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Epste in-Barr Virus and Inf lammatory Bowel  Disease 

A t t e n t i o n  ha s  r ecen t ly  been  focused on  t h e  s imi la r i t i es  
b e t w e e n  Crohn ' s  disease ( g r a n u l o m a t o u s  i lei t is  a n d  colit is)  
a n d  sarcoidosis,  a n  anergic  d i sorder  k n o w n  to  b e  associa t -  
ed w i t h  e l eva t ed  t i t e r s  of a n t i b o d y  to  t h e  E p s t e i n - B a r r  
v i rus  (EBV) : .  T h e  n o n - c a s e a t i n g  g r a n u l o m a t a  f o u n d  in 
b o t h  d i sorders  are  i n d i s t i n g u i s h a b l e  a n d  t h e r e  a p p e a r s  to  
be  m a r k e d  i m p a i r m e n t  of in  v i t r o  t r a n s f o r m a t i o n  of 
p e r i p h e r a l  l y m p h o c y t e s  to  severa l  m i t o g e n s  in  C r o h n ' s  
disease as  well  as  in sarcoidos is  2. F u r t h e r m o r e ,  a s ign i f i can t  
n u m b e r  of p a t i e n t s  w i t h  C r o h n ' s  d isease  in  E n g l a n d  are  
r e p o r t e d  t o  be  K v e i m  posi t ive .  3, 4 I n  l i g h t  of these  f i nd ings  
a s t u d y  was  u n d e r t a k e n  to  d e t e r m i n e  t h e  inc idence  a n d  
d i s t r i b u t i o n  of t i t e r s  of a n t i b o d y  t o  E B V  i n p a t i e n t s  w i t h  
C r o h n ' s  disease a n d  u l ce ra t i ve  coli t is  5. 

Methods. Serum. S e r u m  spec imens  were  col lec ted  f rom 
p a t i e n t s  d e m o n s t r a t i n g  t h e  cl inical ,  rad io logica l  a n d  
pa tho log i ca l  c r i t e r i a  of C r o h n ' s  d isease  a n d  u l c e r a t i v e  
col i t is  a t  t h e  M o u n t  S ina i  H o s p i t a l  of N ew  York .  Con t ro l  
spec imens  were  col lec ted  f rom h e a l t h y  age  a n d  sex 
m a t c h e d  n o r m a l  donors .  Samples  were  a l lowed to  clot,  
s e r u m  r e m o v e d  a n d  t he  se ra  were t h e n  s to red  a t  - - 2 0 ° C  
un t i l  used. 

Irnmuno/Iuorescence. T h e  m e t h o d s  used  to  d e t e r m i n e  
E B V  a n t i b o d y  t i t e r s  h a v e  b e e n  descr ibed  in  de ta i l  else- 
where% A cu l tu re  of t h e  P3J c lone of J i j oye  cell  l ine,  
w h i c h  h a d  p rev ious ly  b e e n  d e m o n s t r a t e d  b y  e l ec t ron  
mic roscopy  to  be  h e a v i l y  in fec ted  w i t h  E B V ,  was  used  
as a source  of an t igen .  T h e  cells were  a i r  dr ied  on  slides, 
f ixed for  10 m i n  in  a ce t one  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e n  
s to red  a t  - -  20 °C u n t i l  use. Four - fo ld  d i lu t ions  of sera  were 
r eac t ed  w i t h  t h e  f ixed  cells for  1 h a t  37 °C in a mo i s t  
c h a m b e r ,  The  sl ides were  w a s h e d  for 5 m i n  in each  of two  
changes  of p h o s p h a t e  buf fe red  sa l ine  so lu t ion  (PBS) ,  
r insed  in d is t i l led  w a t e r  a n d  a l lowed to  dry.  Nex t ,  f luores-  
c e in - con juga t ed  goa t  a n t i h u m a n  I gG  was app l i ed  to  each  
a n t i g e n  wel l  for 1 h a t  37°C. T h e  a n t i - h u m a n  IgG 
p r e p a r a t i o n  (goat) e m p l o y e d  was  o b t a i n e d  f rom H y l a n d  
L a b o r a t o r i e s  a n d  d i l u t e d  1 :30  in P B S  before  use. The  
sl ides were w a s h e d  again ,  c o u n t e r s t a i n e d  for  5 m i n  w i t h  
0 .005% E v a n s  Blue,  a n d  covered  w i t h  50% glycer ine  in  
P B S .  T h e y  were  v iewed  w i t h  a Zeiss U l t r a p h o t  F luor -  
escence Microscope  w i t h  a B G  12 exc i to r  f i l te r  a n d  a 
colorless ba r r i e r  f i l ter .  

Results. A n t i - E B V  a n t i b o d y  t i t e r s  were  d e t e r m i n e d  in  
93 n o r m a l  ind iv idua l s ,  32 p a t i e n t s  w i t h  C r ohn ' s  disease 
a n d  17 p a t i e n t s  w i t h  u l c e r a t i v e  colit is.  81% of t he  C r o h n ' s  
d isease  se ra  a n d  82% of t h e  u l ce ra t i ve  col i t is  sera  con ta in -  
ed d e t e c t a b l e  levels  of  a n t i b o d y  to  E B V .  T h e r e  was  no  
a p p a r e n t  d i f fe rence  in  ove ra l l  inc idence  of a n t i - E B V  
a n t i b o d y  in  p a t i e n t s  w i t h  i n f l a m m a t o r y  bowel  disease 
w h e n  c o m p a r e d  t o  76% pos i t i ve  t i t e r s  in  t h e  n o r m a l  

Anti-EBV antibody in patients with ulcerative colitis and Crohn's 
disease 

Diagnosis Number Number Percentage Percentage 
tested with with with 

detectable detectable EBV antibody 
antibody antibody titer ~ 1:640 
(>1:10) 

Normal 93 71 76 24 
Crohn's 
disease 32 26 81 3 
Ulcerative 
disease 17 14 82 11 

controls .  T i t e r s  of a n t i b o d y  to  E B V  of 1 :640  or g rea te r  
were  f o u n d  in 24% of t h e  n o r m a l  sera.  3% of C rohn ' s  
disease t i t e r s  a n d  11% of t he  u l ce ra t i ve  col i t is  sera  were 
1 :640  or  g rea t e r  (Table).  These  d i f ferences  are  n o t  
s ign i f i can t  w i t h  a P v a l u e  of > 0.5. I nc idence  a n d  d is t r i -  
b u t i o n  of a n t i - E B V  a n t i b o d y  a p p e a r e d  to  h a v e  no  
r e l a t i o n s h i p  to  t h e  sex of  t h e  i nd iv idua l .  S te ro id  t h e r a p y  
d id  n o t  s ign i f i can t ly  in f luence  a n t i - E B V  reac t i v i t y .  T h e  
p e r c e n t a g e  of i n d i v i d u a l s  in  a l l  g roups  w i t h  pos i t i ve  
a n t i b o d y  t i t e r s  increased  w i t h  age  a n d  t h e  l e n g t h  of 
t i m e  t h a t  disease was  p resen t .  

Discussion. T h e  E p s t e i n - B a r r  v i ru s  (EBV)  o r ig ina l ly  
f o u n d  in  B u r k i t t ' s  l y m p h o m a  cells m a i n t a i n e d  in  long  
t e r m  t i s sue  cu l t u r e sL  a p p e a r s  t o  b e  u b i q u i t o u s  w i t h  
a n t i b o d i e s  to  t h e  v i ru s  f o u n d  in  m o s t  p o p u l a t i o n s  8. 
H i g h e r  pe r cen t ages  of p a t i e n t s  w i t h  a n t i b o d y  to  E B V  as 
c o m p a r e d  to  n o r m a l  i nd iv idua l s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  in a n  
inc reas ing  n u m b e r  of d iseases  i nc lud ing :  B u r k i t t ' s  l ym-  
p h o t o s  ~, c a r c i n o m a  of t h e  pos te r io r  na sa l  space  :o, 
in fec t ious  mononucleos is6 ,  n .  :2, sarcoidos is : ,  s y s t e m i c  
l upus  e r y t h e m a t o s i s  13 a n d  leprosy  :4 I n  C r o h n ' s  disease,  a 
d i sorder  w i t h  m a n y  fea tu res  in c o m n l o n  w i t h  sarcoidosis ,  
we would  e x p e c t  to  f ind  in these  p a t i e n t s  100% inc idence  
of a n t i  E B V  a n t i v o d y  a t  h i g h  t i te r .  Ou r  da ta ,  never the less ,  
show t h a t  p a t i e n t s  w i t h  Crohn ' s  d isease  h a v e  a n  inc idence  
a n d  d i s t r i b u t i o n  of a n t i b o d y  to  E B V  s imi la r  to  n o r m a l  
ind iv idua l s .  A l t h o u g h  some p a t i e n t s  w i t h  Crohn ' s  disease 
h a v e  been  r epo r t ed  to  be  K v e i m  pos i t ive  3 4, m a n y  p a t i e n t s  
are k n o w n  to  be  K v e i m  nega t i ve  :5,x6. Th i s  is of i n t e r e s t  
in  v iew of t h e  r ecen t  sugges t ion  t h a t  K v e i m  p o s i t i v i t y  
m a y  be  r e l a t ed  to  l y m p h a d e n o p a t h y  :7. Desp i t e  impa i r -  
m e n t  of ce l l -med ia ted  i m m u n i t y ,  p a t i e n t s  w i t h  C r o h n ' s  
disease m a y  lack  p ro l i f e ra t ive  l y m p h o c y t e  responses  
t h o u g h t  to  f avor  E B V  rep l i ca t ion  18. I n d e e d  a s ign i f i can t  
n u m b e r  do h a v e  a n  abso lu t e  l y m p h o p e n i a  ( unpub l i shed  
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data). We suspect tha t  both lymphoreticular proliferation 
as well as impaired delayed-type hypersensit ivity are 
required for elevated EBV ant ibody tilers. 

KAN~ and NYE x9 have recently confirmed our preli- 
minary report  that  the EBV antibody liters in Crohn's 
disease patients in England are also normal. I t  would be 
of interest to correlate the t i lers of ant i -EBV antibody 
in this group of Crohn's disease patients with Kve im 
reactivity.  We suspect tha t  those patients with Crohn's 
disease who are Kveim positive will have higher levels of 
ant i -EBV antibody than Kveim negative patients. 20 

Zusammen/assung. Die Hitufigkeit und der Antik6r- 
pert i ter  gegen Epstein-Barr-Virus (EBV) wurde in Pa- 
tienten mit  Utkus-Cotitis und Crohn's Krankheit,  eine 
granulomatische AbnormalitAt ~hnlich zur Sarkoidose, 
untersucht und normale Hgufigkeit  und Antik6rpert i ter  
gegen EBV bei ihnen gefunden. 
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t~ber  e i n e  S y n t h e s e  v o n  E c d y s o n - a H  u n d  E c d y s t e r o n - a H  a u s  C h o l e s t e r i n - a H  in  g e s c h n i i r t e n  A b d o m i n a  
v o n  Mamestra brassicae-Raupen 

In einer Iriiheren Untersuchung hal le  sich ergeben, dass 
die Prothoracaldriisen dutch das Gehirnhormon bzw. den 
Aktivat ionsfaktor  erwartungsgemgss zwar zu erh6hter 
RNS-Synthese  stimuliert  wurden, dass abet  entgegen 
den Erwartungen das HAutungshormon Ecdyson bzw. 
Ecdysteron nicht nachzuweisen war x. Stat t  dessert t rat  
eine signifikante Erh6hung an ungesgttigten Fetts/iuren 
i ra  Vergleich zu nicht-stimulierten Driisen auf. 

Im  t-Iinblick auI die allgemein angenommene Vorstel- 
lung yon der Bedeutung der Prothoracaldrtise als Bil- 
dungsort des ttAutungshormons e ist zun/ichst die An- 
nahme zur ErklArung des unerwarteten Ergebnisses am 
wahrscheinlichsten, dass die hier produzierte Horrnon- 
menge unter der m i t d e r  angewandten Technik erfass- 
baxen Nachweisgrenze liegt. Generell muss aher auch die 
Denkm6glichkeit  in Betracht  gezogen werden, dass die 
Bildung des HAutungshormons nicht allein in der Pro- 
thoracMdriise stimuliert  wird. Fiir eine solche Schluss- 
folgerung 1assert sich die Befunde yon PIm'HO s an Galleria 
mellonella und yon CHADWICK 4 an l~eriplaneta americana 
anfiihren. Bei beiden Objekten erfolgten auch nach 
experimenteller Exst irpat ion der Prothoracaldrtisen wei- 
tere H/iutungen, in einigen FAllen sogar bis zur Imago. 
Diese Befunde standen bisher stets am Rande der Diskus- 
sionen, weft sie sick schwer in das allgemeine Vorstellungs- 
schema einordnen liessen und well daher eine gewisse 
Skepsis gegeniiber der in den Experimenten erzielten 
totalen Exstirpation der Driisen bestand. 

Eigene Nachuntersuchungen sowohl an GaUeria mello- 
nella als auch an Periplarwta americana ffihrten an einem 
verhgltnismEssig umfangreichen Material zur uneinge- 
schr~nkten Best/itigung der genannten Ergebnisse. Von 
158 operierten Raupen von GaUeria mellonella hguteten 
sich 44 trotz der Drfisenexstirpation zur Puppe, wovon 
sick weiterhin 4 dariiber hinaus zum Falter  entwickelten. 
Von 187 operierten Larven yon Periplaneta americana, 
die die Exst i rpat ion gut iiberstanden, entwickelten sich 
76 zu Imagines. Von diesen durchliefen dabei 23 Tiere 
zungchst eine Larven- und dann sparer die Imaginal- 
hgutung, bei einem Tier gingen der Imaginalh/iutung 

zwei Larvenh/iutungen voraus, und 52 Larven hAuteten 
sich direkt zur Imago. Von den iibrigen 111 Larven durch- 
schritten 23 eine Larvenh/iutung, ein Tier sogar 4 Larven- 
h/iutungen, w~.hrend sich 87 nach der Drilsenexstirpation 
nicht mehr h/iuteten a. Auf Grund der Alteren und dieser 
Ergebnisse erschien eine weitere experimentelle Ober- 
prtifung der Funktion der Prothoracaldriise in ihrer 
Beziehung zu den HAutungsprozessen und somit die 
Frage des Produktionsortes des Hgutungshormons 
erw~igenswert. 

Material und Technik. Als Material wurden Raupen yon 
Mamestra brassicae verwendet. Vor der kritischen Periode 
des 5. Stadiums wurde den Tieren eine Ligatur zwischen 
Thorax und 1. Abdominalsegment angeleg~. 10 Tage 
danach wurde jeweils 5 Halbpuppen in das Hinterende 
30 IzC Cholesterin-aH (spez. Akt ivi tgt  3,6 C]m3f, The 
Radiochemical Centre, Amersham) in 10% Nthanol ent- 
haltender Ringer-L6sung appliziert. 6 Tare  nach der 
Injektion wurden die HAmolymphe und die h/imolymph- 
freien Hinterenden mit  ~_thanol extrahiert  und die 
Ext rakte  diinnschichtchromatographisch (Kieselgel G 
Merck, Darmstadt) aufgetrennt. Die mittels reinem, 
unmarkiertem Ecdyson bzw. Ecdysteron gekennzeich- 
neten Bereiche der HAutungshormone wurden extrahiert  
und wiederholt chromatographiert° Nacheinander wurde 
mit  den Laufmit teln Chloroform/2~thanol (36:9), Chlo- 
roform/Methanol/25%iger Ammoniak/Wasser (24:14: 
2:1) und Chloroform/hthanol/Eisessig (6 : 3:1) chromato- 
graphiert. Die Radiochromatogramme wurden mit  dem 
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