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durch &E\; Emekimn@n — Diagnostik
bei EBV, herkommliche vs. EliSpot

Testungen

Im Jahr 1912 beschrieb der japanische Arzt Dr. Hakaru
Hashimoto die Thyreoiditis-lymphomatosa (Autoim-
munthyreoiditis) bei vier Patienten. Er bemerkte dabei,
dass sich das Schilddriisengewebe histologisch in
lymphatisches Gewebe verwandelte. Als Ursache fiir
die typischen Symptomatik wurde seither ein fehl-
geleiteter Immunprozess festgestellt, der zu einer
chronischen Entziindung der Schilddriise und zur
Zerstorung des Schilddrisengewebes durch T-Lym-
phozyten fuhrt. Es handelt sich also um einen autoim-
munologischen Prozess der nur schwer behandelbar
ist. Derartige Erkrankungen unterliegen in ihrem Ent-
stehungsprozess meist sehr vielen unterschiedlichen
Mechanismen. Diese wurden jedoch in ihrer Vielzahl
noch nicht ausreichend naher untersucht, jedoch sind
einige mogliche Einflussfaktoren Gegenstand derzeiti-
ger Forschungs- und Diagnostikansatze. Hierzu zéhlen
unter anderem die Genetik des Patienten, sowie 6ko-
logische Faktoren, beispielsweise eine multiple Infek-
tion mit verschiedenen Krankheitserregern.

Es haben sich finf mégliche Mechanismen bei der
Pathogenese von Autoimmunerkrankungen heraus-
kristallisiert:

® Molekulare Mimikry-Aktivierung autoreaktiver
T-Zellen durch mikrobielle Peptide mit strukturel-
ler Ahnlichkeit zu Selbstpeptiden
= Virale und bakterielle Superantigene-Aktivierung
der Autoreaktivitat von T-Zellen, die bestimmte
VB-Segmente exprimieren
= Verbesserte Verarbeitung von Autoantigenen
durch Antigen-prasentierende Zellen, die far
eine Entziindung rekrutiert wurden. Gefolgt von
autoreaktivem Lymphozyten-Priming
= Supra-Aktivierung — Verbesserte Cytokinpro-
duktion induziert die Expansion autoreaktiver
T-Zellen
= Aktivierung von Lymphozyten, insbesondere der
B-Zellen, durch lymphotrope Viren, steigert die
B-Zell-Proliferation, dies fiihrt im Umkehrschluss
zu einer Antikérper(iberproduktion und der Bil-
~ dung zirkulierender Immunkomplexe
=+
Virusinfektionen werden haufig als Haupteinflussfak-
tor bei der Pathogenese von Autoimmunprozessen

genannt, wobei die Inzidenz exponentiell steigt. Das
Epstein-Barr-Virus (EBV) gilt dabei als wichtigster 6ko-
logischer Faktor fur Autoimmunerkrankungen und
insbesondere fiir Hashimoto-Thyreoiditis (HT) (6] EBV
gehort zur Familie der Herpesviridae, die auch als
humanes Herpesvirus 4 (HHV-4) eingestuft werden
und deren primares Reservoir der Mensch darstellt.
Es wird geschatzt, dass die Haufigkeit einer EBV-
Infektion bei Erwachsenen zwischen 90% und 95 %
liegt. Schatzungen zufolge sind fast 95% der erwach-
senen Bevolkerung Trager dieses Virus, wahrend es
in Entwicklungslandern bis zu 100 % sein kénnen. Ein
Grund fur den Anstieg der Pravalenz in Jugendlichen
und jungen Erwachsenen kann vor allem von der Art
der Priméarinfektion abgeleitet werden. Da EBV am
haufigsten durch Speichel Gbertragen wird, hat sie
auch ihren Beinamen ,Kusskrankheit” erhalten [7].
Eine Infektion bleibt jedoch meist unentdeckt, da die
meisten Infektionen symptomlos verlaufen.

Sobald eine Person mit einem EBV infiziert wurde,
pragt sich eine latente EBV- Infektion der B-Lymphozy-
ten aus. Die Viruslast bleibt in zirkulierenden B-Zellen
mit nicht aktiviertem Phanotyp Uber die Zeit relativ
konstant. Wahrend der Latenzphase ist jedoch eine
EBV-Reaktivierung moglich. Dies kann unter anderem
durch Immunsuppression durch bestimmte Zytokine
oder Steroidhormone verursacht werden. Wird das
Virus aktiviert verfallt es in den sogenannten lytischen
Reproduktionsprozess. Wobei sich das Virus vermehrt
und neue Wirtszellen zur Einnistung sucht.

Das Epstein-BarrVirus wird als atiologischer Faktor
von Autoimmunkrankheiten angesehen. Die haufigs-
ten Begleiter einer Autoimmunerkrankung, sind dabei
die Verschlimmerung der Symptome, da das Virus die
Immunantwort des Wirts verandern kann. So codiert
das EBV unter anderem ein Homolog des bcl-2-Onko-
gens, welches die Apoptose inhibiert und eine Interfe-
ron v (IFN-y) Freisetzung in den B-Zellen aktiviert. Die
Ausschittung von IFN-y wird unter anderem fur die
zellulare Diagnostik (EliSpot) von EBV herangezogen.
AuRerdem ist das EBV mitverantwortlich fur Verande-
rungen in der Produktion von entzindungshemmen-
den Zytokinen, wie Tumornekrosefaktor a (TNF-a),
Interleukin (IL}-1 und IL-6, sowie von viralen Zytokinen,
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die die gleichen immunsuppressiven Eigenschaften

haben wie IL-10. Interleukin 10 verstarkt die Bel-2-Ex-
pression und reduziert die IFN-y-Produktion. Inter-
leukin 1, TNF-a, und IFN-y konnen die HLA-Klasse-
Il-Expression induzieren und dazu fuhren das eine
Auto-Antigen-Prasentation oder auto-reaktive T-Zell-
Aktivierung stattfindet. Des Weiteren wurde gezeigt,
dass das Epstein-Barr-Virus auch T-Lymphozyten infi-
zieren kann [8].

Im Jahr 1971 zeigte Evan et al. erhohte Antikérperti-
ter auf EBV bei Patienten mit systemischem Lupus
erythematodes (SLE). Dies war der Grund fur den
Verdacht, dass das EBV einer der Ausloser bei der
Entwicklung von Autoimmunerkrankungen sein kann
/9] Angesichts der Haufigkeit des Auftretens von EBV
und seiner Eigenschaften, ist es nicht erstaunlich,
dass autoimmune Folgeerkrankungen keine Selten-
heit mehr sind. So wurden beispielsweise Epstein-
BarrVirus-kodierte kleine RNAs (EBERs) bei beiden
Hashimoto-Schilddriisenentziindungen und Morbus
Basedow-Patienten festgestellt. Dariber hinaus ist
ein erhohter Serumspiegel von Epstein-Barr Kernan-
tigenen (EBNA) bei Patienten mit Hashimoto-Thyreo-
iditis beobachtet worden. Bei Patienten mit Thyreo-
iditis wurde festgestellt, dass Antikorper gegen das
virale Capsid Antigen (IgG-VCA) und gegen die fruhen
Antigene (IgG-EA-D/DR) von EBV haufiger auftreten.
Zudem konnte bei den Kontrollen von Kindern mit
Autoimmunerkrankungen der Schilddrise gezeigt
werden, dass die Seropravalenz der EBV-Infektion
hoher ist, als die der Kontrollpopulation (10

Autoimmunerkrankungen der Schilddrise (AISD),
einschlieRlich Morbus Basedow und HT, betreffen
mittlerweile bis zu 10% der Weltbevolkerung (7).
Wobei die Autoimmunthyreoiditis Hashimoto der
Schilddrise die haufigste Ursache einer Hypothyre-
ose darstellt /5. HT oder die chronisch lymphatische
Thyreoiditis ist eine haufige Autoimmunerkrankung
mit unbekannter Atiologie, deren Pravalenz in den
letzten 50 Jahren deutlich zugenommen hat [2 3 4]
Zumeist sind von einer Hashimoto-Thyreoiditis Frauen
(95%) im Alter zwischen 30 und 50 Jahren betroffen.
Als guter diagnostischer Marker haben sich hierbei
die Anti-Thyreoperoxidase (TPO) Antikorper herausge-
stellt, da mehr als 90 % der Patientinnen einen erhoh-
ten Anti-TPO-Antikorper-Titer aufweisen, Bei den 10 %
der Patienten ohne erhohten Anti-TPO-AntikdrperTiter
besteht die Thyreoiditis im fortgeschrittenen Stadium
schon viele Jahre, und der Immunprozess kann als
,ausgebrannt” bezeichnet werden [5].

Experten schlagen vor, dass primar ein Schilddrii-
senfunktion-Screening bei Patienten mit, Sjogren-
Syndrom, rheumatoide Arthritis und Lupus ery-
thematodes durchgefuhrt werden sollte, da diese

50

Erkrankungen in Zusammenhang mit einer EB\/—!mfek,
tion stehen konnen.

EBV befallt hauptsachlich B-Lymphozyten ung haso.
pharyngeale Epithelzellen, was unter anderep .;‘J
einer Autoimmunerkrankung flhren kann. Es koq .
jedoch auch gezeigt werden, dass EBV 2y eine, X
vitro-Transformation von ruhenden B-Lymphozyte, |,
proliferierende Lymphoblasten fuhren kann /5
wegen EBV mittlerweile als viraler Ausldser v

dener Bluterkrankungen wie Lymphomen ode

mien angesehen wird. Auch die Beteiligung

an der bésartigen Umwandlung der Hashimo "
heit in ein malignes Lymphom der Schilddris .,
forschungskreisen stark diskutiert, da beisp .
iber 90% aller primaren Schilddrusenlyr :
in Patienten mit einer aktuellen oder verg -
Hashimoto-Erkrankung mit B-Zellbeteiligung

den wurden [11].

Bei gesunden Personen nehmen bei einer Primarin-
fektion EBV-spezifische T-Zell-Antworten eine Schiis-
selrolle ein. Diese sind wesentlich an der Steuerung
der Virusreplikation und des Aufbaus des Latenzzu-
standes beteiligt. Dieser meist lebenslange Tragerzu-
stand kann zu einer Pravention EBV-assoziierter Krank-
heiten fihren [6, 11].

Zum Nachweis Epstein-BarrVirus-spezifischer T-Zell-
Antworten gibt es verschiedene Methoden. Unter
den Interferone gamma-release Assays hat sich
jedoch der EliSpot als sehr effiziente und aussage-
kraftige Methode herausgestellt. Fur den EliSpot
werden autolog EBV-transformierte B-lymphoblastoid
Zelllinien (B-LCL) als Antigenquelle zur Stimulation der
Lymphozyten verwendet. B-LCL exprimieren nicht nur
latente Proteine von EBV. sondern auch die lytischen
Proteine. Aufgrund der Tatsache, dass nur ein gerin-
ger Anteil von Zellen (<5 %) der B-LCL Zelllinie in die
lytische Phase der Infektion verfallt, konnen damit
sowoh| CD8+ als auch CD4+ lytische Antigen-spez-
fische T-Zellen aktiviert werden. Der EliSpot ist eine
attraktive Alternative zu anderen Lymphozytentests.
wie beispielsweise dem Lymphozytentransformati—
onstest (LTT), da der EliSpot zur Anregung der Zellen
proteinlbergreifende Antigenmischungen auch von
Uberlappenden Peptiden verwendet, sowie die Dauer
der Testdurchfiihrung meist etwas geringer ist als
beim LTT. Dies hat den Vorteil, dass keine Memory-™
Zellen im Test stimuliert werden und das Ergebnis fUf
den Patienten schneller verfligbar ist. EBV-spezifisch®
Analysen mittels T-Zell-Antworten wie z.B. durch
EliSpot-Analysen liefern neue Einblicke in die Patnog®”
nese von EBV-assoziierten Erkrankungen und dadurch
eine moderne Methode zur Uberwachung der EBV-
Infektion von Patienten [12].
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