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Viruses, Virus-Like and Virus-Related Structures in Nasopharyngeal Carcinoma 

Summary. Five cases of nasopharyngeal carcinoma with typically elevated EB- 
virus-antigen-titer were studied by light- and electron microscopic methods. 
Within the cytoplasm corona viruses in different forms, regular capsid-like parti- 
cles with a diameter of 60 nm, tubuloreticular aggregates, and pathologic altera- 
tions of the membranes of the endoplasmatic reticulum could be found. The 
nuclei of the tumor cells often showed particles within the nucleoplasm with an 
average diameter of 100 nm containing a central core; the appearance of the 
particles is similar to that of herpes viruses as shown in the literature concerning 
EB-viruses. Atypic mitoses are common as well as free nucleoplasma-like con- 
densates within the ground cytoplasm. Multiple doubling of the membranes of 
the endoplasmatic reticulum are characteristic for the tumor cell cytoplasm. 
Myelin figures are often situated within the enlarged tubules of the E. R., within 
mitochondria and within the nuclei. The results are discussed concerning the 
possible viral etiology of nasopharyngeal carcinoma. We do not believe that the 
particles found within the nucleoplasm have a relation to nuclear pores. The 
arguments are discussed. 

Key words" Nasopharyngeai carcinoma - Corona viruses - Herpes-like parti- 
cles -- Tubular aggregates - Nuclear pores -- Atypic mitoses 

Zusammenfassung. Biopsiematerial von f/inf Patienten mit lymphoepithelialem 
Karzinom des Nasopharynx wurde licht- und elektronenmikroskopisch unter- 
sucht. Es werden charakteristische Befunde an den groBen; hellen, epithelialen 
Tumorzellen beschrieben und besonders auf virus~ihnliche Partikel im Kern und 
im Cytoplasma hingewiesen. Es wird die Frage aufgeworfen, ob in den mit 
grol3er Wahrscheinlichkeit virusinduzicrten lymphoepithelialen Karzinomen des 
Nasopharynx nicht notwendigerweise Viruskapside oder kapsid~ihnliche Struk- 
turen vorhanden sein m/issen, wenn die Trgger derartiger Tumoren einen hohen 
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und charakteristischen Antik6rpertiter gegen Kapselproteine von Epstein-Barr- 
Viren besitzen. 

Die im Nucleoplasma epithelialer Tumorzellen angetroffenen virus/ihnlichen 
EinschluBk6rper haben sowohl eine auffallende )khnlichkeit mit den Viren der 
Herpesgruppe, aber auch eine gewisse )~hnlichkeit mit Kernporen. Die im Cy- 
toplasma entdeckten tubul~iren Aggregate und bl~ischenf'6rmigen Kapside lassen 
sich zum groBen Teil der RNS-Virusgruppe der Coronaviren zuordnen, regelm~i- 
Big anzutreffende doppelmembranbegrenzte Bl~ischen mit einem konstanten 
Durchmesser von 60 nm k6nnen nicht mit der hierzu notwendigen Sicherheit 
typisiert werden. Andere, der im Cytoplasma epithelialer Tumorzellen, mesen- 
chymaler Zellen und in Endothelzellen gefundenen tubul~iren Aggregationen be- 
sitzen eine groBe Ahnliehkeit mit den bekannten endoplasmatischen, 
tubuloretikul/iren Einschlfissen, wie man sie gehfiuft bei autoaggressiven 
Systemerkrankungen (Lupus erythematodus) in peripheren Blutlymphozyten 
und bei der Herpes-simplex-Encephalitis antrifft. 

Sehliisselwtirter. Karzinom des Nasopharynx -- Coronaviren - Herpesvi- 
rusfihnliche Partikel - Tubul/ire Aggregate -- Kernporen - Atypische Mito- 
sen 

Zur morphologischen Differenzierung der Nasopharynxkarzinome liegen Referate 
in gro6er Zahl vor. Seit den ersten Beschreibungen des lymphoepithelialen Karzi- 
noms an den Gaumentonsillen und im Rachen dutch Schmincke (1921), Regaud 
und Reverchon (1921) sowie Reverchon und Coutard (1921) werden die von Quick 
und Cutler (1927) erstmals definierten Ubergangsepithelkarzinome wie auch anapla- 
stischen Karzinome (indifferentzellige Karzinome) vom verhornenden oder nicht 
verhornenden Plattenepithelkarzinom des Epipharynx abgegrenzt (Simmons und 
Ariel, 1949; Cappell, 1934; Doerr, 1956, 1961). Yeh (1962) lehnt dagegen die Ab- 
grenzung des lymphoepithelialen Karzinoms als eigene Entit/it ab und ordnet sie den 
Transitionalkarzinomen zu, die in das ortsst~indige lymphatische Gewebe infiltrieren 
(Wang et al., 1962; Chiang und Jung, 1977; yon Ilberg et al., 1976). 

Erste elektronenmikroskopische Untersuchungen am Nasopharynxkarzinom 
ftihrten Svoboda et al. (1965) dureh, wobei sie vor allem die Plattenepithelkompo- 
nente dieser Tumoren belegen konnten. D6hnert (1977) stellte anhand lichtmikro- 
skopischer, elektronenmikroskopischer und immunologischer Untersuchungsmetho- 
den fest, dal3 es sieh beim Lymphoepitheliom des Epipharynx und des Mesopharynx 
um ein Karzinom handelt, das eine eigenst~indige Tumoreinheit mit biologischen und 
histologischen Besonderheiten darstellt. 

Unter den Kausalfaktoren des lymphoepithelialen Karzinoms im Nasopharynx 
werden neben genetischen und hormonellen auch Immundefekte diskutiert (Yoshida 
et al., 1976; Rapp und Reed, 1977). Da bei den meisten Patienten mit Nasopharynx- 
karzinomen erh6hte Antik6rpertiter gegen Epstein-Barr-Virus bezogene Antigene 
nachgewiesen werden (Wolf et al., 1973; Henle und Henle, 1974; Kammer und 
Munk, 1975; Sugano, 1975; de The, 1976; zur Hausen, 1976; Lynn et al., 1977), 
wurden Viren der Herpesgruppe zunehmend h/iufiger als ausl6sendes Antigen dieser 
Tumoren genannt. Dabei wurde auch eine Interaktion der Karzinogene und disposi- 
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tioneller Faktoren zum Teil unter Zusammentreffen unterschiedlicher Viren er6r- 
tert. 

Der elektronenmikroskopische Nachweis von vorwiegend intranukleiir gelege- 
nen Partikeln bei fiinf Patienten mit vorwiegend lymphoepitheliomat/Sser Differenzie- 
rung eines Nasopharynxkarzinoms veranlal3t zur folgenden Mitteilung. 

Material und Methodik 

Die Titerbestimmungen wurden dankenswerterweise yon Herrn Prof. Dr. zur Hausen (Freiburg) durch- 
gefiihrt. Das Tumorgewebe wurde bei fiinf Patienten mit histologisch gesichertem Karzinom des Na- 
sopharynx erneut fiir die elektronenmikroskopisehe Untersuchung entnommen. Die Fixation erfolgte 
durch Immersion in 3,6%igem gepuffertem Glutaraldehyd und anschliel3end in l%igem gepuffertem 
Osmiumtetroxyd. Das fixierte und mit Uranylacetat im Stiick kontrastierte Material wurde nach der 
Dehydrierung in Epon eingebettet. Die Ultradfinnschnitte wurden mit Bleicitrat kontrastiert. Fiir die 
liehtmikroskopische Begutachtung der Semidfinnschnitte wurden diese naeh Mallory (Azur II + Met- 
hylenblau) gefiirbt. Zum Vergleich dienten Paraffinschnitte, die mit folgenden Fgrbungen behandelt 
wurden: Giemsa, PAS, Haematoxylin-Eosin und Eisenhaematoxylin-Pikrofuchsin nach van Gieson, 
kombiniert mit Resorcin; aul3erdem wurde die Silberimpr~ignation nach Gomori angewandt. 

Befunde 

Die Serumtiter beztiglich EBV/IgG/IF waren bei allen f/inf Patienten auf 1 : 2 048 
oder dartiber erh6ht und sprachen bereits serologisch f/ir das Vorliegen eines Nasen- 
rachenraumkarzinoms. 

Lichtmikroskopische Befunde 

Ffir die feingeweblichen Untersuchungen bew~ihrten sich Semid/innschnitte, die ein- 
real eine bessere Abgrenzung zwischen epithelialen Tumoranteilen und lymphati- 
schen Elementen erm/Sglichten und dar/iber hinaus auch eine Differenzierung inner- 
halb des lymphatischen Gewebes in Lymphozyten, Immunozyten und Immunobla- 
sten zulieBen. 

Vier der untersuchten Tumoren boten das typische Bild eines Lymphoepithe- 
lioms vom Typ Regaud mit Entwicklung unter dem Epipharynxepithel, Ausbrei- 
tungstendenz nach basal in das angrenzende Bindegewebe und relativ scharfer Ab- 
grenzung zwischen epithelialem Tumoranteil und lymphatischem Zwischengewebe 
(Abb. la, b). Die Tumorzellen waren in Form breiter B/inder mit zipfeligen Auszie- 
hungen angeordnet. Sie waren manchmal durch eine einreihige Formation schmaler 
Bindegewebszellen, nicht aber dureh eine eindeutige Basalmembran abgegrenzt. In- 
nerhalb der Zellb/inder war das atypische Plattenepithel gekennzeichnet durch: 
wechselnd breite Cytoplasmas/iume mit gelegentlich starker Aufhellung der Cyto- 
plasmagrundsubstanz, durch polymorphe, teils groge blasige, teils mittelgroBe chro- 
matindichtere Kerne und durch ein bis zwei grol3e dunkle Nucleolen. Auch zweiker- 
nige Zellen und einzelne Riesenkerne kamen vor. Mitosen mit teilweise atypischen 
Mitosefiguren waren h/iufig. Unmittelbar zwischen den epithelialen Tumorzellen 
waren nur vereinzelt Lymphozyten und Immunozyten zu erkennen. Das neben den 
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Abb. la. Lymphoepitheliales Karzinom vom Typ Regaud mit breiten Streifen eines polymorphkernigen 
atypischen Epithels neben immunozyt/ir und lymphozytfir infiltriertem Stroma. In den Epithelkom- 
plexen atypische Mitosefiguren (.~). P = Plasmazelle, T= Tumorzelle. Vergr. 360fach 

Abb. lb. Spindelzellige Auspr/igung des Epithels in einem lymphoepithelialen Karzinom. Vergr. 
360fach 

Abb. le. Wenig differenziertes Plattenepithelkarzinom mit teilweise fibroblastenreichem Stroma und 
schiitterer lymphozyt/irer Reaktion im Stroma. Vergr. 225fach 

Epithelb~indern entwickelte lymphatische Gewebe bestand zum/iberwiegenden Teil 
aus Immunozyten. Nur in einem Fall waren Lymphozyten ebensoh~iufig wie Immu- 
nozyten. In einem anderen Fall war streekenweise ein spindelig ausgezogener Epi- 
theltyp entwickelt. 

Gegenfiber den vier lymphoepithelialen Karzinomen mul3te ein Plattenepithel- 
karzinom mit geringer Differenzierung abgegrenzt werden, in dem die atypischen 
Plattenepithelstreifen gegenfiber dem lymphatischen Gewebe stark tiberwogen. Stel- 
lenweise war hier zwischen den Tumorzellb~indern nur fibrozyt~ires Stroma entwik- 
kelt (Abb. lc). Verhornungen konnten lichtmikroskopisch nicht erfaBt werden. Stel- 
lenweise war die Abgrenzung gegentiber dem kleineren Zelltyp des Transitionalzell- 
karzinoms schwierig. Die Ausbreitung war in allen f/inf Fallen gleiehartig in die 
Tiefe gerichtet, das oberfl/iehliche Epithel der Epipharynxschleimhaut blieb in- 
takt. 
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Abb. 2. Elektronenmikroskopische fJbersichtsaufnahme zur Darstellung der typischen Zellelemente des 
Tumors. T = Tumorzellanschnitte, P = Plasmazelle, M = Mastzelle, CT = cytoplasmatiseher Fortsatz 
einer Tumorzelle. Im Interstitium schlierige, basalmembraniihnliche Grundsubstanz. Vergr. 
4970fach 

Elektronenmikroskopische Befunde 

Beim lymphoepithelialen Karz inom vom Typ Regaud sind die grogen epithelialen 
Zellen durch ihr ausladendes Cytoplasma und durch grol3e, helle Kerne mit meist 
randst~indigem Chromatin yon den umgebenden Plasmazellen und Mastzellen zu 



300 W. Arnold und F. Huth 

Abb. 3. Cytoplasma einer Tumorzelle des lymphoepithelialen Karzinoms. F = feinfilament~ire Fibrillen 
frei im Grundcytoplasma; (,~) Multiplikation der Membranen des endoplasmatischen Retikulums. 
Reiches, ribosomenhaltiges Ergastoplasma. Vergr. 23000lath 

unterscheiden (Abb. 2). H~iufig beobachtet man pseudopodienartige Verzahnungen 
von Tumorzellen. An anderen Stellen ist das Interstitium relativ weit, wobei basal- 
membranartige, schlierige Strukturen mit deutlicher Verdichtung nahe der Zellmem- 
bran neben kollagenen Fasern den Interzellularraum ausf/illen. Der Kontakt  der 
Tumorzellen zu den ulngebenden Immunozyten, Lymphozyten und Mastzellen mit 
ihren typischen reifen Granula kann sehr dicht sein. Die Tumorgef'~il3e sind vom 
morphologischen Aufbau her uncharakteristisch. 
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Abb. 4. Charakterisfische Cytoplasmatextur einer lymphoepithelialen Tumorzelle. C = freier Chroma- 
tinkomplex im Grundcytoplasma, F =  feinfilament~ire Biindel ohne Beziehung zu Membranen, 
S = Sph/iridion, N = Nucleolus, (-~) Kernpore. Vergr. 22270fach 

Das Cytoplasma der Tumorzellen 

Im Cy top la sma  der epithelialen Tumorzel len fallen vorwiegend die erweiterten Erga- 
stoplasmaschl~iuche auf, in denen neben dichtem homogenem bis feingranuliirem 
Inhalt  vereinzelt Myelinfiguren gefunden werden; derartige Myelinfiguren finder man 
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Abb. 5. Coronaviren in Form tubulS_rer, parakristalliner Anordnung innerhalb erweiterter Schl~iuche 
des endoplasmatischen Retikulums einer lymphoepithelialen Tumorzelle (lO. Daneben im Lumen der 
Ergastoplasmaschl/iuche Coronaviruspartikel in reifer Form (-~). C = angeschnittenes, freies chroma- 
thu/ihnliches Kondensat. Vergr. 23000faeh 

dar/ iber hinaus in den Kernen der Tumorzel len und in den Mitochondrien.  H/iufig 
findet man  mehrfache Doppelungen der Membranen  des endoplasmat ischen Retiku- 
lums (Abb.  3), wobei  jeweils nur die/iul3erste Membranlage  von Ribosomen besetzt 
ist. Daneben  liegen zahllose freie Ribosomengruppen  in Roset tenform vor. Auffal- 
lend h/iufig findet man mitten im Grundcy top la sma  membranlose  Chromat inkon-  
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Abb. 6. Hohe Vergr613erung der beiden Formen yon Coronaviren (tubul/ir TC, Capsid C). N = Kern 
der Tumorzelle, M= Mitochondrium. Vergr. 75640fach 

densate ohne jegliche Beziehung zum Kern der dazugeh6renden Tumorzelle. 
Kniiuelartige, filamentfire Strukturen liegen frei im Grundeytoplasma und lassen 
keine Beziehung zu bekannten cytoplasmatischen Strukturen erkennen (Abb. 4). 

Darfiber hinaus enthalten die Tumorzellen einige besondere Cytoplasmaein- 
schliisse, die in drei Gruppen einzuteilen sind: 

a) Regelm~13ig werden in den Tumorzellen teils frei in der Cytoplasmagrundsub- 
stanz liegend, teils von Membranen des endoplasmatischen Retikulums umgeben, 
kurze tubulfire, in sich verschlungene Gebilde mit manchmal hantelf'6rmigem Ausse- 
hen beobachtet (Abb. 5). Daneben fiegen kreisrunde Partikel mit einer doppelten 
Membran und einem Durehmesser von 80-160 nm in Form kleiner Gruppen frei im 
Grundcytoplasma oder aber in erweiterten Schl~uchen des bier glatten endoplasma- 
tischen Retikulums (Abb. 6). Viele dieser Partikel sind an ihrer Oberflfiche von fein- 
sten ,,Granula" besetzt, in ihrem Zentrum k6nnen sie eine elektronendichte Verdich- 
tung aufweisen, die einem zentralen Core ~ihnelt. Nach Struktur, Gr6ge und Lokali- 
sation handelt es sich um Coronaviren. 

b) Ein zweiter intracytoplasmatischer Partikeltyp findet sich ebenfalls sowohl 
frei in der Cytoplasmagrundsubstanz wie auch von Membranen umgeben, jedoch 
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Abb. 7. Doppelmembrankonturierte Partikel mit elektronendichter Ringstruktur innerhalb yon doppel- 
membranbegrenzten Vakuolen. Der Durchmesser der Partikel betr/igt 60 ram. Sie unterscheiden sich 
yon Coronaviren. Vergr. 83700lath 

niemals innerhalb yon Membranschl / iuchen,  die sich dem endoplasmat ischen Reti- 
kulum zu0rdnen lassen; sie unterscheiden sich deuflich yon ,,Mulfivesicular Bodies" 
oder yon , ,Coated Vesicles". Der  Durchmesser  dieser Parfikel betr/igt konstant  60 
nm, wodurch  sie sich von den Coronavi ruskaps iden unterscheiden. Sie besitzen eine 
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Abb. 8. Charakteristische ,,tubulo-retikul/ire Aggregate" im Grundcytoplasma einer Tumorkapillar- 
endothelzelle (*). Vergr. 20700fach 

Doppelmembran, wobei der innere Ring dichter zu sein scheint als der /iul3ere; 
manchmal zeigen sie ein elektronendichtes Core (Abb. 7). 

c) Im Cytoplasma yon Tumorzellen, aber auch in den Zellen yon Blutgef~iBw/in- 
den liegen Komplexe von ineinander verschlungenen Tubuli, deren Durchmesser 
12--15 nm betr/igt. Diese Komplexe werden yon Ergastoplasmamembranen be- 
grenzt. Diese feintubulfiren Kn/iuel zeigen eine groge .~hnlichkeit mit tubuloretiku- 
1/iren Strukturen, wie sie geh/iuft in Lymphozyten and AdventitiazeUen bei Virus- 
infekten und autoaggressiven Erkrankungen (Lupus erythematodes) gefunden wer- 
den (Abb. 8). 

d) Die Cytoplasmastrukturen innerhalb der Tumorzellstreifen des wenig diffe- 
renzierten Plattenepithelkarzinoms unterscheiden sich eindeutig yon denen der vor- 
her beschriebenen lymphoepithelialen Karzinomzellen. Es kommen zahlreiche Tono- 
filamentbtindel, desmosomale Verbindungen zu benachbarten Zellen sowie echte 
SchluBleisten vor (Abb. 9). Gelegentlich lassen sich im Cytoplasma dieser Zellen 
Keratohyalingranula nachweisen. 
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Abb. 9. Plattenepithelkarzinomzelle mit Bfindeln von Tonofilamenten (T) und desmosomaler Verkn/ip- 
fung mit der Nachbarzelle (D). Vergr. 23000fach 

Die Kerne der Tumorzellen 

Zwischen den elektronenmikroskopischen Strukturen der Kerne in den Karzinom- 
zellen der lymphoepithelialen Tumoren und des Plattenepithelkarzinoms sind keine 
signifikanten Unterschiede auszumachen. 

Im Gegensatz zu den dunklen Zellen der urngebenden Lymphozyten und dem 
mehr grobscholligen Chromatin der angrenzenden Immunozyten sind die Tumor- 
zellkerne grol3 und wesentlich blasser; vorwiegend randst/indig entlang der Kern- 
membran verdichtet sich das feingranul~ire Chromatin. An den Tumorzellen mit 
geschlossener Kernmembran beobachtet man groBe Kernporenanschnitte mit einem 
Durchmesser yon 60--480 nm (Abb. 10). In den Porenanschnitten liegen manch- 
real Ribosomenrosetten, die einer Ausschleusung von tuRNS aus dem Karyo- 
plasma entsprechen. Gelegentlich erreichen Ausstiilpungen der iiuBeren Kernmem- 
bran die Zellmembran. 
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Abb. 10. Kernporen im Sagittalschnitt einer lymphoepithelialen Tumorzelle (-~). Vergr. 23000fach 

Abb. 11. Anschnitt einer epithelialen Tumorzelle im Telophasestadium. Neben dem Kern (N) der Zelle 
ein freier Chromatinkomplex mit virus~ihnlichen Einschl/issen konstanter GrSl3e (,~). Ms = Mitosespin- 
deln, C = Zentriol. Vergr. 30285fach 

Bei mitotischen Teilungsfiguren finden sich unregelm/if3ig im Cytoplasma verteil- 
te schoUige chromosomale Verdichtungen, die zum Teil von stark osmiophilen Dop- 
pelmembranfragmenten umschlungen sind. In der sp/iten Anaphase und in der Te- 
lophase kSnnen zwischen den membranlosen oder nur zum Teil umh/illten Chroma- 
tinhaufen strahlenf6rmige Formationen langgestreckter Tubuli mit einem Durchmes- 



Abb. 12. (Legende 
siehe $eite 309) 
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Abb. 13. Partikel im Kern und aul3erhalb der Kernebene mit dichtem zentralen Core. Vergr. 
22095fach 

ser von 12--18 nm (Mitosespindeln) und Anschnitte eines Centriols beobachtet wer- 
den. 

In jedem dritten bis ffinften Tumorzellkern, vor aUem aber in den anscheinend 
frei im Grundcytoplasma liegenden Chromatinanh/iufungen fallen runde Partikel 
auf, die von einem hellen Hof umgeben sind. Sie besitzen bei hoher elektronenmikro- 
skopischer Vergr6gerung eine doppelte Membran und enthalten vielfach ein kleines, 
zentrales Core. Diese Partikel k6nnen sowohl diffus fiber den gesamten Kern verteilt 
beobachtet werden als auch zu Gruppen angeordnet in der N~ihe der Kernmembran. 
Gelegentlich findet man sie auch einzeln oder in Gruppen aufierhalb des Kernes. Sie 
sind gleichm/igig groG, der /iugere Durchmesser der Partikel betr/igt 80-120  nm, 
der innere Ringdurchmesser durchschnittlich 80 nm, der des zentralen Cores 24 nm. 
Der Abstand zwischen/iugerer und innerer Membran der Partikel migt konstant 12 
nm (Abb. 11--13). 

Abb. 12. a Randanschnitt eines Tumorzellkernes mit deutlicher Kernmembran. In zentraler Lage des 
Chrornatins drei virus~ihnliche Partikel (.~) mit einem Durchmesser von 100 nm. Vergr. 18225fach. 
b Gleiche Abbildung bei hoher Vergr6Berung. Vergr. 65775fach 



310 

Diskussion 

W. Arnold und F. Huth 

Die elektronenmikroskopischen Befunde, welche anhand der fiinf untersuchten Kar- 
zinome des Nasopharynx dargestellt wurden, zeigen Einzelheiten des Kernes und 
des Cytoplasmas, wie sie bisher noch nicht beschrieben wurden. W/ihrend Lin et al. 
(1969) beim Nasopharynxkarzinom drei Tumorzelltypen charakterisierten, die sich 
vorwiegend dutch ihren Gehalt an granul/irem endoplasmatischem Retikulum, cy- 
toplasmatischen Filamenten und durch die Ausbildung des Gogi-Komplexes unter- 
schieden, konnten wir beim lymphoepithelialen Karzinom des Typs Schmincke-Re- 
gaud einen f/Jr diesen Tumortyp kennzeichnenden epithelialen Verband n~iher be- 
schreiben. Es handelt sich dabei um auffallend grol3e, helle epitheliale Tumorzellen 
mit grol3en Kernen und zahlreichen atypischen Mitosefiguren. Konstant wiederkeh- 
rende Charakteristika der Tumorzellen sind f/Jr den Bereich des Cytoplasmas Mye- 
linfiguren innerhalb der Schl/iuche des endoplasmatischen Retikulums, Verdoppe- 
lungen der Membranschl/iuche des Ergastoplasmas, die regelmiil3ige Infektion der 
Tumorzellen mit Coronaviren (RNS-Viren), eine auffallend grol3e Zahl von gleich 
grol3en, doppelmembranbegrenzten, bl~ischenartigen Partikeln frei im Grundcyto- 
plasma oder in Vakuolen liegend sowie tubuloretikul/ire Strukturen entweder frei 
im Grundcytoplasma liegend oder von einer Membran umgeben. 

Bei den Myelinfiguren in den Schl/iuchen des endoplasmatischen Retikulums 
oder in Mitochondrien handelt es sich um Membrankomplexe, die man h/iufig bei 
GeschwiJlsten mit hoher Zellteilungsrate finder. Im gleichen Sinne werden die unge- 
wfhnlich h/iufig anzutreffenden Mitosespindeln interpretiert, die man auch dann 
noch zusammen mit Centriolen im Cytoplasma der Tumorzellen finder, wenn keine 
weiteren Anzeichen einer bevorstehenden oder gerade abgelaufenen Zellteilung er- 
kennbar sind. Im wenig differenzierten Plattenepithelkarzinom kamen zus~itzlich 
zahlreiche dichte B~ndel yon Tonofilamenten vor sowie gelegentlich Keratohyalin- 
granula. Aul3erdem zeigten die Zellen des atypischen Plattenepithels desmosomale 
Verbindungen der Zellen untereinander. Derartige Verbundstrukturen waren zwi- 
schen den Zellen des lymphoepithelialen Karzinoms nicht zu sehen. 

Die Tr~iger der fiinf elektronenmikroskopisch untersuchten Karzinome wiesen einen signifikant 
erh6hten Epstein-Barr-Virusantik6rpertiter auf, der als kennzeichnend ffir das Wachstum yon 
Nasopharynxkarzinomen angesehen wird, obwohl derartige Titererh6hungen auch bei Burkitt-Lym- 
phomen, infekti6ser Mononucleose, Lymphogranulomatose und bei Leuk~imien festgestellt wurden. 
Schmauz et al. (1975) und Lynn et al. (1977) sahen sich dureh differenzierte Titerbestimmungen in der 
Lage, den Therapieerfolg bei Nasopharynxkarzinomen abzusch~itzen. Diese KontrollmSglichkeit er- 
scheint um so bedeutsamer, als die Ausdehnung dieser Kazinome h/iufig mit prim/irem Tiefenwaehstum 
und ohne Ulzeration der oberfl/iehlichen Schleimhaut mit kliniseh-morplaologischen Methoden nur 
schwer zu erkennen ist. Die morphologischen Befunde, welche eine EBV-Infektion mit mensehlichen 
Tumoren pathogenetisch in Verbindung bringen, beruhen auf dem Naehweis yon herpesvirusiihnliehen 
Partikeln, die elektronenmikroskopisch in transformierten Lymphozyten aus Gewebekulturen yon Bur- 
kitt-Lymphomen und Nasenrachenraumkarzinomen gefunden wurden. Bis auf eine Mitteilung yon 
Nadol (1977) liegt bis heute kein morphologischer Nachweis yon Viruspartikeln aus Biopsiematerial 
vor. Die Abwesenheit morphologisch fagbarer Virusstrukturen wurde auf verschiedene Weise erkl~irt: 
Nach Ansicht yon Epstein (1962) sowie Rapp und Duff (1974) tuft die Infektion mit dem onkogenen 
Virus eine maligne Transformation der normalen Zelle hervor mit Inkorporation des viralen Genoms in 
die zellulgre DNS, wodurch eine Neoplasma ohne virale Replikation induziert wird. Zu den ,,Finger- 
prints" ffir einen derartigen Viruskontakt gehSrt ein erhShter SerumantikSrpertiter gegen EB-Viren. Als 
Antigen wird ein virales Kapsidprotein vermutet (Henle und Henle, 1974; Gunven et al., 1970). Durch 
diese Theorie wird jedoeh nicht erkl~irt, auf welchem Wege weiterhin geniigend Kapsidprotein erzeugt 
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wird, das den Serumantik6rperspiegel aufrechterhalten oder ansteigen lassen kann. Dariiber hinaus 
existieren Beispiele neoplastischer Erkrankungen bei Tieren, wie auch beim Menschen, ausgel6st durch 
DNS-Viren, bei denen virale Partikel, einschlieglich des Herpesvirus im Gewebe gefunden wurden 
(Fawcett, 1956, Lucke, Adenokarzinom; Almeida et al., 1962, Warzen; Dunn und Ogilvie, 1968, 
Warzen; Boyle et al., 1973, Kehlkopfpapillome; Arnold et al., 1977, Schleimhautwarzen), Nadol 
(1977) fand virale Partikel yon herpesiihnlichem Charakter in weniger als 1% der Tumorzellen, aller- 
dings nicht im Kern, sondern im Cytoplasma. Daneben beobachtete er leere Kapsidstrukturen, vor 
aUern in degenerierenden Zellen. Er erkl~irt das seltene Auffinden morphologisch faBbarer Virsustruktu- 
ten im Nasenrachenraumkarzinom damit, dab die Konzentration viraler Partikel im Tumorgewebe so 
gering sei, dab sie elektronenmikroskopisch nicht erfaBt werden. Die empfindlichen DNS-Viren k/inn- 
ten w~ihrend der Zeit der Probeexzision und Fixation dariiber hinaus auch ihre morphologische Dar- 
stellbarkeit verlieren (vgl.: Lundquist et al., 1975; Dunn und Ogilvie, 1968; Klein et al., 1974). Damit 
wiirde verst~indlich, dab die Viruspartikel in transformierten Lymphozyten der Gewebekultur von Bur- 
kitt-Lymphomen (Epstein, 1962) und des Nasenrachenraumkarzinoms (de The et al., 1969) gefunden 
wurden, wobei angenommen wird, dab die Ansammlung yon Viruspartikeln in der Gewebekultur be- 
giinstigt wird (Henle und Henle, 1974). Arnold et al. (1977) vertraten in bezug auf die Papillomviren die 
Ansicht, dab sich DNS-Viren vorwiegend dann morphologiseh fassen lassen, wenn durch Zerfall oder 
durch ZeUtod die virale DNS aus der zellul~iren DNS wieder ausgeschleust wird. Nach Einbau der 
Virus-DNS in die Chromosomen der Wirtszelle verhalten sich die viralen DNS-Anteile bei nachfolgen- 
den Zellteilungen wie zellul~ire Gene und werden mit diesen synchron vermehrt (Kammer und Munk, 
1975). Es ist jedoch auch vorstellbar, dab bei einer DNS-Virusinfizierten Zelle die virale DNS wieder 
ausgescb_leust und morphologisch faBbar wird, wenn unvollsffindige oder atypische Mitosen ablaufen, 
ftir die es beim Nasenrachenkarzinom zahlreiche Hinweise gibt. 

Angesichts der aufgefiihrten theoretischen Erkl/irungsmSglichkeiten ffir das Feh- 
len eines eindeutigen morphologischen Virusnachweises beim Karzinom des Nasen- 
rachenraums haben wir unser Augenmerk besonders auf die zahlreichen cytoplas- 
matischen und nukle/iren Partikel in den epithelialen Zellen der untersuchten Karzi- 
nome gerichtet. Diese partikul/iren EinschRisse lassen sich in Gruppen einteilen und 
wie folgt zumindest teilweise identifizieren: 

a) Frei im Cytoplasma liegend, vielfach aber auch in Schl/iuchen des endoplas- 
matischen Retikulums finden sich blfischenf6rmige Partikel mit doppeker Membran 
und sternf/Srmigem, feingranul/irem Besatz an der Oberfl/iche; sie besitzen einen 
Durchmesser von 8 0 - 1 6 0  nm. Diese Partikelgruppe l~il3t sich wegen ihrer charakte- 
ristischen Strukturen den Coronaviren zuordnen (vgl. Oshiro, 1973). Die tubul/iren 
Formen dieses RNS-Virus kSnnen zu weitl/iufigen Aggregaten konfluieren und zei- 
gen h/iufig Hantelformation. Der tubul/ire Durchmesser betr/igt durchschnittlich 
2 0 - 2 5  nm. Zur Gruppe der Coronaviren geh6rt das infektiSse Bronchitisvirus der 
VSgel, das M/iusehepatitisvirus und das Pneumotropvirus der Hasen. Menschliche 
Coronaviren ben6tigen eine sehr ausgew/ihlte Wachstumsgrundlage, so dab es nur 
m6glich ist, Kulturen derartiger Viren auf menschlicher Trachealschleimhaut zu 
zfichten. In der Regel liegen die Viruspartikel innerhalb der Schl/iuche des endoplas- 
matischen Retikulums. W/ihrend ihrer Reifung erhalten sie ein Dense Core und nach 
LoslSsung aus den Membranen des endoplasmatischen Retikulums besitzen sie eine 
Doppelmembran. Das  Auffinden derartiger banaler RNS-Viren im Tumorgewebe 
aus dem Nasopharynx hat mit Wahrscheinlichkeit mit der Atiologie des Krankheits- 
bildes nichts zu tun und ist als Nebenbefund zu bewerten. Dennoch haben andere 
Untersucher, die sich rnit dem Tumorgewebe des Nasopharynxkarzinoms oder der 
Normalstruktur der Epipharynxschleimhaut befaBten (Lin et al., 1969; Jahnke, 
1974) diese Viren, die in unserem Untersuchungsgut beinahe in jeder zweiten Tu- 
morzelle anzutreffen waren, nicht finden k6nnen. 
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b) Oft sind die tubul/iren Formen der Coronaviren schwer zu unterscheiden von 
den sogenannten tubulo-retikul~ren Strukturen, wie wir sie in Gef/iBwandzellen, aber 
auch in Tumorzellen fanden. Der Durehmesser dieser zarten Tubuli betr/igt 12-15 
nm. Derartige Cytoplasmaeinschlfisse wurden in vergleichbarer Form und Ausdeh- 
nung in den Lymphozyten des str~Smenden Blutes beim Lupus erythematodus und in 
Zellen von virusinduzierten Tumoren beschrieben. Sic wurden bereits oft mit tu- 
bul/ir- oder kristallinstrukturierten Viren verweehselt, da sic vorwiegend bei Viruser- 
krankungen (Staupe, Papillomen, Herpes-Simplex-Erkrankungen) auftreten. Bei der 
natfirlichen und experimentellen Herpes-Virus-Encephalitis geh6ren sie zum kon- 
stanten Bild. Ihre Bedeutung ist unbekannt (Anzil und Blinzinger, 1972, 1974; Barie- 
ty et al., 1971, 1973; Baringer, 1971; Baringer und Swoveland, 1972; Bariety et al., 
1973; Blinzinger und Deutschl/inder, 1969; Blinzinger et al., 1972; Grimley et al., 
1973; Haas und Yunis, 1970; Hovig et al., 1968; Uzman et al., 1971). 

c) Ebenfalls frei im Cytoplasma liegend, tells yon Membranen umhfillt, jedoch 
niemals in den Ergastoplasmaschl/iuchen fanden wir runde, doppelmembranbe- 
grenzte Partikel mit einem konstanten Durchmesser yon 60 nm. Sie lassen sich yon 
Vesikeln des Golgi-Apparates ebenso wie gegenfiber Multivesicular Bodies oder 
Coated Vesicles deutlich abgrenzen. Eine Zuordnung zu bekannen Partikeln ist nicht 
sicher m6glich. Die Partikel haben jedoch eine gewisse ~hnlichkeit mit den beispiels- 
weise yon Bernhard (1973) beschriebenen Oncornaviren, ohne dab wir aufgrund 
unserer Befunde eine Zuordnung zu dieser Virusgruppe treffen k6nnen. 

d) Sowolfl in den Tumorzellkernen der lymphoepithelialen Karzinome wie auch 
des Plattenepithelkarzinoms konnten wit Partikel nachweisen, die bei einem/iuBeren 
Durchmesser von durchschnittlich 100 nm eine Doppelmembran und h~iufig ein 
zentrales Core mit einem Durchmesser yon 24 nm aufwiesen. Diese Partikel lagen 
sowohl d/flus fiber das gesamte Chromatin verteilt wie auch im randst/indig verdich- 
teten Chromatin, selten auch auf3erhalb der Kernebene im kernnahen Cytoplasma. 
Dort, wo sic zwischen Kernmembran und randst/indig verdichtetem Chromatin 
lagen, lieBen die Partikel ebenfalls eine Doppelmembran und vielfach ein elektronen- 
dichtes Core erkennen. Die Partikel sind nach Form und Gr6f3e Viruspartikeln vom 
Herpes-Typ sehr/ihnlich, die bei Hummeler et al. (1966), zur Hausen et al. (1967) 
und bei Kammer und Munk (1975) abgebildet sind. Sie lassen sich zudem kaum 
unterscheiden yon Viruspartikeln, die Epstein (1962), Epstein und Achong (1970) 
sowie de The et al. (1969) und Sugano (1975) in Zellkulturen des Burkitt-Lymphoms 
und des Nasopharynxkarzinoms fanden. 

Nach den Untersuchungen yon Roizman und Spear hat das Nucleokapsid des Herpesvirus einen 
Durchmesser von 100 nm. Das umsehlossene Virion besitzt einen Durchmesser yon 100-150 nm. Die 
von zur Hausen et al. (1967) gezeigten Viruspartikel aus einer Burkitt-Tumorzellkultur messen etwa 84 
nm, die von Hummeler et al. (1966) dargestellten Viruspartikel in Lymphoblastenkulturen eines Bur- 
kitt-Lymphoms weisen einen Durehmesser yon 100--120 nm auf. Der Durchmesser der von Epstein 
und Aehong (1970) in EB1-Lymphoblastenkernen gezeigten EB-Viruspartikel betrggt ebenfalls 100 
nm. Gleiehfalls weisen die Partikel, die yon Nadol (1977) irn Cytoplasma des Nasenraehenraumkarzi- 
noms beschrieben wurden, einen Durchmesser zwischen 80 und 100 nm auf. 

Beim Nachweis derartiger vorwiegend intranukle~ir gelegener Partikel w/ire es 
w/inschenswert, die Identit/it mit Herpes- beziehungsweise mit Epstein-Barr-Viren 
dadurch zu belegen, dab ultraimmunhistochemisch die Lokalisation der Partikel mit 
der positiven Fluoreszenz auf die Viruskapsidantik6rper fibereinstimmt. Dieser 
Nachweis ist derzeit nach einer Aufbereitung des Tumorgewebes ffir die elektronen- 
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mikroskopische Untersuchung, wie es f/Jr die vorgestellten Tumoren geschah, kaum 
mSglich (zur Hausen, persiSnliche Mitteilung). 

Bei der Er6rterung der Virusnatur yon Partikeln, wie wir sie vorwiegend intra- 
nukle~ir in den Tumorzellen nachwiesen, sind nach Haguenau (pers6nliche Mitteilun- 
gen) verschiedene Kernstrukturen zu beachten, die zu einer Fehlinterpretation fiih- 
ren k6nnten. Schwierigkeiten bereitet im vorliegenden Fall die morphologische Tren- 
nung der Partikel yon Kernporenanschnitten. Kernporen zeigen eine vielf/iltige Kon- 
figuration, vor allem w~ihrend mitotischer Teilungsfiguren oder pathologischer Mito- 
sen. fJber Kernporen yon Interphasekernen liegen zwar zahlreiche Mitteilungen vor 
(Afzelius, 1955; Merriam, 1962; Feldherr, 1970; Du Praw, 1965; Franke, 1970, 
1974; Franke und Scheer, 1974)./Jber die Auspr/igung und Gr~SBe der Kernporen in 
der Prophase von Mitosen und vor allem bei pathologischen Kernteilungsfiguren, 
wie sie in Tumoren vorkommen, waren uns dagegen keine einschl/igigen Untersu- 
chungsergebnisse zug/inglich. Auch die Angaben zur Porenweite variieren je nach 
untersuchter Tierspezies oder Gewebeart erheblich. Da nach Maul und Deaven 
(1977) die Kernporenkomplexe den Austausch von Makromolekiilen zwischen den 
zwei Hauptkompartementen der Zelle entweder dutch eine Ver/inderung der totalen 
Anzahl der Poren oder durch Anderung ihres Durchmessers kontrollieren, ist zu 
erwarten, dab abh~ingig vom metabolischen Funktionszustand der Zelle groge Un- 
terschiede in der Porenweite bestehen. Hinsichttich der Menge der Kernporen lassen 
sich andeutungsweise Vergleich zu HeLa-Zellkernen ziehen (die einzige Tumorzelle, 
vonder etwas fiber Kernporen bekannt ist), bei denen 11,24 Kernporen pro ~m 2 
gez/ihk werden (Maul und Deaven, 1977). Franke (1970) und Franke und Scheer 
(1974) zeigen elektronemikroskopische Anschnitte yon Kernporen der HeLa-Zellen, 
hier betrggt der Durchmesser einer Kernpore 60 nm. Die Kernporen in Sagittal- 
schnitten durch Tumorzellkerne zeigen in unserem Untersuchungsmaterial sehr un- 
terschiedliche Durchrnesser yon 60-480 nm. Nur selten findet man Kernporen mit 
einem Durchmesser bis zu 100 nm, die ein offenes Lumen, das heil3t eine Verbin- 
dung zwischen Nucleoplasma und Cytoplasma erkennen lassen. Tangentiale An- 
schnitte derartiger Poren mfif3ten im wesentlichen zur Darstellung einer Doppelring- 
figur fiihren, deren Durchmesser etwa 90 nm betragen sollte. Die zarte Membran, 
die das Porenlumen yon den Umschlagstellen der Kerndoppelmembran aus fiber- 
brfickt, kann in Tangentialschnitten nicht das Bild eines zentralen Cores simulieren. 
Es ist darfiber hinaus zu bedenken, dab bei Tangentialanschnitten yon Kernen bei 
der fiblichen Schnittdicke yon 60 nm die Kernporen nur als unscharf begrenzte 
runde Chromatinfiguren abgebildet werden k6nnen, da beim Strahlendurchgang zu 
wenig Kernmembranmasse getroffen wird, um eine scharfe Membranstruktur abzu- 
bilden. So kommt es zum Bild ,,membranloser" Kernanschnitte (Vogell, pers6nliche 
Mitteitung). Kernporen in tangentialen Ansehnitten yon Zellkernen kSnnen daher im 
elektronenmikroskopischen Bild entweder nur als membranlose, kreisrunde Aufhel- 
lungsdefekte der Kernrandzonen imponieren oder als kreisrunde, unscharf begrenzte 
Nucleoplasmadefekte. Gegen Kernporen spricht auch die H~iufigkeit des Auftretens 
dieser Gebilde; tangentiale Anschnitte yon Kernporen sind in der Regel Zufallsbe- 
funde und werden nur ~iul3erst selten beobachtet. Beim lymphoepithelialen Karzinom 
des Nasopharynx findet man jedoch die beschriebenen Partikel sehr h~iufig, die 
Randschiirfe der Partikel ist so deutlich gezeichnet, dal3 unseres Erachtens eine 
Abgrenzung zwischen Kernporen m6glich ist. Geh/iufte tangentiale Anschnitte yon 
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Kernporen  sind allerdings bei s tark gelappten Kernen h~iufiger zu finden als bei 
abgerundeten Kernen. Die Zellkerne der epithelialen Tumorzellen des lymphoepithe-  
l inen  Karz inoms  sind jedoch,  wie bereits in der l ichtmikroskopischen Ubersichtsauf-  
nahme erkennbar,  auffallend grog und abgerundet  (Abb.  1). In diesem Zusammen-  
hang sei noch einmal da rau f  hingewiesen, daft sich die nukle/iren Partikel in einigen 
Kernen so d i f fus / iber  das K a r y o p l a s m a  verteilen, daf3 bei der konstanten Partikel- 
gr613e die Diskuss ion yon Poren der Kernmembran  weitgehend entf/illt. Quer- 
schnit tsstruktur,  Dimension,  Menge und Verteilung der Part ikel  sprechen daher  aus 
morphologischer  Sicht f/Jr eine Zuordnung der Part ikel  zu herpesart igen Viren. 

Abschliel3end sei noch einmal da rau f  hingewiesen, dal3 auch andere cytoplasma-  
tische und nukle/ire Einschl/isse, wie eine Vermehrung von Ribosomen (Roizman 
und Furlong,  1974), eine Verteilung des Chromat ins  an die Kernr/ inder  (Nil et al., 
1968), in t racytoplasmat ische,  tubulo-retikul/ire Einschlfisse (Anzil  und Blinzinger, 
1974; Baringer,  1971), das Auftreten sph/irischer , ,Nuclear Bodies" (Bouteille et al., 
1967) auf  die Beteiligung yon Viren an der Transformat ion der Zellen hinweisen. 
Unsere Befunde fassen wir als Stfitze der These auf, dab Viren eine pathogene 
Bedeutung bei der Entstehung von Nasopharynxkarz inomen  haben. 

F/ir die ausfiihrlichen Diskussionen und Hinweise danken wir Mine. Docteur Fran~oise Hague- 
nau, Laboratoire de Medicine Experimentale, College de France, Paris; Herin Dr. reed. K. H. Blinzin- 
ger, Max-Planck-Institut f/Jr Psychiatric, Abteilung Neuropathologie, Mfinchen; Herrn Prof. Dr. med. 
H. zur Hausen, Institut f/Jr Virologie der Universit/it Freiburg; Herrn Prof. Dr. W. VogeU, Direktor des 
Instituts fiir Biophysik und Elektronenmikroskopie der Universit/it Diisseldorf. 

Fr~iulein S. Linnenkohl danken wir ffir die hervorragende technische Assistenz. 
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