Originalarbeit

© Carl Hanser Verlag Minchen 1988

Zur Ultrastruktur der Haarleukoplakie™
X. Zhang', A. Langford’, H. Gelderblom? und P Reichart’
" Abteilung fiir Zahnérztliche Chirurgie/Oralchirurgie (Leiter: Prof. Dr. P Reichart) der

Freien Universitat Berlin

2 Abteilung fiir Virologie (Komm. Leiter: Dr. H. Gelderblom), Robert-Koch Institut des

Bundesgesundheitsarmtes

3 Biopsien von Verdnderungen, die klinisch einer
Haarleukoplakie (HL) entsprachen und bei ho-
mosexuellen Mdnnern mit dem Volibild von AIDS
auftraten, wurden histologisch und elektronenmi-
kroskopisch untersucht. Lichtmikroskopisch fan-
den sich die typischen Charakteristika der HL in
Form von Keratinfortsétzen (ber einem verdick-
ten Stratum corneum, einer Verbreiterung des
Stratum spinosum und dem Auftreten von ballon-
artig aufgetriebenen Keratinozyten. Elektronen-
mikroskopisch liefen sich Partikel der Herpes-
Virus-Gruppe, vor allem im oberen Epitheldrittel,
nachweisen. In ballonierten Epithelzellen wurden
dariber hinaus spezielle tubulo-retikuldre Struk-
turen sowie charakteristische Membrankonfigu-
rationen nachgewiesen. Die ultrastrukturellen
Befunde sowie mdgliche Pathomechanismen
werden diskutiert.

1 Einleitung

Die orale »hairy leukoplakia« (HL) oder Haarleu-
koplakie wurde 1984 erstmalig in den USA be-
schrieben und als HiV-assoziierte Veranderung
charakterisiert [7]. Die HL ist gekennzeichnet
durch weifle, meist bilateral auftretende, nicht
abwischbare Veranderungen am seitlichen Zun-
genrand. Die HL wurde zunéchst hauptsachlich
bei HIV-infizierten homosexuellen Mannern be-
obachtet, spater folgten Berichte Uber das Auf-
treten von HL bei heterosexuellen HIV-Infizierten,
Hamophilen, Transfusionsempfangern [8, 19]
sowie i.v.-Drogenabhangigen [17, 18]. Nach sy-
stemischer oder lokaler antimykotischer Thera-
pie der oft mit der HL gleichzeitig vorkommenden
Candida-albicans-Infektion kommt es allgemein
zum Verschwinden der Candidiasis, wahrend die
HL persistiert. Eine Uberlebensanalyse zeigte,
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daB die Wahrscheinlichkeit, das Vollbild von
AIDS zu entwickein, bei Patienten mit HL nach 16
Monaten 40% betragt, nach 31 Monaten 83%
[9].

Lichtmikroskopische Untersuchungen ergabei.
als morphologische Charakteristika die Verbrei-
terung des Stratum corneum (Hyperkeratose) mit
Keratinfadenbildung, die Verbreiterung des Stra-
tum spinosum (Akanthose), das Auftreten von
balloniert erscheinenden Keratinozyten (Koilozy-
tose) sowie fehlende Entziindungszeichen im
subepithelialen Gewebe [4, 7, 10]. Elektronenmi-
kroskopisch konnten Partikel der Herpes-Virus-
Gruppe in der HL nachgewiesen werden (1, 7,
10, 12]. immunzytochemisch wurden diese HL-
assoziierten Herpes-Viren als Epstein-Barr-Viren
(EBV) identifiziert[10, 20, 21]. Damit Ubereinstim-
mend gelang mit Hilfe der In-situ-Hybridisierung
der Nachweis von viraler EBV-DNA [14].

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, ul-
trastrukturelle Betunde der Haarleukoplakie zu
beschreiben und mégliche Pathomechanismen
zu diskutieren.

2 Material und Methode

Bei 70 Patienten von insgesamt 242 untersuch-
ten HiV-infizierten Patienten konnte eine HL be-
obachtet werden (Manner n = 66, Frauen n = 4;
homo/bisexuell n = 60, i.v.-drogenabhangig n =
8, Biuttransfusionsempfanger n = 2). Das durch-
schnittliche Alter aller HL-Patienten betrug 34,2
Jahre. Zum Zeitpunkt der Diagnose der HL waren
5 seropositive Patienten klinisch asymptoma-
tisch, 22 zeigten Symptome des Lymphadeno-
pathiesyndroms bzw. des AIDS-related complex
(ARC) und 43 das Vollbild der AIDS-Erkrankung.
Fur die vorliegende Studie wurde bei 3 mannli-
chen Homosexuellen (Alter 39, 46 und 82) eine
Biopsie der Haarleukoplakie vom Zungenrand in
Lokalanasthesie (Ultracain DS®) entnommen.
Um das gleichzeitige Vorliegen einer Candida-
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albicans-Infektion im Bereich der HL auszu-
schlieen, wurden diese Patienten vor Durchfuh-
rung der Biopsie mit lokalen Antimykotika (3 Pa-
tienten, Mikonazol) bzw. mit systemischen Anti-
mykotika (2 Patienten, Ketokonazol) therapiert.
Ein Teil der Biopsien wurde fir die Routinehisto-
logie (H & E und PAS) aufbereitet. Fur die Elek-
tronenmikroskopie wurde das Gewebe in
2,5%igem Glutaraldehyd in PBS fur 3 Std. fixiert
und anschlieBend fir 1 Std. in 1%igem 0SO,
nachfixiert. Die Proben wurden dann fiir 1 Std. mit
1%igem Uranylacetat behandelt. Nach Entwas-
serung in aufsteigender Alkoholreihe erfolgte die
“inbettung in Epon 812. Semidlnnschnitte von
.5 oder 1 um Dicke wurden mit Toluidinblau
gefarbt. Ultradinnschnitte (40 bis 60 nm) wurden
mit Bleicitrat nachkontrastiert und in einem Zeiss
EM 10A bei 60 KV untersucht.

3 Ergebnisse

3.1 Lichtmikroskopie

Als gemeinsames histologisches Merkmal fan-
den sich in allen 3 Fallen ausgepragte Keratin-
fortsétze Uber einer verbreiterten, lamelléren und
kernlosen Hornschicht (Hyperorthokeratose;

Abb. 1). In allen 3 Biopsien war nur vereinzelt
eine kernhaltige Hornschicht bei gleichzeitig feh-
fendem Stratum granulosum (Parakeratose) fest-
stellbar. Das Stratum spinosum war auf 7 bis 10
Zellagen verbreitert (Akanthose). In den unteren
Zellschichten des Stratum spinosum waren ein-
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Abb. 1 Keratinfortsatze an der Epitheloberfléche (HL)
mit parakeratotischer Keratinisierung. Intraepithelial
sind einige Koilozyten (Pfeil) erkennbar, PAS, x 120

zelne Keratinozyten ballonartig aufgetrieben,
zeigten einen Verlust des typischen Chromatin-
musters und wiesen teilweise basophile, intranu-
kleare Einschiusse auf (Abb. 1). Candida albi-
cans konnte in Epithelzellen oberflachlicher
Schichten nachgewiesen werden. Weder im Epi-
thel noch subepithelial bestand ein zellulares
Entzindungsinfiltrat.

3.2 Elektronenmikroskopie

In allen 3 Fallen konnten ballonartig aufgetrie-

bene Keratinozyten speziell in der Stachelzell-

schicht des Epithels beobachtet werden. Diese

Zellen waren vergroBert und enthielten nur we-

nige Organellen, wie degenerierte Mitochon-
- .

Abb. 2 Pyknotischer Zellkern einer
koilozytotischen Zefle. Unmittelbar
an der Kernmembran findet sich
kondensiertes Chromatin mit einzel-
nen kreisrunden Defekten. Innerhalb
des Nukleus sind EB-Nukleckapside
(Pfeil) sowie im Zytoplasma kom-
plette und im Extrazellularraum
Huile-tragende Viren (Pfeilkopf) er-
kennbar (M = Mitochondrien, D =
Desmosomen), TEM, x 25000
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lonartig aufgetriebenen Keratinozyten mit kondensier-
temn, randstandigem Chromatin, das wie ausgestanzt
erscheinende Defekte und EB-Virus Kapside (Pfeil)
aufweist. Im Zytoplasma ist ein komplettes EB-Virus
erkennbar (Pfeitkopf), TEM, x 36000

drien und Keratinfibrillen. Pyknotische Nuklei
zeigten kondensiertes Chromatin, das meist un-
mittelbar an der Kernmembran lag und wie aus-
gestanzt erscheinende Defekte aufwies (Abb. 2,
3). Candida albicans wurde haufig im Stratum
corneum sowie in oberen Schichten des Stratum
spinosum becbachtet (Abb. 4).

Viruspartikel der Herpes-Virus-Gruppe konnten
vor altem in der oberen Stachelzellschicht in und
um koilozytotische Zellen sowie in den Interzellu-

Abb. 4 Candida albicans im Zytoplasma einer Zelle
des Stratum spinosum. Innerhalb der Candidahyphe
sind der Zellkern und Mitochondrien erkennbar. Der
zwischen Zellwand und Zytoplasma vorhandene elek-
tronen-luzente Zwischenraum ist fixationsbedingt (D =
Desmosomen), TEM, x 17000
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Abb. 5 EB-Virus im Zytoplasma sowie im Interzellulai- -
raum von koilozytotischen Zellen des Stratum granu-
losum. Innerhalb des Zytoplasma finden sich Viruspar-
tikel als freie Nukleokapside oder als komplette, Htille-
tragende Viren (Pfeilkopf), (TF = Tonofilamente, D =
Desmosomen), TEM, x 25000

larraumen abgeflachter Epithelien oberflachli-
cher Zellagen beobachtet werden (Abb. 5 u. 6).
Gelegentlich wurde das Virus auch in mit Can-
dida albicans infizierten Zellen nachgewiesen.
Einzelne Nuklei enthielten unterschiedliche Men-
gen von isometrischen Virusnukleokapsiden mit
einem Durchmesser von etwa 100 nm. Wahrend
einige Kapside bereits die elektronendichte, to-
roidale, fir Herpesviren typische Desoxyribonu-
kleoproteinstruktur enthielten, bestanden andere

Abb. 6 Interzellularraum zwischen Keratinozyten des
oberen  Stratum  granulosum mit  kompletten
Herpesvirusteilchen, die u. a. durch ihr elektronendich-
tes Desoxyribonukleoprotein gekennzeichnet sind.
TEM, x 50000. AusschnittvergroBerung: komplette,
Hille-tragende EB-Viren, TEM, x 100000
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Abb. 7 Charakteristische zelluldre Differenzierungen
im Zytoplasma eines Herpes-Viren produzierenden Ke-
ratinozyten: parallel angeordnete, tubuldre Strukturen
(Pfeil) sowie undulierende Bestandteile einer teilweise
fusionierten Lipid-Doppelmembran (Pfeilkopf), TEM,
x 25000

noch aus leeren Proteinkapsiden. Gelegentlich
wurde auch die Ausschleusung von Herpes-Vi-
rus-Kapsiden aus Zellkernen beobachtet. Bei
dieser Ausschieusung erhalten die Nukleokap-
side ihre zukinftige Virushille im Rahmen des
sogenannten »budding«-Prozesses. Innerhalb
des Zytoplasmas konnten Viruspartikel als freie
Nukleokapside oder — vor allem im endoplasma-
tischen Retikulum - als komplette, Hille-tra-
gende Partikel beobachtet werden. Reife, d. h.
umhilite Herpestypviren im Zytoplasma wie
auch im Extrazellularraum zeigten identische
Durchmesser von 150 nm.

Im Zytoplasma der Herpesvirus-produzierenden
Koilozyten fanden sich dariber hinaus regelma-
Big 2 weitere charakteristische, zellulare Differen-
zierungen. Die eine bestand aus tubuléren Struk-
turen, die meist in parallel und recht starr erschei-
nenden Bindeln angeordnet waren (Abb. 7). Der
Durchmesser dieser Tubuli betrug 35 nm. Eine
weitere EinschluBkoérperstruktur war aus undulie-
renden Membranbestandteilen zusammenge-
setzt. Diese wurden hauptséchlich in der Nahe
der Kerne koilozytotischer Zellen beobachtet
und bestanden aus je 2, teilweise fusionierten
Lipid-Doppelmembranen. Die innere Schicht
dieser Struktur war elektronendicht und wies eine
Breite von 25 nm auf (Abb. 7). Verdnderungen
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der subepithelialen Basalmembran wurden nicht
beobachtet.

4 Diskussion

Die mit der HIV-Infektion assoziierte HL wurde
bisher, wie in unseren 3 Féllen, als eine aus-
schlieBlich enoral auftretende Veranderung be-
schrieben und ist moglicherweise als Frihzei-
chen der spateren AIDS-Manifestation zu werten
[4, 20]. Das Auftreten der HL wurde bei Hiv-
infizierten Patienten aller Risikogruppen be-
schrieben [7, 17, 19].

Die HL kann speziell fur den klinisch Unerfahre-
nen leicht mit einer Kandida-Infektion verwech-
selt werden, wie dies initial auch geschah. Ihr
Fortbestehen trotz Antimykotika-Behandlung
und die histologischen Befunde legten dann al-
lerdings den Verdacht einer virusbedingten Ge-
nese nahe. In mehreren elektronenmikroskopi-
schen Untersuchungen wurden in HL-Biopsien
Ubereinstimmend Viren vom Herpestyp entdeckt
{7, 10, 12]. DarGber hinaus wurden in einigen
dieser Untersuchungen auch humane Papillom-
virus(HPV)-ahnliche Partikel beschrieben [7, 10].
Wahrend Greenspan et al. [7, 10] Uber eine Dop-
pelinfektion der HL mit dem Epstein-Barr-Virus
(EBV; nachgewiesen durch In-situ-Hybridisie-
rung) und HPV (nachgewiesen durch Elektronen-
mikroskopie und Immunhistochemie) berichte-
ten, konnten wir in den vorliegenden Biopsien
elektronenmikroskopisch kein HPV nachweisen.
In einer weiteren Studie von 7 HL-Biopsien
konnte durch In-situ-Hybridisierung mit HPV-Typ
6, 11, 13, 16, 18 Nukleinsaure-»probes« eben-
falls kein HPV-Nachweis gefihrt werden, dage-
gen enthielten 5 dieser Biopsien EBV-DNS [14].
Aufgrund der Beobachtung, daB HPV-Partikel
elektronenmikroskopisch bei 25 Fallen von HL
beobachtet werden konnten, nahmen Green-
span et al. 1984 [7] an, daB das gleichzeitige
Auftreten von EBV und HPV moglicherweise nicht
zufallig sei. Da HPV weder in den vorliegenden 3
Fallen noch in weiteren 7 Fallen [14] nachzuwei-
sen war, unterstitzen diese Befunde nicht das
Konzept einer notwendigen EBV- und HPV-Dop-
pelinfektion far das Entstehen der HL.

In verschiedenen Geweben von Patienten mit
ARC oder AIDS wurden zytoplasmatische Ein-
schllisse beschrieben, die als vesikulare Roset-
ten, »test-tube ring-shaped forms (TRF)« oder
tubulo-retikulare Strukturen (TRS) beschrieben
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wurden [13, 16]. Im Zytoplasma EBV-produzie-
render Zellen konnten wir nur eine Form parallel
angeordneter, rigide erscheinender Strukturen
beobachten, die derjenigen entsprach, die 1986
von Belton und Eversole [2] beschrieben worden
war.

Ursprung und Bedeutung dieser Strukturen sind
unbekannt. Wahrend das Auftreten der parallel
orientierten, intrazytoplasmatischen tubularen
Strukturen (Abb. 7) nur fur die HL beschrieben
ist, fanden sich » TRF-Einschlisse« auch im Rah-
men anderer immunologischer und neurodege-
nerativer Erkrankungen. Diese aus Membransy-
stemen bestehenden Einschlisse schienen mit
der Produktion von Alpha- und Beta-interferon,
nicht aber von Gamma-interferon assoziiert zu
sein [16]. Das Auftreten dieser Aggregationen ist
maglicherweise als Hinweis flr eine Virus-indu-
zierte Interferonproduktion zu werten.

Die in der vorliegenden Arbeit beobachteten un-
dulierenden Membranstrukturen im Zytoplasma
koilozytotischer Zellen bestehen aus teilweise
fusionierten Membranen, ahnlich wie die oben
erwahnten TRF-TRS. Es ist méglich, dafl diese
Membrandifferenzierungen Vorstufen dieser
TRF-TRS darstellen.

Wie auch in anderen Untersuchungen beobach-
tet {1], fand sich aufgrund der fehlenden zellula-
ren Immunreaktion keine Abwehrreaktion gegen-
Uber der Candida-albicans-Infektion. Zu dieser
Anergie konnten HIV-bedingte funktionelle Sto-
rungen der Antigen-Verarbeitung und -Prasenta-
tion durch Monozyten und Langerhans-Zellen
sowie eine moéglicherweise mangelnde Monozy-
tenmigrationsfunktion beigetragen haben [1, 3].
Elektronenmikroskopische sowie immunhisto-
chemische Befunde zeigen, daB das Auftreten
von EBV-Partikeln eng mit der HL korreliertist [1].
Auch klinische Beobachtungen deuten darauf
hin, daBB EBV in der Pathogenese der HL eine
Rolle spielt: Wahrend der Behandiung mit hohen
Dosen von Acyclovir (4 x 800 mg pro Tag) Uber
14 Tage kam es klinisch zur Regression der
Veranderungen am Zungenrand [5]. Das offen-
sichtlich eng assoziierte Auftreten des EBV bei
der HL hat méglicherweise einen Einflul auf die
weitere Entwicklung der ursachlichen HIV-infek-
tion. Es ist bekannt, daf3 EBV in der Lage ist, B-
Lymphozyten zu transformieren, so daB3 diese
durch HIV infiziert werden kdnnen [15]. Die Ein-
beziehung soicher transformierter B-Zellen in
den Pool der anderen, fir HIV empfanglichen

464

Zellen wie CD4*-T-Helfer-Lymphozyten, Mono-
zyten, Makrophagen und Langerhans-Zellen
kénnte schlieflich zunehmend zu einer deutli-
chen Vermehrung infizierter, das HIV replizieren-
der Zellen fihren. Damit kdnnte es durch die
direkte zytopathische Wirkung des HIV, aber
auch durch weitere, indirekte HIV-induzierte, im-
munpathogenetische Mechanismen zu einem
kontinuierlichen Verlust von CD4-positiven Lym-
phozyten kommen [6, 11].
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Summary

Three biopsies of alterations clinically appearing
as hairy leucoplakias (HL) and presenting with
the complete picture of AIDS in homosexual men
were examined histologically and electron mi-
croscopically. Light microscopy revealed the ty-
pical features of HL in the form of keratin proces-
ses over a thickened horny layer, enlargement of
the prickle-cell layer, and the presence of
distended, ballon-shaped keratinocytes. Under
the electron microscope particles of the herpes
virus group could be demonstrated, particularly
in the superior third of the epithelium. In addition,
the ballooned epithelial cells exhibited special
tubulo-reticular structures and characteristic
membrane configurations. The ultrastructural
findings and the possible pathomechanisms are
discussed.
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