen ermittelt. In der Datenbank sind Ge-
ne geordnet nach Familie, Subfamilie, molekularer Funktion und Involvierung in biologi-
sche Prozesse aufgefuhrt (Mi et al. 2009; Thomas et al. 2003). Wir nutzten das Programm,

um anhand der ermittelten Zielgene potentielle Genfunktionen zu ermitteln.
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3. Ergebnisse

3.1 EBV miRNAs sind aus paraffinisiertem Hodgkin-Lymphom-Gewebe gut zu
extrahieren.

Im Allgemeinen gilt die Messung von miRNAs in Formalin-fixierten und in Paraffin ein-
gebetteten Gewebeproben (FFPE) als gut durchfiihrbar (Eisele et al. 2012). Daher wurden
in unserer Studie auf diese Weise aufbereitete Proben von Hodgkin Lymphomen fur die
Untersuchung auf EBV spezifische miRNAs verwendet. Hierflr wurde, wie oben be-
schrieben, die gPCR als geeignete Methode verwendet.

Da diese Methode auch noch bei kleinsten DNA-Fragmenten funktioniert (Reinard 2010),
ist jedoch auch die Gefahr der Verunreinigung der Proben und dadurch entstehender falsch
positiver Ergebnisse erhéht. Andere Probleme bzgl. der Aussagefahigkeit entstehen durch
die Unterschiede in der Art der Durchfihrung der RNA-Extraktion oder der PCR an sich
sowie die unterschiedliche Qualitat der Proben. Um also die Vergleichbarkeit und auch die
Qualitat der Proben sichern zu konnen, ist die Verwendung eines Referenzgens zur inter-
nen Kontrolle der gPCR-Reaktion sinnvoll (Kozera und Rapacz 2013).

In dieser Studie nutzten wir - wie oben bereits erwédhnt - RNUG6B, eine nicht kodierende
RNA-Sequenz, die sich im Nukleolus befindet, als Referenzgen (Carlsson et al. 2010).

Um die Verwendbarkeit der Proben fur unsere Versuche zu tiberpriifen, wurde die RNU6B
in allen Proben gemessen. In 36 der 40 verwendeten Proben (alle als Hodgkin Lymphom
diagnostiziert), konnte RNU6B (ber die gPCR detektiert werden, was zeigte, dass die Pro-
ben fir miRNA-Messungen geeignet waren. Dazu wurde in dieser Studie mit der Roh-CT-
Methode gearbeitet. Das bedeutet, dass im Zuge des exponentiellen Anstiegs des Signals
bei der qPCR am Umschlagpunkt der sogenannte Cycle-Threshold (CT)-Wert bestimmt
wird.

Die Lymphom-Proben, die laut der EBER1-in-situ-Hybridisierung einen negativen EBV-
Status aufwiesen, zeigten nur gering hohere Roh-CT-Werte (also eine nahezu vergleichba-
re RNA-Integritat) fur das Referenzgen RNUGB als die EBV-positiven. Der mittlere Roh-
CT-Wert von RNUG6B, gemessen in den EBV-negativen Proben, war 32.31 (SEM = stan-
dard error of the mean = 1.87) und der mittlere Roh-CT-Wert in den EBV-positiven Pro-
ben war 30.68 (SEM = 1.2).

Eine aufgrund der schlechten RNA-Integritét in unserer Studie nicht anwendbare Mdglich-
keit, die Qualitat der RNA zu bestimmen, war eine direkte Messung z. B. durch den Agi-
lent Bioanalyzer 2100. Dieser wurde 1999 eingefuhrt um DNA, RNA und Proteinproben

auftrennen zu kdnnen. Er arbeitet mittels einer Mikrofluid und Lab-on-a-chip-Technologie,
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wodurch kleinste RNA-Mengen aufgetrennt und mit einer Fluoreszenzreaktion detektiert
werden. Zustande kommt eine Art Elektropherogramm, in dem die Fluoreszenz mit der
Menge an RNA korreliert (Mueller et al. 2000; Schroeder et al. 2006).

Die Qualitat der RNA wird hier im Allgemeinen mit RIN-Nummern angegeben (RNA
integrity number). Diese reichen auf einer Skala von 1 (schlechte Qualitat) bis 10 (sehr
gute Qualitdt) abhangig von der Kurve des Elektropherogramms des Bioanalyzers
(Schroeder et al. 2006).

Bei der Verwendung von miRNA-Proben, die aus Formalin-fixiertem, paraffinisierten
Gewebe extrahiert wurden, wie in unserer Studie, zeigt sich jedoch eine minderwertige
Qualitat ausgedriickt durch RIN allgemein unter 2,5.

Hieraus konnte man schlieBen, dass die Verwendung kleinerer RNA-Sequenzen wie
miRNAs zur Quantifizierung nicht geeignet sind, da die Qualitat mittels dieser Methode
als nicht ausreichend bewertet wirde (Eisele et al. 2012). Daher verwendeten wir die
gPCR-Quantifizierung des Housekeeping-Gens RNU6B, um genauere Angaben uber die

Qualitat einer Probe geben zu kdnnen.

3.2  Der EBV-Status von Hodgkin Lymphomen korreliert mit der Expression der
EBV-miRNAs

3.2.1 Detektion der EBV-miRNAs mit gPCR

Fur die Messung der miRNAs wurden in dieser Arbeit Primer-Proben-Paarungen analog zu
bereits veroffentlichten (Cosmopoulos et al. 2008) benutzt. In den mit In-situ-
Hybridisierung EBV-positiv getesteten Hodgkin Lymphomen konnten alle EBV-eigenen
miRNAs detektiert werden bis auf BART19-5p, BART2-3p, BART7, BART7*# und
BHRF1-2, welche in keiner der Proben detektiert werden konnten.

Eine geringgradige Expression aller anderen miRNAs konnte jedoch auch in den meisten
EBV-negativ getesteten Hodgkin Lymphomen festgestellt werden. Dies kdnnte mdogli-
cherweise auf einer Infiltration der Proben mit latent infizierten EBV-positiven nicht ma-
lignen B-Zellen beruhen. Uber 90% der kaukasischen Bevolkerung weisen solche EBV-
positiven B-Zellen auf (Cohen 2000).

Eine andere Mdglichkeit ist, dass ein geringer EBV-Anteil in den meisten Hodgkin Lym-
phomen vorhanden ist, was durch die Expression von EBV-miRNAs gezeigt werden konn-
te. Insgesamt zeigte sich in den gesichert EBV-positiven Hodgkin Lymphomen jedoch ein

sehr viel hoheres Expressionslevel der miRNAs.
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Die getesteten miRNAs wurden hierbei unterschiedlich exprimiert.

Dementsprechend zeigte sich bei der Expression der miRNAs BART10, BART14*,
BART1-5p, BART2-5p, BART3, BART5, BART6-3p, BART8, BART8* und BART9 ein
signifikanter Unterschied zwischen den EBV-positiven und EBV-negativen Hodgkin
Lymphomen in Bezug auf den Status, der durch In-situ-Hybridisierung ermittelt wurde (U-
test: p<0,05).
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Abbildung 1: MiRNA Expression in EBV-positiven Hodgkin Lymphomen.

Die zehn miRNAs mit der grofiten Signifikanz wurden mittels gPCR in Hodgkin-Lymphom-Gewebeproben
quantifiziert und gegen die Expression des Housekeeping-Gens RNU6B normalisiert. Hier ist die relative
Uberexpression der jeweiligen miRNAs in EBV-positiv getesteten Proben im Vergleich zu EBV-negativ
getesteten dargestellt. In den EBV-positiven Proben konnte eine signifikant hthere Expression der dargestell-

ten miRNAs festgestellt werden als in den EBV-negativ getesteten.
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3.1.2 Einordnung der Gute der miRNAs hinsichtlich der Beschreibung des Infek-
tionsstatus einer Formalinprobe

Die sechs miRNAs mit der besten Treffsicherheit hinsichtlich des EBV-Status werden in

Abbildung 2 aufgezeigt.
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Abbildung 2: Expression der viralen miRNAs in Promille RNU6B

Jeder Punkt reprasentiert die miRNA-Expression in einer Gewebeprobe (der Median aller Proben einer

Gruppe ist als Balken dargestellt). Einzelne EBV-positive Hodgkin Lymphome zeigten eine sehr hohe mi-
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RNA Expression. Die miRNAs mit der gréBten Signifikanz zur Differenzierung zwischen EBV-positiven

und negativen Proben sind hier dargestellt (p<0,01 Mann-Whitney-U-Test).

In Abbildung 2 werden die Ergebnisse im Detail anhand der delta-CT-Werte in Bezug auf
die Expression von RNUG6B beschrieben.

Um das diagnostische Potential der verschiedenen EBV-miRNAs fiir die Bestimmung des
EBV Status in Hodgkin Lymphomen festzustellen, erstellten wir Receiver Operating
Characteristic Curves (ROC-Kurven) fir jede EBV-miRNA.

In einer ROC-Kurve wird die Sensitivitat eines Merkmals gegen den Komplementarwert
der Spezifitat aufgetragen. Das Bild einer Diagonale wiirde hierbei ein diagnostisches
Merkmal ohne jede Vorhersagefihigkeit darstellen. Je ,bauchiger” die Kurve ist, desto
groRer der Vorhersagewert des Tests. Dieser wird demnach durch die Flache unter der
Kurve, die area under the curve beschrieben (AUC). Ein AUC Wert von 1,0 wiirde also
einer Vorhersagekraft von 100 % entsprechen.

Die ROC-Kurven unserer Studie basieren auf den Daten der Hodgkin Lymphome, die mit-
tels EBER1-in-situ-Hybridisierung positiv oder negativ fir EBV getestet wurden (EBER1-
in-situ-Hybridisierung als Goldstandard). Fir jede miRNA wurden Sensitivitat und Spezi-
fitat errechnet und gegeneinander aufgetragen.

Auch die Diskriminationsfahigkeit jeder einzelnen miRNA kann durch die AUC dargestellt
werden, in unserem Projekt wurden ROC fir jede miRNA erstellt. Die AUC-Werte fir
jede einzelne miRNA sind in Tabelle 7 dargestellt.

Hierbei zeigte sich, dass vier miRNAs (BART2-5p, BART6-3p, BART8 und BARTS8*)
eine gute Diskriminationsfahigkeit aufwiesen, mit AUC-Werten von 0,8 und 0,9.

Sieben miRNAs (BART10, BART13, BART14*, BART1-5p, BART3, BART5 und
BART9) hatten eine durchschnittliche Diskriminationsfahigkeit mit einer AUC zwischen
0,7 und 0,8 unter der Kurve und 13 eine schlechtere mit einer AUC zwischen 0,6 - 0,7.

Bei 14 miRNAs zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Expression zwischen den
EBV-negativen und EBV-positiven Proben. Hierdurch wurden also die Merkmale der ver-
schiedenen miRNAs beschrieben. Die ROC-Kurven aller miRNAs sind in Abbildung 3,
Beispiele fiir ROC-Kurven von miRNAs mit besonders guter Diskriminierungsféhigkeit
(BART2-5p, BART6-3p, BARTS und BART8*) in Abbildung 4 dargestellt.
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Tabelle 8: miRNAs und AUC Werte mit entsprechender Sensitivitit und Spezifitét

Cutoff fur

deltaCT-Wert
miRNA AUC (C_T RNUGI_} T Sensitivitat Spezifitat

mMiRNA) bei

PCR-Reaktion
BART 2-5p 0,8 -10,59 92,8% 57,2%
BART 6-3p | 0,85 -15,02 85,7% 64,3%
BART 8 0,85 -14,38 64,28% 92,8%
BART 8*# 0,8 -11,01 92,8% 64,3%
BART 10 0,76 -11,9 85,7% 64,3%
BART 13 0,7 -10,51 92,9% 57,1%
BART 14* 0,73 -19,84 92,8% 50%
BART 1-5p 0,79 -10,02 85,7% 71,4%
BART 3 0,78 -13,22 64,2% 85,7%
BART 5 0,73 -13,86 92,8% 50%
BART 9 0,77 -10,90 92,8% 50%
BART 12 0,67 -15,85 92,8% 42,8%
BART 13* 0,65 -16,09 50% 78,6%
BART 15 0,6 -14,55 85,7% 50%
BART 16 0,67 -12,31 78,5% 64,3%
BART 17-3p | 0,6 -1,17 71,4% 57,2%
BART 17-5p | 0,62 -12,17 71,4% 64,3%
BART 18-3p | 0,65 -12,7 92,85% 35,8%
BART 18-5p | 0,64 -15,99 42,8% 85,8%
BART 20-5p | 0,68 -17,84 78,5% 57,1%
BART 22 0,64 -19,84 92,8% 35,7%
BART 3*# 0,67 -11,47 92,8% 35,7%
BART 6-5p 0,68 -15,29 85,7% 57,1%
BHRF 1-2* 0,69 -12,18 57,1% 78,5%
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Tabelle 8: miRNAs und AUC Werte mit entsprechender Sensitivitat und Spezifitat

BART 10* 0,54 -9,65 71,4% 42,8%
BART 11-3p | 0,55 -10,97 85,7% 35,7%
BART 11-5p | 0,56 -5,39 35,7% 85,7%
BART 1-3p 0,59 -20,18 78,5% 50%
BART 19-3p | 0,57 1,96 42,8% 85,8%
BART 19-5p | 0,56 -19,84 71,4% 50%
BART 20-3p | 0,51 -13,99 64,2% 50%
BART 2-3p 0,56 -19,84 71,4% 50%
BART 4 0,55 -9,84 57,1% 64,3%
BART 7 0,56 -19,84 71,4% 50%
BART 7*# 0,51 -18,61 50% 64,3%
BART 9* 0,58 -19,84 71,4% 50%
BHRF 1-1 0,59 -3,1 28,6% 92,9%
BHRF 1-2 0,56 -19,84 71,4% 50%
BHRF 1-3 0,56 -15,45 71,4% 57,2%

Jede ROC-Kurve hat einen spezifischen kalkulierten cut-off-Punkt, welcher festlegt, ob
eine gPCR-Reaktion positiv oder negativ zu werten ist. Ergebnisse, die oberhalb des kalku-
lierten cut-off-Punktes liegen, definieren eine EBV-positive gPCR-Reaktion, Ergebnisse

unterhalb des cut-offs eine negative gPCR-Reaktion auf EBV.
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Abbildung 3: ROC-Kurven aller miRNAS

Um die Sensitivitat und Spezifitdt der miRNAs beziiglich der VVorhersagewahrscheinlichkeit des EBV-Status
bewerten zu kénnen, wurden Receiver Operator Characteristic Curves (ROC) erstellt. Diese basieren auf der
relativen miRNA-Expression von EBV-positiv und negativ getesteten Proben. Die Diskriminationsfahigkeit
der einzelnen miRNAs ist durch die Flache unter der Kurve reprasentiert.
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Abbildung 4: ROC Kurven von miRNAs mit besonders guter Diskriminierungsfahigkeit

Diese weisen Werte zwischen 0,8 und 0,9 der Flache unter der Kurve auf.

3.2.3 EBV-Statusberechnung durch Zusammenfassung unterschiedlicher miRNA-

gPCR-Reaktionen

Ob eine Paraffinprobe tatsachlich als EBV-positiv einzustufen ist, l&sst sich anhand der

Kombination unterschiedlicher EBV-miRNA-Assays herausfinden. Die Kombination der

Vorhersagewerte mehrerer EBV-miRNA-Assays (als Summenscore) ist einem einzelnen

miRNA-Assay Uberlegen. Von 25 Hodgkin-Proben (mit ausreichender RNA-Qualitat be-
stimmt mit einer gPCR-Reaktion mit RNU6B) wurden diesbeziiglich EBV-miRNA-qPCR-
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Analysen durchgefihrt. Die Roh-CT-Werte der ausgewahlten EBV-miRNAs dienten als
Grundlage fir die ROC-Berechnung des Summenscores.

Die Kombination der miRNAs, die eine gute diskriminatorische Qualitat bezlglich des
EBV-Status aufwiesen (siehe Tabelle 8), zeigte mit einer Sensitivitat von 78,57% und einer
Spezifitat von 92,86% eine hohere Treffsicherheit, den EBV-Status festzustellen, als jede
einzelne EBV-miRNA-gPCR. Im Vergleich weist die EBER1-qPCR eine Sensitivitat von
71,4% bei identischer Spezifitat von 92,86% auf (siehe Tabelle 9).

Tabelle 9: EBER-in-situ-Hybridisierung vs. miRNA-Kombination

Goldstandard ist EBER in-situ Hyb-

- Cutoff AUC Sensitivitat Spezifitat
ridisierung

(BART 2-5p,
BART 6-3p,
BART 8, BART
der oben aufge- | 8%, BART 10,
. . BART 13, BART
flhrten miRNAs 14* BART 1-5p,
BART 3, BART 5,
BART 9, BART
12, BART 13%,
BART 15, BART
16, BART 17-3p,
BART 17-5p,
BART 18-3p,
BART 18-5p,
BART 20-5p,
BART 22, BART
3*#, BART 6-5p,
BHRF 1-2%)

Kombination 11,00 0,90 78,57% 92,86%

EBER1-qPCR -15,16 0,91 71,4% 92,86%
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Abbildung 5: Zusammenfassung der miRNAs im Vergleich zu EBER1
Die zusammengefassten miRNAs in einen Summenscore (links), abgebildet in einer ROC-Kurve im Ver-

gleich zu der ROC Kurve von EBER 1 (rechts). Beide Verfahren besitzen eine gute Sensitivitat und Spezifi-
tét (s.0.).

Wurden nur die funf EBV-miRNAs mit der héchsten Diskriminationsfahigkeit fir den
EBV-Status benutzt und nicht das vollstdndige Panel, also BART1-5p, BART2-5p,
BARTG6-3p, BART8 und BART8*#, konnten bei der Bestimmung des EBV-Status eine
Sensitivitat von 78,57% und eine Spezifitat von 85,71% erreicht werden.

Wird der EBV-Status anhand der so zusammengefassten Merkmale bestimmt, so ergibt
sich folgendes: die Gruppe der EBV-positiven Hodgkin Lymphome zeigte einen Median-
wert von 12,5 positiven EBV-miRNA-gPCR-Reaktionen, wahrend die zuvor mittels
EBER-in-situ-Hybridisierung EBV-negativ getesteten nur einen Median von 2,5 positiven
gPCR-Reaktionen aufwiesen (s. Abb. 6).
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Abbildung 6: EBV-Status in Hodgkin Lymphomen

Die Graphik zeigt die Anzahl der gPCR-Reaktionen, die als positiv flir EBV bewertet wurden, in den auch
per ISH als EBV-positiv getesteten sowie im Vergleich zu den EBV-negativ getesteten Hodgkin Lympho-

men. Ein Cutoff Punkt von 7,5 ergibt eine Sensitivitat von 78,6% und eine Spezifitat von 85,7%.

In EBV-positivem Material findet sich insgesamt eine deutlich héhere Menge von EBV-
miRNAs. Dies liel? sich auch in den von uns untersuchten B-Zell-Lymphomen nachweisen.
Die EBV-positiven Proben zeigten im Medianwert eine Anzahl von 22 gPCR Reaktionen
mit einer hohen Menge an EBV-miRNAs im Vergleich zu einem Median von zwei gPCR
Reaktionen in der Kontrollgruppe mit den EBV-negativen Proben. Es konnte bei einer
Sensitivitat von bis zu 100% eine Spezifitat bis zu 87,5% beziglich der Bestimmung des
EBV-Status im Vergleich zwischen positiv und negativ erreicht werden. Die Feststellung
einer EBV-Infektion in archiviertem Gewebe anderer pathologischer Entitaten durch EBV-
miRNA-gPCR ist demnach ebenfalls moglich. Interessanterweise zeigte sich sowohl in der
Gruppe mit B-Zell-Proliferation als auch in den Kontrollgruppen der Hodgkin Lymphome
eine vergleichbare Anzahl an falsch positiven EBV-miRNA-gPCR-Reaktionen (s. Abbil-
dung 7).
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Abbildung 7: EBV-Status in B-Zell-proliferativen Erkrankungen

Die Graphik zeigt die Anzahl an EBV positiven gPCR Reaktionen in der Gruppe anderer pathologischer B-
Zell proliferativer Erkrankungen, die negativ fur EBV getestet wurden im Vergleich zu den positiv geteste-
ten. Ein gewdhlter Cutoff Punkt von 7,5 bildet hier eine Sensitivitat von 100 % und eine Spezifitdt von

87,5%.

3.4 Bioinformatische Pradiktion von EBV-miRNA-Zielgenen

EBV hat einen erheblichen Einfluss auf die zelluldren Funktionen einer latent infizierten
Zelle (Grundhoff und Sullivan 2011). Auf Basis der Hypothese, dass einige EBV-miRNAs
dieselben menschlichen Zielgene beeinflussen, untersuchten wir potentielle menschliche
Zielgene der viralen miRNAs, die in EBV-positiven Zellen signifikant hoch exprimiert
werden. Hierflr wurde mit Hilfe des Programms Targetscan 4,2 (Grimson et al. 2007; Le-
wis et al. 2005) eine Computerprogramm gestltzte Untersuchung dieser potenziellen
Zielgene durchgefuhrt. Hierbei fanden wir heraus, dass einige menschliche Gene durch
mehr als eine EBV-miRNA reguliert zu werden scheinen. Diese 19 Transkripte sind in
Tabelle 9 aufgelistet. Mit Hilfe der PANTHER Software (Thomas et al. 2003) fuhrten wir
eine Analyse der molekularen Funktionen der moglicherweise durch EBV-miRNAS regu-
lierten Zielgene durch. Dabei zeigte sich insbesondere eine Vielzahl von Genen, die die
Transkription beeinflussen, im Vergleich zu den Genen, die Einfluss auf molekulare Funk-

tionen nehmen, basierend auf dem gesamten menschlichen Genom.
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Tabelle 10: Zielgene anhand der eigenen Computer Préadiktion

Zielgen Beschreibung

Zugeordnete EBV miRNAs (via
Targetscan) *

KLF12 Kruppel-like factor 12

BART10, BART2-5p, BARTS,
BARTS8*, BART9

PRP4 pre-mRNA  processing

BART14*, BART3, BARTS5,

PRPF4B

factor 4 homolog B BART8*, BART9
PURA purine-rich element binding pro- | BART10, BART14*, BART2-5p,

tein A BART3, BART9

amyloid beta precursor protein

T .| BART10, BART3, BART6-3p,
APPBP2 (cytoplasmic tail) binding protein
BART8*

2
ASHIL ashl (absent, small, or homeotic)- | BART10, BART2-5p, BARTG6-

like 3p, BART9

calmodulin binding transcription | BART10, BART2-5p, BARTS3,
CAMTAL

activator 1

BART8*

CTD (carboxy-terminal domain,
CTDSPL2 RNA polymerase 11, polypeptide
A) small phosphatase like 2

BART10, BART1-5p, BART2-
5p, BARTS*

CUG triplet repeat, RNA binding
CUGBP2

BART14*, BART2-5p, BARTS5,

protein 2 BART8*
DLG? discs, large homolog 2, chapsyn- | BART10, BART3, BARTS,
110 BART8*
MAE v-maf musculoaponeurotic | BART1-5p, BART3, BARTS5,
fibrosarcoma oncogene homolog BART9
v-myc myelocytomatosis viral
BART10, BART1-5p, BART2-
MYCN related oncogene, neuroblastoma
. 5p, BART3
derived
. . BART10, BART3, BARTS8*,
OTUD4 OTU domain containing 4
BART9
. BART10, BART2-5p, BARTS5,
PCDH19 protocadherin 19
BART9
L . BART10, BART1-5p, BARTS8*,
RYBP RINGL1 and YY1 binding protein
BART9
transducin (beta)-like 1X-linked | BART10, BART3, BARTS5,
TBL1XR1
receptor 1 BART8*
transcription factor 12 (HTF4,
. . L BART10, BART14*, BART2-5p,
TCF12 helix-loop-helix transcription

factors 4)

BART9
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Tabelle 10: Zielgene anhand der eigenen Computer Préadiktion

TEA domain family member 1
TEAD1 (SV40 transcriptional enhancer
factor)

BART10, BART1-5p, BART2-
5p, BARTO

valosin containing protein
VCPIP1 (p97)/p47 complex interacting
protein 1

BART10, BART2-5p, BARTS8*,
BART9

BART14*, BART2-5p, BARTS5,

WAPAL wings apart-like homolog BARTS*

' Die Analyse der Zielgene wurde mit Targetscan 4.2 durchgefiihrt. Die seed region (Nukleotide 2 bis 8) jeder
EBV miRNA wurde hierfur verwendet und diejenigen tabellarisch zusammengefasst, welche zu mehr als drei
miRNAs passen.
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4. Diskussion

4.1  EBV-miRNAs in archivierten Gewebeproben
4.1.1 Einfluss von Paraffinisierung auf das Gewebe

In unserer Studie fiihrten wir eine umfangreiche Analyse von EBV-miRNAs in
paraffinisierten Gewebeproben durch. Dabei wurden 39 EBV-miRNAs in 40 verschiede-
nen archivierten Hodgkin-Lymphom-Gewebeproben und in 21 archivierten Gewebeproben
mit maligner B-Zell-Proliferation wie zum Beispiel diffus groRzelligen B-Zelllymphomen
untersucht. 20 der genannten Hodgkin Lymphome und finf der malignen B-Zell-
proliferativen Proben wurden mittels EBER-in-situ-Hybridisierung positiv auf EBV getes-
tet.

Es zeigte sich, dass miRNAs in Paraffin-Gewebe gut zu detektieren sind, was sich mit bis-
herigen Veroffentlichungen deckt (Doleshal et al. 2008; Eisele et al. 2012; Junker et al.
2009).

Durch das Versetzen von Gewebeproben mit Formalin denaturiert die DNA, das heift, die
Stoffwechselvorgange werden gestoppt, Wasserstoffbriickenbindungen und Basenpaare
unterbrochen und die Zellen auf diese Art und Weise konserviert. Des weiteren kdnnen
Bindungen zwischen Basenpaaren geldst werden, wodurch freie Pyrimidin- und Purin-
Reste entstehen (Srinivasan et al. 2002).

Dadurch kann es allerdings auch zu Verklumpungen und Vernetzungen der einzelnen
RNA-Stréange, Proteine und Basenpaare kommen, welche dann im Rahmen der PCR-
Reaktion auch falsch vervielfaltigt werden (Srinivasan et al. 2002). Das bedeutet, dass die
Proben von unterschiedlicher Qualitdt und Zusammensetzung sind, was eine einheitliche
Verwertung erschwert (Kashofer et al. 2013). Der Fehlergehalt ist dabei unter anderem
abhangig von der Verdlnnung der Probe. In verschiedenen Studien wurden Methoden zur
Verbesserung der Konservierung, der RNA-Extraktion und der Methodik zur Vervielfélti-
gung des Materials entwickelt sowie auch zur Auswertung der Ergebnisse, um die best-
moglichen und einheitlichen Ergebnisse zu erhalten (Fleige et al. 2006; Kashofer et al.
2013; Srinivasan et al. 2002).

Inzwischen ist es so, dass die Qualitat und Quantitat insbesondere im Vergleich zwischen
FFPE-Geweben unterschiedlichen Alters, unterschiedlicher GrolRe und auch im Vergleich
zu frischem Gewebe zu unterscheiden sind (Kokkat et al. 2013; Xi et al. 2007).

Bei der Analyse von miRNAs aus FFPE-Gewebe in Form von gPCR zeigt sich kaum ein

Unterschied bezlglich der Qualitat und Sensitivitat im Vergleich zu anderen diagnosti-

52



4. Diskussion

schen Methoden, da diese Methode auch noch bei RNA-Fragmenten mit klrzester Lange
funktioniert (Reinard 2010).

4.1.2 Notwendigkeit der Verwendung eines Housekeeping-Gens

Um einer Verfalschung der Ergebnisse durch Verunreinigung mit anderen kurzen RNA-
Fragmenten vorzubeugen, werden parallel eine Kontrolle durchgefiihrt sowie die Qualitat
der Ergebnisse mit Hilfe eines Housekeeping-Gens als Referenzgens bewertet. Andere
Probleme bzgl. der Aussageféhigkeit entstehen durch die Unterschiede in der Art der
Durchfiihrung der RNA-Extraktion oder der PCR an sich sowie die unterschiedliche Ge-
webequalitat der Proben (Bustin 2000). Um also die Vergleichbarkeit und auch die Quali-
tat der Proben sichern zu konnen, ist die Verwendung eines Referenzgens zur internen
Kontrolle der gPCR-Reaktion sinnvoll (Kozera und Rapacz 2013). Die Verwendung eines
Referenzgens nimmt auBerdem Einfluss auf die statistische Auswertung der Experimente.
Dieses sollte hierfiir eine andere Sequenz als das Zielgen aufweisen. AuRerdem sollte ein
Referenzgen noch weitere wichtige Merkmale aufweisen. Am wichtigsten ist hier, dass das
Expressionslevel des Referenzgens nicht von experimentellen Faktoren beeinflusst wird.
Denn dies ist das Hauptproblem in der Methodik der PCR. Demnach sollte auch kein Ein-
fluss durch die Art des Gewebes oder den physiologischen Zustand, also auch die Qualitét
der Probe entstehen. Es soll jedoch auch die Unterschiedlichkeit in den Ergebnissen zei-
gen, die zum Beispiel durch verschiedene Arten der Durchfiihrung der Methodik zustande
kommen. Hierdurch soll sichergestellt werden, dass jeder dieser Unterschiede im gesamten
genetischen Material im gleichen Verhaltnis dargestellt wird (Chervoneva et al. 2010).
Besonders gut geeignet als Referenzgene sind daher basic metabolism genes, auch
Housekeeping-Gene genannt (Kozera und Rapacz 2013; Thellin et al. 1999). Denn diese
werden in einem stabilen Zustand und unreguliert exprimiert. Gut eignet sich beispielswei-
se die in unserer Studie genutzte RNU6B (small nucloelar RNU 6), eine nicht kodierende

RNA-Sequenz, die sich im Nukleolus befindet, als Referenzgen (Carlsson et al. 2010).

4.1.3 Vorteile der miRNA-gPCR aus paraffinisiertem Gewebe

Auf Basis dieser Entwicklungen wurde unsere Studie mit EBV-miRNAs durchgefihrt. Die
Schwierigkeit an viralen miRNAs ist, dass bei einem latenten Befall nur wenige Kopien
vorhanden sein kénnen.

Der in unseren Proben mittels In-situ-Hybridisierung festgestellte EBV-Status korrelierte

mit der Expression bestimmter EBV-miRNAs. Insbesondere die BART-miRNAS waren in
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latent infizierten Zellen im Gewebe besonders haufig exprimiert, dies wurde auch fir Zell-
linien in einer In-vitro-Untersuchung bereits festgestellt und beschrieben (Pratt et al. 2009).
Ziel unserer Studie war es, durch die gPCR bestimmter miRNAs eine zusatzliche Methode
darzustellen, um den EBV-Status latent infizierter Zellen aus archiviertem Gewebe festzu-
stellen.

Hierdurch konnte die EBV-Detektion bei bestimmten Pathologien, fir die EBV eine be-
sondere Rolle spielt, wie beispielsweise verschiedene Tumorentitaten, eine erganzende
Diagnosemethode darstellen. Bei anderen Erkrankungen wie beispielsweise chronisch ent-
zindlichen ZNS-Erkrankungen wie Multiple Sklerose, bei denen die Beteiligung von EBV
kontrovers diskutiert wird, (Fatima et al. 2010; Lassmann et al. 2011), kénnte die Anwe-
senheit von EBV-miRNAs in den Immunzellen Betroffener auf eine Beteiligung des Virus
hinweisen.

Da im Allgemeinen bei 95% der Bevdlkerung eine kleine Anzahl von B-Zellen (ca. 1-50
pro Billion B-Zellen (Babcock et al. 1998)) latent mit EBV infiziert sind, ist anzunehmen,
dass eine basale Expression von EBV-miRNAs auch in mittels EBER-in-situ-
Hybridisierung negativ getesteten Hodgkin Lymphomen oder B-Zell-Proliferationen exis-
tiert. Dies deckt sich auch mit den Ergebnissen unserer Studie, in denen die meisten EBV-
negativ getesteten Hodgkin-Lymphom-Proben ebenfalls eine geringe EBV-miRNA-
Expression aufweisen.

Die Quantifizierung von EBV-miRNAs in paraffinisiertem Gewebe l&sst sich, wie die Er-
gebnisse unserer Studie verdeutlichen, auch mit stark degradierter RNA und aus Schnitten
mit einer sehr geringen Anzahl an EBV-positiven Zellen durchfuhren. Sie ist zudem unab-

hangig von der Morphologie des Gewebes.

4.2  EBV-Infektion und Biologie
4.2.1 Infektion und Latenzmuster im Zusammenhang mit miRNAs

EBV gehort zur Klasse der Gamma-Herpesviren. Das EBV-Genom besteht aus einer
doppelstrangigen DNA von ca. 172 kb (kilobaise pairs) Lange. Es war das erste Virus,
dessen Genom komplett entschliisselt wurde (Baer et al. 1984). Wie bereits erwéhnt, ist ein
GroRteil der menschlichen Population mit EBV infiziert. Die Ubertragung geschieht oral.
Ansteckende Viruszellen kdnnen im Speichel von Patienten mit Mononukleose, bei im-
munsupprimierten Patienten oder teilweise auch bei gesunden, latent infizierten Patienten

zu finden sein (Gerber et al. 1972; Strauch et al. 1974; Yao et al. 1985). Das Virus infiziert
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die B-Lymphozyten und geht in die Latenzphase tber, um in ihnen zu persistieren. Im
Rahmen dieser latenten Infektion werden einige Gene exprimiert, die in Zusammenhang
mit der Entstehung von EBV-assoziierten Krebserkrankungen stehen.

Normalerweise wandern die B-Zellen, die Antigen-Kontakt hatten, in den Lymphknoten
und bilden das Keimzentrum. Hier durchwandern sie mehrere Wachstums- und Differen-
zierungsprozesse, bei denen am Schluss die selektiert werden, die hochaffine Immunglobu-
line bzw. Antikorper produzieren. Die anderen enden in der Apoptose. EBV scheint bevor-
zugt naive B-Zellen zu befallen, die sich im Keimzentrum befinden. Es ist in seinem La-
tenzmuster der B-Zell-Physiologie und Biologie angepasst. Nach der Infektion wird zu-
nachst Latenzmuster 111 exprimiert. Hier wurde unter anderem eine spezifische Abhangig-
keit des Virus vom B-Zell-eigenen Transkriptionsfaktor PAX5 beschrieben, was die Spezi-
fizierung des Virus auf B-Zellen erklart (Massini et al. 2009; Tierney et al. 2007).

Wie unten néher beschrieben, werden im Latenzmuster Il die meisten viralen Proteine
exprimiert ebenso wie die BART-miRNAs. Die BART-miRNAs sind in jeder Latenzform
exprimiert, was sie zu wertvollen Markern fir die Diagnostik macht. Es liegt nah, dass sie
auch Einfluss auf bestimmte Transkriptionsfaktoren haben. Wahrend der Aktivierung und
Proliferation der B-Zellen werden die verschiedenen Latenzmuster durchlaufen, von 111 zu
0 (in den B-Gedéachtniszellen) (Thorley-Lawson 2001). So kann das Virus in den Gedéacht-
niszellen lebenslang persistieren, unerkannt von zytotoxischen Zellen.

Die Tumorzellen scheinen aus praapoptotischen B-Zellen zu entstehen. Dies wird dadurch
gestutzt, dass ca. 25% der Hodgkin-Lymphom Zellen Mutationen des B-Zell-Rezeptors
zeigen. Normalerweise werden diese der Apoptose zugefihrt, durch die Infektion ist dieser
Mechanismus jedoch unterbrochen, sie Gberleben und vermehren sich sogar (Bechtel et al.
2005; Mancao et al. 2005).

Fur das Uberleben sind insbesondere Signale des B-Zell-Rezeptors und der T-Helfer-
Zellen notwendig. Ein wichtiger Aktivator ist hierbei das Oberflachenantigen CD40, wel-
ches, wenn es durch T-Helferzellen stimuliert wird, iber eine Signalkaskade in Zusam-
menhang mit TRAFs (tumor-necrosis-factor receptor associated factors) das Uberleben der
B-Zelle vermittelt. Dieser Signalweg wird durch EBV-eigene Proteine imitiert.

In vitro flhrt eine Infektion mit EBV dazu, dass ruhende B-Zellen in permanent wachsende
lymphoblastoide Zelllinien konvertiert werden. Des weiteren werden spezifische virale
Gene exprimiert, welche unter anderem aus den EBNA-Subtypen sowie LMPs und einigen
miRNAs bestehen (Feederle et al. 2011; Vento-Tormo et al. 2014).
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Das durch EBV aktivierte Wachstum der B-Zellen resultiert aus Veranderungen in der
Genexpression, was sowohl direkt durch Transkriptionsfaktoren als auch auf dem
posttranskriptionalen Weg bewirkt werden kann. Auf dieser Ebene kdnnten die miRNAs
beteiligt sein (Vento-Tormo et al. 2014). Eine aktuelle Studie beschreibt eine Korrelation
des Wachstums der B-Zellen mit der Expression von EBV miRNAs, insbesondere von
BHRF1. Hier konnte eine ausgepragte Varianz innerhalb der untersuchten Patienten fest-
gestellt werden, was verdeutlicht, dass auch individuelle Faktoren eine Rolle spielen
(Delecluse et al. 2019).

4.3  EBV-Latenzmuster, Proteine und miRNA-Expression
4.3.1 Expressionsprofile der Proteine und miRNAs

EBV weist vier verschiedene Latenzmuster auf (0, I-111) in Abhdngigkeit vom Status der
EBV-Persistenz (Cohen et al. 2008; Kiippers 2003).

Wahrend dieser Latenzphasen werden verschiedene (bis zu neun) EBV eigene Proteine
exprimiert. Latenzmuster 0 bedeutet, dass EBV in latent infizierten B-Gedachtnis-Zellen
mit einer reduzierten Expression viraler Gene persistiert. Eine gelegentliche Expression
von LMP2A und EBER ist auBerdem charakteristisch fir dieses Latenzmuster (Kuppers
2003). Ein hoher Prozentsatz der menschlichen Bevolkerung besitzt solche latent infizier-
ten B-Zellen, die aus einer vorausgegangenen EBV-Infektion stammen.

Wahrend Latenzmuster | werden auch EBER1 und -2, BART-miRNAs und EBNA1
exprimiert.

Latenzmuster Il findet man in Hodgkin und non Hodgkin Lymphomen sowie T-/NK-Zell-
Lymphomen und den nasopharyngealen Karzinomen, hier werden EBERL1, -2, EBNAL,
LMP1, -2A, -2B, BARTs und BARF1 exprimiert. Ca. 40 % der Hodgkin Lymphome sind
EBV-positiv (Massini et al. 2009).

Latenzmuster 11 tritt gehauft bei post-Transplantantions-Erkrankungen mit lymphatischer
Proliferation, AIDS-abhangigen Lymphomen und wéhrend der infektiosen Mononukleose
auf, hier werden die meisten viralen Gene exprimiert (EBERL1, -2, BARTs, BHRF1, EBNA
1, -2, -3A, -3B, -3C, EBNA-LP, LMP1, -2A, -2B (Kuppers 2003; H. Lassmann et al.
2011)).
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Tabelle 11: Expressionsprofil viraler Gene und EBV miRNAs in Abhéngigkeit vom Latenztyp.

Expressionsprofil viraler Vi Expressionsprofil
orkommen
Latenztyp Gene viraler miRNAs

B-Zell-Lymphome, Nk-T-
Typ | EBER1, 2, EBNA 1 BARTSs
Zell-Lymphome

Nasopharyngeale
EBERL, 2, EBNA 1, LMPs | Carcinome, Hodgkin-

Typ Il BARTSs
(1, 2a, 2b), BARF 1 Lymphome, Nk/T-Zell-
Lymphome
EBERL, 2, Akute infektitse
EBNAs (1, 2, 3A, 3B, 3C, Mononukleose, PTLD,
Typ HI B BARTSs, BHRF 1
LP), AIDS-assoziierte
LMPs (1, 2A, 2B) Lymphome

4.3.2 Funktionen der Proteine und miRNASs

EBNAL ist durch Bindung an den Replikationsort der viralen Episome fir die Replikation
und Vervielféaltigung der viralen DNA sowie Weitergabe dieser an Tochterzellen verant-
wortlich. Da EBNAL nicht als Antigen durch MHCI-Molekile reprasentiert wird, werden
B-Zellen, die nur EBNA1 exprimieren, nicht von zytotoxischen T-Zellen erkannt (Kiippers
2003). Die direkte Expression von EBNAL in M&usen hat gezeigt, dass sich hier Lympho-
me entwickeln, was darauf hindeutet, dass EBNA1 onkogene Eigenschaften besitzt.
EBNAL ist ein wichtiges Zielgen fiir die miRNA BART6 (Lo et al. 2007).

EBNAZ2 ist wichtig fur die zellulare Transformation und wird daher als erstes Protein di-
rekt nach der Infektion exprimiert. Es reguliert bzw. aktiviert die virale und zellulare Gen-
expression und spielt eine wichtige Rolle im Prozess der Transformation (Hammerschmidt
und Sugden 1989).

EBNA und die LMP interagieren miteinander, was insgesamt zu Aktivierung von LMP
fuhrt (Ok et al. 2015).

LMP1 ist bereits ohne die Expression anderer EBV Gene In vivo als Onkogen zu werten.
Es ist ein Transmembran-Protein mit einem c-terminalen zytoplasmatischen Ende. Dies
besteht aus zwei wichtigen Doménen, CTAR 1 und CTAR 2 (c-terminal activation region).
Es imitiert die Funktion von CD40, was fur die B-Zell Proliferation und Differenzierung
zustandig ist (Kulwichit et al. 1998; Uchida et al. 1999) und verhindert aulerdem die
Apoptose der B-Zellen Uber eine NF-xB-abhédngige Signalkaskade (Thorley-Lawson
2001). Uber die transmembrane Domane kann eine dauerhafte Aktivierung von LMP1 er-
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folgen, welches Gber CTAR 1 und 2 mit weiteren angeschlossenen Molekilen und Rezep-
toren interagiert. Hier sind vor allem die TRAFs (tumor necrosis factor associated factors)
zu nennen, Uber welche der NF-xB pathway aktiviert wird. NF-xB aktiviert die Expression
des anti-apoptotischen DISC-Inhibitors c¢-FLIP und induziert die Expression
proinflammatorischer Cytokine (Hinz et al. 2002; Kreuz et al. 2001).

Des weiteren werden antiapoptotische Proteine hochreguliert (wie BCL2 und A20), wo-
durch die Apoptose inhibiert wird (Kippers 2003).

Andere Zielgene fir NF-kB in Hodgkin-Lymphom-Zellen kdnnen in verschiedene Unter-
gruppen unterteilt werden: Zytokine, Chemokine, Zelloberflichen-Rezeptoren, Adhasi-
onsmolekile, Regulatoren der Apopose, Signalmolekiile oder Transkriptionsfaktoren mit
dem Ziel, das Wachstum zu steigern und die Apoptose zu verhindern (Hinz et al. 2002).
EBV-miRNAs sind auch an dieser Stelle in das Wachstum und die Transformation von B-
Zellen involviert, denn sie haben sowohl zelluldre als auch virale Zielgene (Piedade und
Azevedo-Pereira 2016; Sakamoto et al. 2017). MiRNAs des BART-Clusters kdnnen LMP1
und -2a herunterregulieren. BART16, BART17-5p und BART1-5p haben beispielsweise
LMP1 als Zielgen, dies kdnnte indirekt den Schutz vor dem Immunsystem unterstltzen
(Boss und Renne 2011; Lo et al. 2007). Die miRNAs BART1-5p,BART16 und BART17-
5p nehmen Einfluss auf das Protein LMP1 (Lo et al. 2007). Diese miRNAs konnten auch
in den in unserer Studie untersuchten Proben nachgewiesen werden, BART1-5p mit einer
durchschnittlich guten Diskriminationsfahigkeit.

LMP2 spielt eine bedeutende Rolle fir die Verhinderung einer EBV-Reaktivierung, indem
es die Phosphorylierung von Tyrosinkinasen verhindert.

LMP2 teilt sich in zwei Isoformen, LMP2A und -2B. Uber die zytoplasmatische Doméne
von insbesondere LMP2A kann die Aktivierung der Tyrosinkinasen, die den lytischen
Zyklus induzieren, gehemmt werden, sodass das Virus im latenten Zustand in den B-Zellen
verbleibt (Miller et al. 1995).

LMP2A besitzt sogenannte ITAMs in seiner zytoplasmatischen Domane (immunoreceptor
Tyrosinkinase-based activation motifs), welche sich ebenfalls im B-Zell-Rezeptor finden
und Reaktionen vermitteln. Es bindet die Tyrosinkinasen des B-Zell-Rezeptors und inhi-
biert diese dadurch, sodass eine B-Zell-Aktivierung und damit der Eintritt in den lytischen
Zyklus verhindert wird. Gleichzeitig jedoch imitiert LMP2A die Signale des B-Zell-
Rezeptors und sichert dadurch das Uberleben der Zelle. Es ist jedoch auch ein virales An-
tigen, das im Rahmen der Immunabwehr durch zytotoxische T-Zellen erkannt werden kann

(Lung et al. 2009). Daher ist durch die Inhibierung der Expression wiederum die Flucht der

58



4. Diskussion

infizierten Zelle vor dem Immunsystem gesichert. Hier sind ebenfalls virale miRNAs be-
teiligt, insbesondere miRNA BART22, welche LMP2A als Zielgen hat. Es ist ein hohes
Level an miRNA-Expression mit einem niedrigen Level an LMP2A-Expression verbun-
den. Durch die Expression von BART22 wird demnach die Expression von LMP2A he-
rabgesetzt (Lung et al. 2009). In unserer Studie wird die miRNA BART22 in den malignen
B-Zell-Proliferationen Uberexprimiert.

Die EBER-RNAs codieren kleine, nicht polyadenylierte RNAs, welche die Sekretion von
Interleukin 10 induzieren konnen, was zum Wachstum infizierter B-Zellen sowie zur
Hemmung zytotoxischer T-Zellen beitragen kdnnte. AuBerdem binden EBER-RNAs die
Interferon-induzierte RNA-aktivierte Proteinkinase PKR, welche im Zusammenhang mit
den Interferon-induzierten antiviralen Effekten steht und konnten so eine Rolle fur das
Uberleben des Virus spielen (Clemens et al. 1994). In Hodgkin Lymphomen sind entspre-
chend dem Latenztyp 1l EBER, EBNAL, LMP1, -2A und -2B besonders stark exprimiert
(Ok et al. 2015), was sich mit dem Expressionsmuster der entsprechenden beteiligten

mMiRNAS in unserer Studie deckt.

4.4 EBV und Krebs
441 EBV-miRNAs in verschiedenen Krebsarten

EBV ist mit verschiedenen Krebserkrankungen assoziiert (Kutok und Wang 2006). Es
wurden bereits verschiedene Krebsarten hinsichtlich der sowohl viralen als auch zellularen
miRNA-Expression untersucht. Hier zeigt sich eine hohe Variabiliat innerhalb der Tumore
beziiglich der viralen miRNA-Expression, sodass von einer unterschiedlichen Infiltration
der verschiedenen Tumore auszugehen ist (Piedade und Azevedo-Pereira 2016; Zhang et
al. 2019).

Eine besondere Assoziation wurde zu epithelialen Tumoren wie z.B. des Nasopharynx und
des Magens beschrieben (Young und Murray 2003).

Beim Nasopharynxkarzinom (NPC) sind ca. 5-19% der exprimierten miRNAs von EBV
stammend (Zhu et al. 2009). Auch wenn es keine umschriebene EBV-miRNA gibt, die
durchgehend in allen NPC-Zelllinien exprimiert wird, sind die miRNAs BART7-3p,
BART21, BART22, und ebenso BART4 und -5 als besonders haufig und besonders hoch
exprimiert beschrieben (Chen et al. 2010; Cosmopoulos et al. 2008; Zhu et al. 2009).
MiRNAs des BHRF-Clusters werden nicht beschrieben.
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Auch fiir das Magenkarzinom ist eine Abwesenheit von BHRF-miRNAs und eine Uberex-
pression von BART-miRNAs beschrieben (Marquitz et al. 2015; 2014; Yang et al. 2017).
Bei den Zelllinien der Magenkarzinome konnte zudem eine Beeinflussung zelluldrer
miRNAs durch eine EBV-Infektion festgestellt werden. In diesem Zusammenhang wurde
keine erhohte Expression der EBV-Proteine sondern nur der EBV-miRNAs gemessen, was
auf einen direkten Einfluss der EBV-miRNAs auf zelluldare miRNAs hindeutet (Marquitz
et al. 2014). Einige der supprimierten zelluldaren miRNAs haben eine Tumor-Suppressor-
Funktion, was wieder das onkogene Potential von EBV bestétigt (Marquitz et al. 2014).

Auch zur chronisch lymphatischen Leuk&mie ist eine Assoziation mit EBV-miRNAS be-
schrieben, insbesondere im Zusammenhang mit BHRF1 und BART4 (Ferrajoli et al.
2015). Die charakteristischen miRNA-Expressionsmuster kénnen demnach auf die spezifi-

schen Funktionen der miRNAs in der Tumorgenese hinweisen.

4.4.2 EBV-miRNAs in Zusammenhang mit dem Latenzmuster in verschiedenen
Krebsarten

Auch die unterschiedlichen Latenzmuster sind Krebsarten zuzuordnen. In diesem Zusam-
menhang sind auch unterschiedliche miRNA-Expressionsmuster beschrieben (Wang et al.
2018).

EBV im Latenztyp | kommt gehduft in Burkitt Lymphomen und Magenkrebs vor, wéhrend
Latenztyp Il in  Hodgkin Lymphomen, Nasopharyngealen Tumoren und
Lymphohistiozytose mit hyperinflammatorischer Reaktion zu finden ist. Latenztyp Il fin-
det man gehéauft in lymphoproliferativen Erkrankungen post-Transplantation (PTLD) so-
wie in AlDS-assoziierten Lymphomen und lymphoblastoiden Zelllinien (Grywalska und
Rolinski 2015).

Eine der grofiten Gruppen maligner Erkrankungen, die mit EBV assoziiert sind, sind - wie
bereits erwahnt - die Lymphome und lymphoproliferativen Erkrankungen. In diffus grof3-
zelligen B-Zell-Lymphomen (DLBCL) ist eine besonders hohe Expression von BART17,
BART?22 und BART10 beschrieben, hingegen von BART15, -20 und BHRF-miRNAs kei-
ne signifikante Uberexpression (Imig et al. 2011).

Auch verschiedene zellulare miRNAs sind hier tberexprimiert, welche eine Rolle in der
Tumorgenese spielen und moglicherweise auch unter dem Einfluss der EBV-miRNAsS ste-
hen (Esquela-Kerscher und Slack 2006; Farazi et al. 2011; Piedade und Azevedo-Pereira
2016). DLBCL, die AlDS-assoziiert sind, weisen im Gegensatz zu DLBCL immunkompe-
tenter Patienten eine besonders hohe Expression von BART22 und BHRF1-3 auf, was da-
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rauf hindeutet, dass diese miRNAs eine Rolle in der Immunkompetenz der Wirtszellen
spielen kdnnten (Xia et al. 2008).

AuRerdem zeigt sich ein erheblicher Unterschied in der Expression viraler miRNAS in
AIDS-assoziierten B-Zell-Lymphomen beziiglich des Latenztyps. Ahnlich wie in Lym-
phomen und Karzinomen, die vorwiegend dem Latenztyp | zuzuordnen sind, werden keine
miRNAs des BHRF1-Clusters exprimiert, wohingegen in Lymphomen, die dem Latenztyp
I11 zuzuordnen sind, eine geringgradige Expression der BHRF-miRNAs besteht (Piedade
und Azevedo-Pereira 2016; Xia et al. 2008).

Ein weiterer interessanter Aspekt ist, dass sowohl in AIlDS-assoziierten B-Zell-
Lymphomen als auch in DLBCL die miRNA-Expression von einer LMP1-Expression be-
gleitet ist (Xia et al. 2008). AuRerdem ist die Expression der miRNA BHRF1 abhangig von
Promotoren des Latenztyps Il und die BHRF1-Transkripte sind in den lytischen Zyklus
und dessen Aktivierung involviert (Amoroso et al. 2010). Dies zeigt, dass sich virale
miRNAs in immunkompromittierten Patienten anders verhalten als in Immungesunden, da
es auf virale Transkripte hier keine effiziente Immunantwort gibt, was zu einer geringeren
Regulation der viralen Genexpression fuhrt (Piedade und Azevedo-Pereira 2016).

In NK-/T-Zell-Lymphomen konnte ein ahnliches Expressionsmuster beschrieben werden:
BHRF1-miRNAs werden nicht detektiert, wohingegen BART5 und BART7-5p die am
hdchsten exprimierten miRNAs sind. Des weiteren werden auch hier zellulare miRNAs
herauf- bzw. herunterreguliert, unter anderem miRNAs, die proinflammatorische Zytokine
und onkogene Proteine beeinflussen (Motsch et al. 2012). In unserer Studie lie3en sich in
den DLBCL-Proben die miRNAs BART10, BART11-3p, BART12, BART13, BART13*,
BART14*, BART15, BART1-5p, BART18-3p, BART22, BART2-3p, BART3, BART4,
BART5, BART6-3p, BART6-5p, BART8, BART9 und BHRF1-3 mit einer sehr guten bis

guten Diskriminationsfahigkeit (AUC zwischen 0,8 und 1,0) nachweisen.

4.4.3 EBV-miRNAs und Entstehung/Progression von Krebs

Einige Studien beschreiben, abgesehen von den spezifischen miRNA-Expressionsmustern,
dass EBV-miRNAs im Allgemeinen auch eine wichtige Rolle in der Entstehung und Pro-
gression von Krebs spielen (Zhang et al. 2019). Beispielsweise miRNA BART7-3p, wel-
che in NPC hochreguliert ist, hat PTEN als Zielgen (tumor-suppressorphosphatase and
tensin homolog), welches in einen Signalweg fir die Transformation von epithelialem zu
mesenchymalem Gewebe involviert ist, wodurch die Metastasenbildung geférdert wird

(L.-M. Cai et al. 2015). Ein &hnlicher Mechanismus wurde fir miRNA BART1 beschrie-
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ben, welche ebenfalls PTEN als ein Zielgen aufweist (L. Cai et al. 2015). Dies bestarkt die
auch in unserer Studie dargestellte Hypothese, dass es haufig mehrere virale miRNAs gibt,
die das gleiche zelluldre Zielgen aufweisen, um dessen Regulation zu gewéhrleisten. Ein
weiteres Zielgen fir nahezu alle miRNA des BART2-Clusters ist NDRG1 (h-myc
downstream regulated 1). Dies ist ein Suppressor von Metastasen und ein Marker fir die
epitheliale Differenzierung, was bedeutet, dass dessen Suppression eine Ausdifferenzie-
rung sowie den Wachstumstopp der Zellen vermindert, was wieder zur Karzinogenese bei-
tragt (Kanda et al. 2015).

Insgesamt zeigen all diese Studien, dass EBV eine groRe und wichtige Rolle in der
Karzinogenese vieler Tumoren spielt.

Eine Zusammenfassung der Zielgene und Funktionen von EBV miRNAs auf Basis der

Literatur ist in Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 12: Zielgene von EBV miRNAs anhand der Literatur zusammengefasst (Piedade und Azevedo-
Pereira, 2016)

EBV-MiRNA Zielgen Funktion

BHRF1-3 CXCL11 (C-X-C motif chemo- | immune escape
kine 11)

BART1 BIM (BCL2 interacting mediator | antiapoptotisch

of cell death)

BART1-3p Caspase-3 antiapoptotisch
BART1-5p LMP1 immune escape
BART2-5p MICB (major histocompatibility | immune escape

complex class-1 related chain B)

BART3 BIM antiapoptotisch

BART3-5p DICEL1 (deleted in cancer 1) Zelltransformation und -
wachstum

BART5-5p PUMA (p53-upregulated modula- | antiapoptotisch

tor of apoptosis)

BART6-5p Dicer Modulation der miRNA Biogene-
se
BART7 APC (adenomatous-polyposis- | Zelltransformation und -wachstum
coli-protein)
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Tabelle 12: Zielgene von EBV miRNAs anhand der Literatur zusammengefasst

BART9 BIM antiapoptotisch
BART11 BIM antiapoptotisch
BART12 BIM antiapoptotisch
BART15 NLRP3 (NLR family, purin | immune escape

domaining containing 3)

LMP1

BART16 TOMM22 (Translocase of outer | Antiapoptotisch

mitochondrial membrane 22 hom- . .
antiapoptotisch

ologue)

Caspase-3
BART17-5p LMP1 immune escape

WIF1 Zelltransformation und -wachstum
BART19-3p APC Zelltransformation und -wachstum
BART20-5p BAD (BCL-2 associated agonist | antiapoptotisch

of cell death)

4.5  EBV und Hodgkin Lymphome

Wie bereits eingangs beschrieben ist die Bedeutung von EBV fir Hodgkin Lymphome
kontrovers diskutiert. Ca. 40% der Hodgkin Lymphome sind EBV-positiv (Massini et al.
2009). Aus der Untergruppe der zusatzlich mit HIV infizierten Patienten sind nahezu 100%
EBV-positiv (Dolcetti et al. 2001).

EBV wird vor allem mit dem gemischten Subtyp des Hodgkin Lymphoms in Verbindung
gebracht, das NLPHL ist dagegen als Unterform, die nicht mit EBV assoziiert ist, charakte-
risiert (Murray et al. 1992; Pallesen et al. 1991).

Hodgkin-Lymphom-Zellen entstehen, wie oben bereits beschrieben, aus B-Zellen. Hier
handelt es sich um B-Zellen, die aufgrund somatischer Mutationen kein Oberflachen-
Immunglobulin durch einen funktionierenden B-Zell-Rezeptor besitzen (Kapatai und Mur-
ray 2006). Der normale Weg fur diese Zellen wére die Apoptose. Durch die Infektion mit
EBV entgehen sie dieser jedoch dadurch, dass virale Gene und Proteine exprimiert werden
(Kanzler et al. 1996). In infizierten B-Zellen werden keine B-Zell-typischen Gene mehr

exprimiert, insbesondere der vom B-Zell-Rezeptor physiologischerweise ausgehende Sig-
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nalweg wird unterbrochen (Schwering et al. 2003). Die Identitat der urspringlichen B-
Zelle geht durch die Uberexpression verschiedener anderer Gene verloren, durch welche
z.B. die Transkriptionsfaktoren E2A und auch PAX5, welche fiir die Funktionalitat der B-
Zelle mit verantwortlich sind, antagonisiert werden (Mathas et al. 2006; Renné et al. 2006).
Hodgkin-Lymphom-Zellen zeichnen sich durch eine dauerhafte Aktivierung des NFkB-
Signaltransduktionsweges aus, welcher unter anderem durch die Expression der
Latenzgene LMP1 und LMP2A in Hodgkin-Lymphom-Zellen aktiviert wird (Kapatai und
Murray 2006; Vockerodt et al. 2014).

Es werden jedoch auch andere Mutationen, die zu dieser Aktivierung fihren, diskutiert, da
nicht alle Hodgkin Lymphome EBV-positiv getestet werden (Kapatai und Murray 2006) .
Es besteht die Hypothese, dass EBV in Progenitor-Zellen bereits zu Veranderungen fihrt,
jedoch maglicherweise im Verlauf durch DNA-Rearrangements nicht mehr auffindbar ist
(Gan et al. 2002). Ahnliche Ergebnisse konnten in EBV-negativ getesteten Burkitt-
Lymphom-Zellen gefunden werden (Razzouk et al. 1996). Dies lieR sich jedoch durch die
konventionellen Methoden nicht bestétigen, sodass eine Bedeutung von EBV fur die Ent-
stehung EBV-negativ getesteter Hodgkin Lymphome eher unwahrscheinlich erscheint
(Kapatai und Murray 2006; Staratschek-Jox et al. 2000).

Unsere Methode zeigte jedoch auch in den mit In-situ-Hybridisierung negativ getesteten
Proben eine geringe EBV-miRNA-Expression (vgl. Abbildung 4), was die Diskussion er-

neut anregen konnte.

46  MiRNA-Expressionsmuster

EBV besitzt zwei verschiedene unabhingige miRNA-Typen, die BARTs und BHRFs. Die-
se befinden sich in den Introns des BHRF1- sowie BART-Clusters. Wie bereits beschrie-
ben unterstiitzen die miRNAs das Uberleben des Virus, die Aufrechterhaltung der Latenz
und verhindern die Aktivierung des lytischen Zyklus. In einer Studie wurde dargestellt,
dass verschiedene Signalkaskaden und Transduktionen durch miRNAs beeinflusst werden,
zum Beispiel der p53 feedback loop, B-Zell- Signalwege und Reaktionen auf oxidativen
Stress sowie Apoptose (Skalsky et al. 2012).

Jedes Latenzmuster hat auch ein bestimmtes Expressionsmuster bzw. Profil der EBV-
miRNAs. Dies wurde bereits durch ausfuhrliche In-vitro-Analysen gezeigt, bei denen
miRNAs in diversen latent infizierten Lymphomzellen gefunden wurden (Amoroso et al.
2010; Cai et al. 2006; Pratt et al. 2009). So sind BHRF-Transkripte charakteristisch fir das
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Latenzmuster 111 (Amoroso et al. 2010; Cai et al. 2006), wahrend BART-miRNAs eher in
Latenzmuster 1 und 11 zu finden sind (Pratt et al. 2009).

Waihrend des lytischen Zyklus des Virus werden einige miRNAs besonders hoch
exprimiert (z. B. BART1-3p, BART3-3, BART7, BHRF 1-2), wahrend die Expression von
BHRF1-1 nicht signifikant erhoht ist (Cai et al. 2006). Daraus erschlief3t sich, dass die
miRNASs auch an der Expression viraler Proteine entsprechend der Latenzmuster beteiligt
sind und somit in das Aufrechterhalten der Latenzphase bzw. das Uberleben des Virus. Das
Expressionslevel der verschiedenen miRNAs ist jedoch nicht nur abhéngig vom Latenztyp
des Virus sondern auch vom Zelltyp. So werden z. B. in epithelialen NPC-Zellen insge-
samt mehr virale miRNAs exprimiert als in B-Zelllinien.

In unserer Untersuchung wurden die BART-miRNAs BART10, BART14*, BART1-5p,
BART2-5p, BART3, BART5, BART6-3p, BART8, BART8* und BART9 am haufigsten
in den EBV-positiven Hodgkin-Lymphom-Zellen exprimiert, was zu Latenzmuster Il, wie

es in Hodgkin Lymphomen vorkommt, passt.

4.7  Regulatorische Funktion der exprimierten miRNAs

Einige der Funktionen dieser miRNAs wurden bereits beschrieben. Einen Uberblick bietet
Tabelle 12.

Es zeigte sich, dass miRNA BART6 die Latenz und die lytische Phase des Virus beein-
flusst, indem EBNAZ2 herunterreguliert wird (lizasa et al. 2010) und miRNA BART6 regu-
liert auBerdem die Proteine Zta (Chen et al. 2009) und Rta (Heilmann et al. 2012) herunter,
welche beide in den Wechsel des Virus in die lytische Phase involviert sind (lizasa et al
2010).

Auch BART20-5p greift hier ein, tber die Regulation von BZLF1 und BRLF1 (Jung et al.
2014). Hier handelt es sich um friihe Gene, die Zta und Rta codieren. Sie werden von den
Promotoren Zp und Rp transkribiert. Beide Gene werden fir die komplette Expression
friher und spéter EBV Proteine benétigt, was zur Vermehrung des Virus fuhrt. Es sind
auch spezifische CD8" T-Zellen beschrieben mit Spezifitat fir BZLF1 und BMLF1
(Hatton et al. 2014). BARTS5 ist unter anderem daflr verantwortlich, dass das Protein
PUMA, ein durch p53 hoch regulierter Modulator der Apoptose, welcher ein
proapoptotisches Protein der BH3-Klasse der Bcl-2-Familie ist, inhibiert wird und hat da-
durch einen anti-apoptotischen Effekt (Choy et al. 2008). Ein anderes durch EBV beein-
flusstes antiapoptotisches Protein ist BIM (BCL2 interacting modulator of cell death), ein
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Protein der BH3-Familie. Hier sind insbesondere die miRNAs BART1, BART3, BARTY,
BART11 und BART12 beteiligt (Marquitz et al. 2011).

BART?22 hat neben LMP2a, wie oben beschrieben, auch TOMM22 (translocase of outer
mitochondrial membrane 22 homologue) als potentielles Zielgen, welches ein Teil eines
mitochondrialen Komplexes ist, der als Rezeptor fiir pro-apoptotische Proteine u.a. BAX
(BCL associated protein x) fungiert (Dolken et al. 2010). Auch BART16 hat TOMM22 als
Zielgen. BART20-5p hat hingegen BAD (BCL2 associated death promotor protein) als
Zielgen, welches zur Familie der BH3 pro-apoptotischen Proteine gehort (Kim et al. 2015).
Caspase 3 (cysteine-aspartic acid protease), ebenfalls ein an der Apoptose beteiligtes Pro-
tein, wurde als Zielgen fir BART1-3p und ebenfalls BART16 identifizert (Vereide et al.
2014). Vier BART-miRNAs (BART5-5p, BART7-3p, BART9-3p und BART14-3p) regu-
lieren die Proteinkinase ATM (ataxia telangiectasia mutated), ein Enzym, welches DNA-
Doppelstrangbriiche registriert und eine Signalkaskade bis hin zur Einleitung der Apoptose
bei grofieren Zellschaden in Gang bringen kann (Lung et al. 2018). Diese Ergebnisse zei-
gen, dass EBV-miRNAs wesentlich in die Regulation der Apoptose involviert sind. Uber
die Regulation von BACH-1 durch BART4 und BHRF1-2 wird die Zelle indirekt vor
oxidativem Stress geschutzt durch die Hochregulation antioxidativer Proteine (Skalsky et
al. 2012). Hierdurch wird die Wirtszelle geschiitzt und deren Uberleben verlingert.

Eine andere Arbeitsgruppe beschreibt, dass miRNA BART18-5p die MAP3 Kinase 2 be-
einflusst. Diese ist in eine Signalkaskade involviert, welche zur Initiierung des lytischen
Zyklus fiihrt. Durch Blockierung dieser Kinase verhindert BART18-5p also den Ubergang
in die lytische Phase. Somit wird die Latenzphase unterstitzt und aufrechterhalten. Man
konnte sogar vermuten, dass diese miRNA den unregulierten Ubergang des Virus in die
lytische Phase in latent infizierten B-Zellen verhindert und damit das Uberleben des Virus
sichert (Qiu und Thorley-Lawson 2014).

Desweiteren wurde beschrieben, dass die miRNA BART6-5p das Enzym DICER beein-
flusst, welches wie bereits zuvor dargestellt beim SpleiBvorgang der miRNAs eine Rolle
spielt. Dies zeigt wiederum die bedeutende Rolle der miRNAs wahrend des
Prozessiervorgangs in der Wirtszelle (Skalsky et al. 2012).

MiRNAs des BHRF1-2 Clusters nehmen Einfluss auf den IL-1 (Interleukin-1)-Signalweg,
indem sie den IL1-Rezeptor 1 blockieren, was zu einer Veranderung der Zytokin-
Expression im Rahmen der Immunreaktion auf EBV fuhrt (Skinner et al. 2017).

Die miRNA BHRF1-3 nimmt Einfluss auf die Interferon-iduzierten Chemokine, die T-
Zellen anziehen (CXCL-11/I-TAC), was ebenfalls darauf hindeutet, dass EBV-miRNAs
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einen Effekt auf das Uberleben der Krebszellen im menschlichen Immunsystem ausiiben
(Xia et al. 2008). Auch fur die EBV-miIRNA BART2-5p ist dieser NK-/T-Zell Ligand
(CXCL11) als Zielgen beschrieben (Nachmani et al. 2009).

BHRF1-3 wird in unserer Studie in den Gewebeproben mit maligner B-Zell-Proliferation
ebenfalls exprimiert.

Die miRNA BART2 reguliert die virale DNA Polymerase BALF 5 auf dem Level der
Transkription und auch des Proteins herunter (Barth et al. 2008). Auflerdem inhibiert
BART?2 das Stress-induzierte Molekul MICB (Nachmani et al. 2009). Unsere Studie zeigt,
dass BART2 reichlich in den EBV-positiven Hodgkin Lymphomen exprimiert wird
(BART2-5p) und auch in den EBV-positiven malignen B-Zell-Proliferationen. Eine aktuel-
lere Studie beschreibt, dass BART miRNAs auch In vivo ein Wachstum der Tumorzellen
auslosen. Dies wurde im Mausmodell an verschiedenen Tumorentititen getestet (Qiu und
Thorley-Lawson 2014).

Die miRNA BART3-5p hat DICE 1 als Zielgen (deleted in cancer 1), ein Tumor-
Suppressor-Gen, demnach hat eine Expression dieser miRNA ein deutliches Wachstum der
Wirtszelle zur Folge (Lei et al. 2013).

EBV-miRNAs haben weitere Tumor-Suppressor-Gene zum Ziel: WIF 1 (WNT inhibitory
factor 1) durch BART19-3p, APC durch BART19-3p und BART7 (Piedade und Azevedo-
Pereira 2016).

BART5-3p ist ein direkter Inhibitor des Tumorsuppressorgens p53 in Nasopharynx- und
Magenkarzinomzellen und somit malRgeblich am Wachstum beteiligt (Zheng et al. 2018).
Des weiteren wurde eine Erhéhung der Expression der zellularen miRNA oncomir hsa miR
155 beschrieben durch EBV (Gatto et al. 2008). Dies ist entscheidend fur die B-Zell-
Transformation und Proliferation (Linnstaedt et al. 2010).

BART15 bindet NLR3P (NLR family, pyrin domain containing 3, auch bekannt als
Cryopyrin) ahnlich wie die zellulare miRNA hsa-miR-223 (Haneklaus et al. 2012). NLRP3
ist ein zelluldres Protein, welches an der Produktion proinflammatorischer Zytokine wie
Interleukin 1 und Interleukin 18 beteiligt ist. Dadurch reduziert EBV die entziindliche Re-
aktion und damit die Immunantwort der Zelle auf die virale Infektion.

Hé&ufig werden bestimmte Transkripte von mehr als einer miRNA beeinflusst, was einen
synergistischen Effekt auf deren regulatorische Funktion haben kénnte (John et al. 2004).
Dies konnte ebenso auf EBV-miRNAs zutreffen, wenn man ihren regulatorischen Effekt
auf menschliche Transkripte betrachtet.
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Wie oben beschrieben fuhrten wir in unserer Studie eine computergestiitze Analyse mit
Targetscan 4.2 (Grimson et al. 2007; Lewis et al. 2005) durch, um potentielle Zielgene fir
die EBV-miRNAs, die in unseren EBV-positiven Hodgkin Lymphomen exprimiert wur-
den, zu finden.

Das Ergebnis der Analyse zeigte, dass viele menschliche Transkripte von einigen der
EBV-miRNAs in den Lymphomen beeinflusst werden, insbesondere solche, die eine regu-
latorische Funktion wahrend des Transkriptionsvorgangs haben (zusammengefasst in Ta-
belle 10). Die Faktoren KLF12, PRPF4B und PURA sind mit besonderem Interesse zu
betrachten, da sie in ihrem 3"UTR-Ende Bindungsstellen fur finf verschiedene in den
Hodgkin Lymphomen exprimierte miRNAs besitzen (siehe Tabelle 10).

KLF12 gehort zur Klasse der Zink-Finger-Proteine und supprimiert die Transkription von
AP-2a (Activator protein-2a), indem es an einen Regulator im Promotor des AP-2a Gens
bindet (Schuierer 2001). Die AP-2 Proteine sind Transkriptionsfaktoren, welche aus DNA-
bindenden Proteinen bestehen (AP-2a, -B, -y) (Moser et al. 1995; Williams et al. 1988).
Raumlich und zeitlich eingegrenzte Expressionsmuster bieten Hinweise fiir die embryolo-
gische Entwicklung (Mitchell et al. 1991), die Regulierung des programmierten Zelltods
sowie Zellwachstum und Differenzierung (Zhang et al. 1996). Unkontrollierte Expression
von AP-2-Genen steht in Zusammenhang mit maligner Transformation von Zellen sowie
erhéhter Expression von Wachstumsfaktoren (Bosher et al. 1995; Kannan et al. 1994).
AP-2a selber reguliert transkriptionelle Zielgene von c-Myc sowie die c-Myc-induzierte
Apoptose stark negativ (Gaubatz et al. 1995; Hilger-Eversheim et al. 2000).

PRPF4B (auch als PRP4K bekannt) spielt eine entscheidende Rolle wahrend des Zusam-
menbaus der Spliceosomen. Spliceosomen spielen wiederum eine wichtige Rolle bei der
Prozessierung von pre-mRNA und bestehen aus vielen Unterkomplexen, welche nachei-
nander aktiviert werden (Will und Lihrmann 2011). Dies geschieht unter anderem durch
Phosphorylierung verschiedener Prozessierungsfaktoren, wie z. B. PRP6 und PRP31. Hier
scheint PRP4B eine entscheidende Rolle zu spielen (Schneider et al. 2010).

Das PURA (purine rich binding element protein A) Gen kodiert fur das Protein Pur alpha,
welches ein Einzelstrang-DNA-Bindungsprotein ist. Es ist in die Kontrolle von Wachstum
und Zellzyklus auf verschiedenen Ebenen involviert (Wortman et al. 2010). Unter anderem
scheint es die Progression des Zellzyklus zu beeinflussen, indem die Aktivitat des Trans-
kriptionsfaktors E2F-1 inhibiert wird (Darbinian et al. 1999). Hierbei handelt es sich um
einen regulatorischen Faktor des Zellzyklus. Viele Gene, deren Expression fur die S-Phase
notwendig ist, werden durch E2F hoch reguliert (La Thangue 1994). Zudem soll PURA
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auch eine Rolle bei der Replikation viraler DNA stehen (Chen et al. 1995; Daniel et al.
2001).

Eine weitere Studie hat auRerdem gezeigt, dass EBV-miRNAs und miRNAs der Wirtszel-
len synergistisch fungieren. Zum Teil bestehen identische Basenpaar-Sequenzen. Hier
wurden EBV-positive Zellen aus Burkitt Lymphomen untersucht (Riley et al. 2012).

Die Frage, ob diese Faktoren, die potentiell wéhrend der latenten Infektion durch EBV-
miRNAs in Hodgkin Lymphomen beeinflusst werden, eine Bedeutung fir die klinische
Progression oder Prognose haben, muss in weiteren zukinftigen Studien untersucht wer-

den.

4.8 EBV und MS:

Multiple Sklerose (MS) ist eine chronisch entziindliche neurologische Erkrankung, bei der
die Myelinscheide im ZNS angegriffen und zerstort wird, was zu Neurodegeneration fiihrt
(Frischer et al. 2009; Lassmann et al. 2007). Der Zusammenhang zwischen der Entstehung
der Erkrankung und einer Infektion mit EBV wird kontrovers diskutiert. Die Arbeitsgruppe
um H. Lassmann hat sich 2011 ausfuhrlich mit den verschiedenen Hypothesen und Studien
beschéftigt und versucht, zu einer Schlussfolgerung zu gelangen.

So beruht eine Vermutung zur Entstehung der Multiplen Sklerose auf der Hypothese einer
autoimmunen Reaktion gegen neurale Antigene (Stinissen et al. 1997). Eine andere Ver-
mutung ist die, dass eine chronische oder persistierende Infektion zu einer tiberschielRenden
Immunantwort oder sogar autoimmunen Reaktion fiihrt und somit die Entstehung von
Multipler Sklerose triggert. EBV ware ein Virus, das fur eine solche Infektion in Frage
kame und wurde bereits vielfach daraufhin untersucht (Linemann und Miinz 2009; Maghzi
et al. 2011; Salvetti et al. 2009). Dafir sprechen zum einen epidemiologische Aspekte, da
Patienten, die an MS erkranken, geh&uft auch mit EBV infiziert sind. AuRerdem kann im
Serum von MS-Patienten haufig ein erhohtes Level an EBV-Antigenen, insbesondere
EBNAL, gefunden werden (Ascherio und Munger 2010). Welche Rolle EBV allerdings
genau spielt, ob Trigger oder Ausldser einer UberschieBenden Immunreaktion, ist noch
ungeklart, da auch der tatsédchliche Anteil EBV-positiver B-Zellen in MS-Herden durch die
unterschiedlichen Ergebnisse verschiedener Forschungsgruppen nicht valide gesichert
werden kann (Lassmann et al. 2011).

So gibt es einige Vermutungen. Im Sinne eines molekularen Mimikry wurden T-Zellen
spezifisch fiur Myelin-Basisches-Protein gefunden, die mit einem EBV-DNA-Polymerase-
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Peptid kreuzreagierten (Lang et al. 2002; Ufret-Vincenty et al. 1998). Auch EBV-
spezifische T-Zellen, die wiederum mit Myelin-Basischem-Protein kreuzreagieren, wurden
gefunden (Holmgy et al. 2004) sowie EBNA1-spezifische CD 4" T-Zellen, die mit Myelin-
Antigenen kreuzreagieren (Linemann et al. 2008).

EBV persistiert wahrend der latenten Infektion in den zirkulierenden B-Zellen. Wichtiges
Kennzeichen der MS ist die kontinuierliche B-Zell-Aktivierung im intrathekalen Raum
(Obermeier et al. 2008; Owens et al. 2009). Dies kdnnte zur Aufrechterhaltung eines chro-
nisch entzindlichen Prozesses und somit zur multiplen Sklerose filhren (Pender 2003;
Serafini et al. 2007).

Es wurde ebenfalls ein Zusammenhang mit den infizierten B-Zellen und den zytotoxischen
CD8" T-Zellen postuliert. Laut dieser Studien ist dieses Phanomen insbesondere bei der
MS, nicht aber bei anderen autoimmunen Entziindungskrankheiten zu finden (Serafini et
al. 2010; 2007). Auch eine Interaktion zwischen EBV-spezifischen CD8" Zellen und
inifzierten Zellen und somit eine moglicherweise Virus-getriggerte Autoimmunreaktion
wurde postuliert (Serafini et al. 2019).

Im Rahmen einer Infektion mit EBV konnen virale miRNAs und Proteine Gber Exosomen
transferiert werden (Meckes et al. 2010; Pegtel et al. 2010). Die Entleerung solcher
Exosomen wurde beispielsweise in NPC-Zellen beobachtet. Hierbei wurden miRNAs aller
Cluster sowie LMP1 transportiert (Meckes et al. 2010).

Dies konnte das Auftreten von Multipler Sklerose im Zusammenhang mit EBV erklaren.
Auch wenn in den infektidsen Lasionen keine virale RNA gefunden werden kann, kdnnten
die durch Exosomen heraustransportierten miRNAs an der Pathogenese beteiligt sein
(Ascherio und Munger 2010; Levin et al. 2010; Thacker et al. 2006).

Mehrere Studiengruppen konnten mit Hilfe unterschiedlicher Methoden wie In-situ-
Hybridisierung oder PCR keine Hinweise auf EBV in Gewebe von MS Patienten detektie-
ren (Peferoen et al. 2010; Sargsyan et al. 2010).

\on einer Arbeitsgruppe, Serafini und Aloisi, wurden hingegen vermehrt EBV-positive B-
Zellaggregate im MS-Gewebe mittels ISH identifiziert, was bisher nicht reproduziert wer-
den konnte (Serafini et al. 2010; 2007). Dieses Phanomen ist durch verschiedene Ursachen
zu erklaren. Auch wenn in den verschiedenen Studien eine &hnliche Methodik gewahlt
wurde, ist die Durchfuhrung dieser nicht immer zu vergleichen und fihrt zu unterschiedli-
chen Ergebnissen. Dies héngt unter anderem mit der Qualitat der Gewebeproben und der
unterschiedlichen Auspragung der Erkrankung bzw. der Unterscheidung der Ldsionen in
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Alter, Typ und Schweregrad zusammen (Hans Lassmann et al. 2011; Lassmann et al.
2007).

Daher erscheint es sehr relevant, eine sensitive und spezifische Methode zur Detektion des
Virus unabhangig von der Gewebequalitat zu finden.

In dieser Arbeit wird eine Methode zum EBV-Nachweis mit miRNAs mittels einer gPCR
der EBV-miRNAs in archiviertem Gewebe etabliert. Anhand dieser Studie kdnnte in Zu-
kunft auch die Frage des Vorhandenseins und der Bedeutung von EBV bei der Multiplen

Sklerose und weiteren EBV-assoziierten Pathologien weiter bearbeitet werden.
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5. Zusammenfassung

Das Epstein-Barr-Virus besitzt 40 verschiedene miRNAs, welche verschiedene Auswir-
kungen auf die Gene einer Wirtszelle haben und somit deren mRNA-Profil verandern kon-
nen. In unserer Studie wurden Expressionsmuster dieser miRNAs in EBV-positiven Hodg-
kin Lymphomen und B-Zell-Proliferationen mittels umfassender gPCR-Messungen darge-
stellt. Hierfur wurden Formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete (FFPE) Gewebeproben
verwendet. Der EBV-Status der Proben wurde zuvor bereits mittels der Goldstandard Me-
thode der EBER-in-situ-Hybridisierung festgestellt.

Die Messung der miRNAs erfolgte nach Deparaffinisierung der Gewebeproben mittels
gPCR und RT-PCR, die statistische Auswertung in Form von ROC-Kurven, wobei die
Flache unter der Kurve (AUC) als MaR fir die Diskriminierungsfahigkeit der jeweiligen
miRNA galt. Hierbei reflektierten besonders hohe AUC-Werte ein hohes Expressionslevel
und eine entsprechend gute Diskriminierungsfahigkeit der jeweiligen miRNA. Insgesamt
zeigte sich, dass EBV-miRNAs in FFPE Gewebe gut zu detektieren sind. Hierbei war eine
Kombination der miRNAs mit der hochsten Diskriminierungsfahigkeit in der Sensitivitat
und Spezifitdt vergleichbar mit der Goldstandard Methode der EBER-in-situ-
Hybridisierung.

EBV verweilt lebenslang latent in einer einmal befallenen Wirtszelle und durchlauft dabei
verschiedene Latenzphasen, in denen unterschiedliche Proteine und unterschiedliche
miRNAs des Virus exprimiert werden. In den EBV-positiven Hodgkin-Lymphom-Proben
dieser Studie zeigte sich ein Expressionsmuster der EBV-miRNAs, welches auf den La-
tenztyp 1l des Virus hindeutet. Dies deckte sich auch mit bisherigen Veroffentlichungen.
Die in unserer Studie besonders hoch exprimierten miRNAs wurden mit Hilfe einer com-
putergesteuerten Pradiktion unterschiedlichen zelluldren Zielgenen zugeordnet. Hierbei
konnen mehrere miRNAs dasselbe Zielgen regulieren. Diese potentiellen Zielgene stehen
groftenteils in Zusammenhang mit regulatorischen Funktionen im Bereich der mRNA-
Transkription.

Bei der Untersuchung der Funktionen der EBV-miRNAs und ihrer Zielgene anhand der
Literatur zeigte sich ebenfalls eine Haufung im Bereich der Regulation des Wachstums und
der Apoptose der Zelle. Dies fiihrte zu der Hypothese, dass EBV und dessen miRNAs eine
Rolle in der Tumorgenese verschiedener Krebserkrankungen sowie bei chronisch entziind-
lichen Erkrankungen spielen kdnnen. Gestutzt wurde dies durch zahlreiche Nachweise von
EBV-miRNAs bei unterschiedlichen Krebserkrankungen wie beispielsweise NPC oder

Magenkarzinomen.
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5. Zusammenfassung

Kontrovers diskutiert wurde die Bedeutung von EBV fir die Pathogenese chronisch ent-
zundlicher bzw. autoimmuner Erkrankungen am Beispiel der Multiplen Sklerose.

Insgesamt zeigte sich, dass die Messung von EBV-miRNAs mittels gPCR eine erganzende,
sensitive und spezifische Methode ist, den EBV-Status in FFPE-Gewebeproben von Hodg-
kin Lymphomen und anderen B-Zell-Proliferationen festzustellen. Die Methode ist von der
Aussagekraft vergleichbar mit der Goldstandard Methode und hat den Vorteil, dass sie
nahezu unabhéngig von der Qualitat des Gewebes auch in konservierten FFPE-Proben mit

relativ geringem Aufwand durchgefiihrt werden kann.
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