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Abstract

Epstein-Barr virus is an ubiquitous humanpathogenic herpesvirus. It has been identified
as the etiologic agent of infectious mononucleosis. In addition it is associated with thF
cancers nasopharyngeal carcinoma and Burkitt’s lymphoma. Like other herpesviruses it
infects cells in a lytic way or it persists in a latent state. Classically, the serologic diagnosis ©
Epstein-Barr virus infections is done by the agglutination of sheep erythrocytes according t©
Paul and Bunnell as a rapid testing method, and with the immunofluorescence assay. Lately
also the enzyme linked immunosorbent assay using recombinant viral antigens is used for
Epstein-Barr virus diagnostics.

Zusammenfassung

Das Epstein-Barr Virus ist ein weltweit verbreitetes humanpathogenes Herpesvirus. Es ist
als Erreger der Infektissen Mononukleose identifiziet worden. Dariiber hinaus ist es mit den
Krebserkrankungen Nasopharynxcarcinom und Burkitt-Lymphom assoziiert. Wie anderé
Herpesviren kann es Zellen lytisch infizieren oder in latentem Zustand persistieren. Zuf
serologischen Diagnostik der Epstein-Barr Virus Infektion stehen der Paul-Bunnell Test als
Schnelltest, der Immunofluoreszenztest, und neuerdings mehr und mehr der enzymgekop-
pelte Inmunosorbenttest mit rekombinanten viralen Antigenen zur Verfiigung.

1. Taxonomie

Das Epstein-Barr Virus (EBV) gehért mit dem Herpes simplex Virus, dem Varizell2
Zoster Virus, dem Cytomegalovirus und den humanpathogenen Herpesviren 6 und 7
zur Gruppe der menschenpathogenen Herpesviren. Herpesviren werden nach ihren

* Vortrag aus Anlafl der 12. Diisseldorfer Hygienetage am 1. und 2. April 1992 (Veran-
stalter: Henkel KGaA, Diisseldorf).
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blOIOgischen Eigenschaften, (Zelltropismus, Neigung zu lytischer Infektion, Persistenz)
in die drei Subfamilien Alpha-, Beta- und Gammaherpesvirinae eingeordnet. Mit eini-
8en anderen Primatenherpesviren gehort das EBV zur Subfamilie der Gammaherpesvi-
rinae, hier wieder in die Gattung Lymphocryptovirus. Die Familie Herpesviridae ist
morphologisch definiert. Alle bekannten Herpesviren haben ein ikosaedrisches Kapsid
aus 162 Kapsomeren, ein Viruscore mit einer linearen doppelstringigen DNA, eine
Tegumentschicht oder auch Matrix von variabler Stirke, und eine Virusmembran
(envelope) mit Glykoproteinspikes. Aufgrund einer genetischen Variabilitdt des Kern-
antigens EBNA2 kénnen die Subtypen A und B unterschieden werden.

2. Virusstruktur

Das EBV mit einer Viriongrole von 150 bis 200 nm besitzt ein Genom von etwa
170kb Gesamtlinge mit etwa 100 darauf kodierten Genen. Die gesamte genomische
DNA des EBV Stammes B95—8 wurde kloniert und sequenziert (1, 13). Die DNA von
172 kb hat einen G+C Gehalt von 58%. Mit Hilfe der Sequenzdaten konnte eine
Felnkartierung des EBV Genoms vorgenommen werden.

Der Benennung der Transkripte und Proteine des EBV Genoms liegen das zugehorige
Restriktionsfragment und das durch Computeranalyse vorhergesagte Leseraster zu-
grunde. BZLF1 z.B. bezeichnet den ersten, nach links orientierten Leserahmen im
Baf'lHI Z Fragment. Die EBV DNA in den Viruspartikeln ist linear, liegt aber in latent
infizierten Zellen meist zirkulir und episomal vor. Das Genom ist unterteilt in vier

egionen, die zueinander und zu sich selbst nicht homolog sind, und fiinf Abschnitten,
d‘? aus wiederholten und teilweise zueinander homologen DNA Sequenzen bestehen.
)¢ repetitiven Fragmente am Ende des Genoms werden fiir die intrazelluldre Zirkula-
fisierung des viralen Genoms nach der Infektion benotigt. Die internen repetitiven
Abschnitte werden als die BamHI W Repetition, die Pstl Repetition, und die Notl
Repetition bezeichnet. Es wurden zwei Initiationspunkte (origins) der genomischen
eplikation identifiziert: OriP, der in der Latenz benutzt wird (17) und OriLyt, der
Wihrend der Replikation im lytischen Zyklus aktiv ist (7). Es sind Deletionen im
'enom einiger EBV Stimme bekannt, die den BamHI Fragmenten zugeordnet werden
Onnen. Durch diese Deletionen gehen spezifische Funktionen verloren: Raji Zellen
Synthetisieren nach Induktion nicht alle friihen Proteine und konnen daher keinen
vollen lytischen Zyklus der Virusvermehrung durchlaufen. Unter anderem fehlt das
auch diagnostisch wichtige DNA-bindende Protein BALF2 (p138). Das P3HR1 Virus
ann infizierte Zellen nicht transformieren.

Nach der Infektion einer Zelle beschreitet das Virus entweder den Weg in die Latenz,
ofjer in den lytischen Zyklus, der in mehreren Stufen zur Synthese der viralen Proteine
thrt. Die Latenz kann durchbrochen werden, und der lytische Zyklus daraus resultieren.

3. Virusvermehrung

Bei der lytischen Infektion liuft die RNA- und Proteinsynthese in mindestens drei
Nasen, nimlich der sehr friihen, friihen, und spiten Phase, ab. In vitro koqnte der ly-
tische Zyklus der Virusreplikation durch Behandlung von B lymphoblastoiden Zellen
Mit TPA und Buttersiure, durch Superinfektion von Raji Zellen, oder die Infektion von
negativen BJAB Zellen mit P3HR1 Virus ausgelost werden. Eine kaskadenartige
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Synthese der viralen Proteine mittels positiver und negativer Regulation von einzelnen
Gengruppen wurde in dhnlicher Weise auch beim Herpes simplex Virus und beim Cy-
tomegalovirus beschrieben.

Die sehr frithe (IE, Immediate early) Phase ist von der frithen (E, early) Phase da-
durch abgegrenzt, daff die Synthese der E RNA eine Neusynthese von viralen Proteinen
benétigt, die der IE RNA jedoch nicht. Die E und L (late, spit) Phasen sind durch die
Replikation der viralen DNA voneinander abgrenzbar. Sehr friihe virale Proteine sind
haufig durch transaktivierende Funktionen gekennzeichnet, die auf die friihe Genex-
pression gerichtet sind. Fiir das IE Protein BZLF1 wurde gezeigt, dal es nach der
Infektion lymphoider Zellen als erstes exprimiert wird (9). In Raji Zellen transfiziert,
induziert es den lytischen Zyklus (3). Friihe Proteine des lytischen Zyklus sind unter
anderem virale Enzyme, z. B. diejenigen, die an der Virusreplikation mitwirken (DNA
Polymerase, Ribonukleotidreduktase), oder Transaktivatoren (BMLF1/BSLF2). Spite
Proteine sind hauptsichlich virale Strukturproteine, z.B. Kapsid-, Tegument- und
Membranproteine. Fiir das spite Protein, das im Leserahmen BCRF1 kodiert, wurde
eine Homologie zum zelluliren Gen fiir Interleukin—10 gefunden. Ahnlich dem zellula-
ren hat das virale Protein eine Synthesehemmwirkung auf Interferon-y. BCRF1 konnte
daher in vivo der durch Interferon bewirkten Hemmung der Virusreplikation entgegen-
wirken. Mit Hilfe verschiedener molekularbiologischer und biochemischer Methoden
konnten den Leserastern Proteine zugeordnet und charakterisiert werden. Einige virale
Proteine sind fiir die Diagnose von mit EBV assoziierten Krankheiten niitzlich. Das
Hiillprotein gp 350/250 ist ein moglicher Kandidat fiir einen EBV Impfstoff, weil
neutralisierende Antikorper dagegen gebildet werden.

4. Viruslatenz

Latent infizierte B lymphoblastoide Zellinien (LCL) exprimieren ein eingeschranktes
Repertoire von Genprodukten: EBERs (EBV encoded RNAs, RNAs, die durch EBV
kodiert sind), LMP (latentes Membranprotein), EBNA1-6 (Epstein Barr nukleire Anti-
gene), und TP (terminales Protein). Alle EBV positiven Zellen exprimieren EBNA1.
EBNA1 scheint, moglicherweise wegen seiner Homologie zu zelluliren Proteinen, kei-
ne Zielepitope fiir zytotoxische T Zellen in vivo zu bieten. Andernfalls sollten keine
EBNAT1 positiven Zellen unter den peripheren B Zellen entdeckt werden. Die Synthese
der Proteine EBNA2 bis 6 und LMP hingt von zelluldren regulatorischen Mechanis-
men ab. In frisch isolierten BL Zellen werden mit Ausnahme von EBNA1 normalerwei-
se keine viralen Proteine exprimiert. Langdauernde in vitro Kultivierung dieser Zellen
hat eine Anderung des Phinotyps und die Synthese des LMP und aller EBNAs zur
Folge. Wahrscheinlich werden Zellen, die EBNA2 bis 6 und LMP exprimieren, im
Gesunden durch T Zellen eliminiert. Virale Faktoren, die mit der Transformation von
Zellen zusammenhingen, werden mehr und mehr definiert. EBNA1, EBNA2 und LMP
konnen durch in vitro Experimente in besonderer Weise mit dem Transformationspro-
zefd in Verbindung gebracht werden.

5. Epidemiologie, Pathologie

Das EBV ist ein weltweit auftretendes Virus mit hoher Durchseuchungsrate. Die
Erstinfektion geschieht friih im Leben. Es bestehen jedoch regionale Unterschiede beim
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Eltstmfektionsalter. In Industrielindern liegt die Serokonversion spiter als in den Ent-

WIcklungSléndern, speziell tropischen Landern. Die Durchseuchung im Erwachsenenal-

ter liegt bei 90 bis 95%. Das EBV ist im Speichel gesunder, seropositiver Personen

}'I_Orhande.n‘ Die Ubertragung geschieht durch Schmierinfektion, aber auch durch
ransfusion und Organtransplantation.

Zunichst infiziert das EBV wohl B Lymphozyten im Oropharyngealtrakt iiber den
:{elepy?r CR2 (Abb. 1). Nach einer Latenzphase von 2—-3 Wochen kann es zu einer
nfektissen Mononukleose (IM) (auch Pfeiffersches Driisenfieber und kissing disease
genannt) kommen. Das Krankheitsbild der IM umfaft als hiufige Symptome Lympha-

e“01):_ithic, Pharyngitis, Fieber iiber 39°C, mit mittlerer Haufigkeit Splenomegalie,
und mit geringerer Frequenz Hepatomegalie, Petechien am Gaumen. Als seltene Kom-
Plikationen treten himolytische Anamie, Milzruptur, eine Beteiligung des Zentralner-
;enSystems, Perikarditis und Atemwegsobstruktion auf. Die IM wird hauptsichlich in

en _I.ndustrieléindern beobachtet, wo der Erstkontakt mit EBV bis in die Adoleszenz
verzégert ist. In den USA ist die IM die zweithiufigste Infektionskrankheit unter den
Jungen Erwachsenen und Adoleszenten.
K Das Virus wird mit den B Zellen im ganzen Korper verbreitet und persistiert wohl im
anchenmark und in B Zellen (Abb. 1). Durch gelegentliche Aktivierung des lytischen
6)’ lus kann EBV wohl basale Epithelzellen der Speicheldriisen und Zunge befallen (2,
n’ 14). Durch das gesunde Immunsystem werden alle Zellen, die andere Proteine als

ur El?NAl exprimieren, eliminiert. Davon ausgenommen sind fiir das Inmunsystem
unzugiingliche Zellen, wie etwa Ausfiihrungsginge der Speicheldriisen. Beim ge-
schwichten Immunsystem findet eine Eliminierung von EBV synthetisierenden Zellen
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Al:b 1. Infektionszyklus des Epstein-Barr Virus in schematischer Darstellung. OHL steht
N oral hairy leukoplakia, Haarleukoplakie des Mundes.
a;)g[; 1-.G.raphic representation of the infectious cycle of Epstein-Barr virus. OHL is the
feviation for oral hairy leukoplakia.
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nicht statt. In diesen Fillen kann das EBV an anderen als den Primirinfektionsorten
replizieren. Ein Beispiel ist die Zunge, wo die EBV Replikation in HIV positiven Perso-
nen und anderen langzeitig Immunsupprimierten (Transplantatempfingern) die Haar-
leukoplakie (OHL, oral hairy leukoplakia) verursachen kann.

Das EBV hat fiir gesunde Normalpersonen mit Ausnahme der IM nur geringe Patho-
genitit. Neben der IM wird das EBV mit den folgenden Erkrankungen in Zusammen-
hang gebracht: Mit einer todlich verlaufenden Form der IM, einer chronisch verlaufen-
den Form der IM, dem Burkitt Lymphom (BL) in der endemischen und sporadischen
Form, dem Nasopharynxcarcinom (NPC), dem Morbus Hodgkin, mit lymphoprolife-
rativen Erkrankungen bei immunsupprimierten Patienten, der Haarleukoplakie der
Zunge, und mit einigen Autoimmunkrankheiten (2, 4, 8, 10, 12, 15, 16).

6. Diagnose

Es existieren zwei grundsitzliche Maoglichkeiten der Labordiagnose der EBV Infek-
tion: Einerseits den Virusnachweis, andererseits die Serologie.

a) Der elektronenmikroskopische Virusdirektnachweis spielt nur bei der Haarleuko-
plakie des Mundes eine Rolle, da bei dieser Erkrankung Virus in hohen Mengen
produziert wird, nicht aber bei anderen EBV assoziierten Erkrankungen. Das Virus
kann aus dem Speichel, dem Blut, und lymphatischen Gewebebiopsien durch Kokult-
vierung mit Nabelschnurlymphozyten isoliert werden. Die Kultivierung ist zeitlich und
technisch aufwendig, und daher nicht fiir die Routine geeignet. Virale Antigene def
latenten Phase konnen im lymphatischen Gewebe des Gesunden, im Tumorgewebe
beim Nasopharynxcarcinom und selten im Blut nachgewiesen werden. Das EBNAI
Antigen ist bei allen EBV infizierten Zellen vorhanden und daher bei allen EBV Krank-
heitsbildern nachweisbar. Eine Nachweismethode ist der Antikomplement indirekte
Immunfluoreszenztest (ACIF). Durch die Lingenvarianz der Proteine EBNA1-6 lassen
sich verschiedene Viren im Westernblot identifizieren (,,Ebnotyping“). Der Nachwes
von viralen Nukleinsiuren durch Hybridisierung mit markierten Nukleinsdureproben
ist sehr spezifisch. Es stehen der Southernblot und die in situ Hybridisierung zuf
Verfiigung, wobei die in situ Methode infizierte Einzelzellen identifiziert, der Southern-
blot die Typisierung der Viren iiber die Untersuchung des RFLP (Restriktionsfragment
Lingenpolymorphismus) erlaubt und auch Aussagen iiber Deletionen von Virusfrag:
menten moglich macht. Hybridisierungsmethoden sind aufwendiger als die Serologi€
und fiir die Diagnose von Primirinfekten nicht erste Wahl. Sie sind niitzlich bei speziel-
len Fragestellungen im Zusammenhang mit EBV assoziierten Tumorerkrankungen un
anderen mit EBV assoziierten Erkrankungen.

b) Die Methode der Wah! fiir die Diagnose einer EBV Primirinfektion ist die Serolo-
gie, d. h. der Nachweis von Antikérpern, die gegen spezifische EBV Proteine gerichret
sind, oder von Antikorpern, die durch EBV induziert wurden. Neben dem Nachwet$
einer Primirinfektion ld€t sich durch die Serologie auch feststellen, ob eine Primarin-
fektion kiirzlich durchgemacht wurde, schon linger zuriickliegt, noch nicht durchge-
macht wurde, oder ob es sich um eine EBV Reaktivierung handelt. Auflerdem kénnen!
durch die Titer spezifischer Antikorper der Verlauf und die Therapie des BL und des
NPC kontrolliert werden. In Siidchina wird die EBV Serologie zur Friiherkennung des
NPC mitbenutzt. Im Einzelnen stehen folgende Tests zur Verfiigung: Der Paul-Bunnel
Test zum Nachweis heterophiler Antikérper als Schnelltest, der IFT (Immunfluores”
zenztest), der ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) (Tabelle 1), mehr und meh?



Tabelle 1. Serologische Profile von EBV Erkrankungen. Oben ist die Serologie des Immunfluoreszenztests (IFT) gezeigt, unten die Serologie des
ELISA mittels einiger rekombinanter Virusantigene (EA rp138 [BALF2], EA rp54 [BMRF1], EBNA rp72 [BKRF1]. Das Fragezeichen in der
Tabelle zeigt an, daff noch nicht geniigend Patientenmaterial untersucht wurde, um eine endgiiltige Aussage treffen zu kénnen

Table 1. Serum profiles of EBV diseases. The upper part of the table shows the serology of the immunofluorescence test, the lower part shows the

serology of the ELISA using several recombinant viral antigens (EA rp138 [BALF2], EA rp54 [BMRF1], EBNA rp72 [BKRF1]). The question
mark signals that there is not enough patient material examined for a final statement

Antikorper EBV- laufende kiirzlich langer Reaktivie-  Burkitt- Naso-
gegen negativ Primir- durchge- zuriick- rung Lymphom  pharynx-
Antigen infektion machte liegende Carcinom
Primar- Primar-
infektion infektion
IFT IgM VCA - + - - - - -
1gG VCA - ++ ++ + + ++ ++
IgA VCA - + - - + - ++
IgG EA-D - + + - + - ++
IgA EA-D - - - - ? - ++
IgG EA-R - + + - + ++ -
Anti EBNA - - + + + + +
ELISA
mit rekombinanten AG IgM EA (54, 138) - + + - +/++ + +
IgG EA (54, 138) - +/++ + + +/++ —/++/? ++
IgG EBNA (72) - - + +/++ +/++ ++ ++
IgA EA (54, 138) - + - - + 4=/ ++

sniip leg-uiaisdg seq

€Tl
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mit rekombinanten EBV Proteinen oder synthetischen Peptiden (5, 11), und auch der
Westernblot.

Die Antigene, die fiir den IFT oder den ELISA benétigt werden, werden von mit EBV
infizierten Zellinien gewonnen oder durch rekombinante DNA-Technologie herge-
stellt. Fiir den IFT werden auf Objekttrigern fixierte EBV infizierte Zellen als Antigen-
quelle benutzt, fiir den ELISA werden die entsprechenden Antigene aus den Zellen mit
biochemischen Methoden gereinigt oder durch exprimierte Proteine oder chemisch
synthetisierte Peptide ersetzt. Besonders gebriuchlich zur Testung sind folgende virale
Antigene: VCA, das spite virale Capsidantigen, EA-D, der friihe, ,diffuse* Antigen-
komplex des EBV, EA-R, das friihe eingeschrinkte (restricted) Antigen, und EBNA, der
Komplex der latenten EB nukleiren Antigene, vertreten durch EBNA1. Zur Beurtei-
lung der Serologie ist wichtig: Die Hohe der Titer, die Zielproteine der Antikdrper
unter den obengenannten Proteinen, und zusitzlich zur IgM und IgG Klassifizierung
der Antikorper auch die Messung der IgA Antikorper gegen VCA und EA.

Im Akutstadium der IM sind meist [gM und IgG Antikorper (Ak) gegen VCA bereits
positiv. IgG gegen VCA persistiert lebenslang und zeigt an, daf der Patient nicht mehr
EBV negativ, sondern immun ist. Bei Tumorpatienten mit BL oder NPC liegen ant!
VCA IgG etwa 10 mal hoher als bei der gesunden, immunen Bevolkerung. Beim NPC
kommen als Kennzeichen anti VCA IgA hinzu. EA-D Ak dienen zur Unterscheidung
einer langer zuriickliegenden Primirinfektion von einer frisch durchgemachten, da sie
nach einiger Zeit wieder verschwinden. Dariiber hinaus ist eine starke EA-D Erhohung
fiir das NPC charakreristisch. Bei BL Patienten sind die EA-R Ak erhéht. Ak gegen
EBNA Proteine steigen nach einer Primirinfektion langsam an und erreichen plateau-
artig hohere Werte, die zeitlebens bestehen bleiben. Die Unterscheidung einer EBV
Reaktivierung, z. B. nach Organtransplantation, von einer gerade zuriickliegenden Pri-
marinfektion ist mittels Serologie allein nicht immer méglich. Das Vorhandensein von
anti-EA Ak bei bereits vorhandenen EBNA Ak deutet auf eine Reaktivierung hin, bei
nicht vorhandenen oder niedrigen anti EBNA Ak auf eine Primirinfektion.

7. Therapie

Bei der IM wird normalerweise symptomatische Therapie mit Bettruhe angewandt.
Gegen bakterielle Superinfektionen des Rachenbereichs wird mit Antibiotika behan-
delt. Ampicillin sollte wegen gehaufter allergischer Reaktionen nicht angewandt wer-
den. Bei den seltenen schweren Komplikationen der IM (Milzruptur, himolytische
Animie, Atemwegsobstruktion) wird dem jeweiligen Notfall angemessen gehandelr-
Das NPC wird chirurgisch und radiologisch behandelt. Rezidive kénnen unter ande-
rem auch mit Hilfe der EBV Serologie erkannt werden. Beim BL ist die Chemotherapi¢
mit Cyclophosphamid oder auch Vincristin, Methotrexat und Prednisolon die Metho-
de der Wahl. Andere antivirale Substanzen, wie Interferon und Acycloguanosin (Gan-
cyclovir) haben sich beim EBV nicht als Therapeutika durchgesetzt, da sie entweder
nur zu einer transienten Besserung fithren (Haarleukoplakie) oder gar keinen Effekt
erzielen (chronische EBV Erkrankung). Bei Cytomegalieerkrankungen nach Organ-
transplantation wird hiufig mit einer Kombination von Gancyclovir und anti CMV
Hyperimmunglobulinen ein relativ guter therapeutischer Erfolg erzielt. In Analogi¢
dazu konnte vielleicht auch beim EBV die Therapie mit einer Kombination von ant!
EBV Hyperimmunserum und Gancyclovir verbessert werden.
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