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Einleitung 1

|. Einleitung

Diese Arbeit beschéftigte sich mit B-Zell-Lymphomen vom mukosa-assoziierten
lymphatischen Gewebe (MALT)-Typ. Diese Tumoren aus Zellen des menschlichen
Immunsystems kénnen an verschiedenen Stellen des Koérpers aus einer chronisch
entziindlichen Vorlaufererkrankung heraus entstehen. Das Charakteristikum der MALT-
Typ Lymphome ist ihr langsames, wenig aggressives Wachstum und ihre offensichtliche
Abhangigkeit von einer T-Zel-vermittelten Immunstimulation. Die Ursache der
eigentlichen Tumorentstehung ist bislang unbekannt. Das Ziel meiner Arbeit war es daher,
mit Hilfe von molekular- und zellbiologischen Methoden einen Beitrag zum Verstandnis
der MALT-Typ Lymphomgenese zu leisten.

Die hier vorgestellte Untersuchung ist in zweifacher Hinsicht eine immunologische Studie:
zum einen wird die Frage der Tumorimmunitét, also der Reaktion des Immunsystems auf
den Tumor bearbeitet, zum anderen die Frage einer tumorbedingten Veranderung der
normalen immunol ogischen B/T-Zell-Interaktion.

Um den immunologischen Hintergrund dieser Arbeit zu verstehen, werden in der
Einleitung zundchst Aufbau und normale Funktion des menschlichen Immunsystems
dargestellt. Die Beschreibungen konzentrieren sich auf die hier relevanten B- und T-Zellen
und deren Interaktion. Darauf folgt die Darstellung des Entwicklungsweges von B-Zellen
sowie der verschiedenen Selektionsmechanismen, welche das Schicksal heranreifender B-
Zellen entscheidend beeinflussen. Am Ende der Einleitung werden dann die Besonder-

heiten maligner B-Zellen aus MALT-Typ Lymphomen beschrieben.



2 Einleitung

1. Die B- und T-Zéllen des I mmunsystems

Das hochentwickelte menschliche Immunsystem dient zum Schutz vor eindringenden

Krankheitserregern wie Bakterien, Viren, Pilzen und Parasiten und kann dariiber hinaus

unter bestimmten Umstanden Krebszellen des eigenen Organismus spezifisch abtéten. Das

Immunsystem besteht aus einer Vielzahl speziadisierter Zellen, die im Blut und den

lymphatischen Organen wie Lymphknoten, Milz und Rachenmandeln patrouillieren. Die

wichtigsten zellularen Komponenten werden as B- und T-Zellen bezeichnet. Dies sind
morphologisch kaum unterscheidbare Leukozyten. Sie besitzen jedoch unterschiedliche

Entwicklungswege und Aufgaben und exprimieren jeweils charakteristische Zell-

oberflachenmarker (cluster of differentiation, CD), die eine immunhistologische Unter-

scheidung erlauben.

» B-Zedlen haben ihre Bezeichnung von der Bursa fabricii, einem speziellen Organ der
B-Zell-Erzeugung bei Vogeln erhalten. Beim Menschen entstehen die B-Zellen im
Knochenmark. Dort durchlaufen sie ihre ersten Entwicklungsschritte, bevor sie in den
peripheren Blutkreislauf entlassen werden. B-Zellen exprimieren den Zellober-
flachenmarker CD19.

o T-Zellen werden ebenfalls im Knochenmark gebildet und wandern in einem frihen
Entwicklungsstadium in den Thymus, von dem sie auch ihre Bezeichnung erhalten
haben. Dort reifen sie aus und gelangen schliefdlich ebenfalls in den peripheren
Blutkreislauf. T-Zellen sind durch die Expression des Zelloberflachenmarkers CD3

charakterisiert.

1.1 Die Aufgaben der B- und T-Zé€llen

B-Zellen (CD19") sind fir die humorale Immunitat verantwortlich: sie produzieren als
Plasmazellen vor alem l6dliche und in geringerem Malde auch membranstandige
Antikorper. Die Antikorper binden hochspezifisch an definierte Antigene (Protein-
strukturen) eindringender Krankheitserreger. Dadurch werden die Erreger entweder

gebunden und neutralisiert oder fur ihre Aufnahme durch Makrophagen, die Fresszellen
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des Immunsystems, markiert. T-Zellen dagegen vermitteln eine zellgebundene Immunitét.
Man unterscheidet cytotoxische T-Zellen (CD3", CD8") und T-Helferzellen (CD3", CD4").
Die cytotoxischen T-Zellen eliminieren die mit Krankheitserregern befallenen Korper-
zellen und unter Umstanden auch Tumorzellen, indem sie diese mit Cytotoxinen (Perforin,
Granzym) gezielt abtéten. Bei den T-Helferzellen unterscheidet man Ty1-Zellen, die auf
die Aktivierung von Makrophagen, und Ty2-Z€llen, die auf die Aktivierung von B-Zellen
spezidisiert sind. Ty2-Zellen, welche die B-Z€llen in ihren Aufgaben unterstiitzen und
kontrollieren, spielen sowohl in der normalen Entwicklung von B-Zellen als auch im
Zusammenhang mit der Entstehung eines B-Zell-Lymphoms vom MALT-Typ eine

wichtige Rolle.

1.2 Die Antigenerkennung Uber B-Zell-Rezeptor (BCR) bzw. T-
Zell-Rezeptor (TCR)

Die Grundlage fur eine erfolgreiche Arbeit von sowohl B- as auch T-Zellen ist ihre
Fahigkeit, die enorme Antigenvielfalt verschiedenster Krankheitserreger zu erkennen.
Dartberhinaus mussen diese Antigene von den nicht minder vielféltigen korpereigenen
Antigenen unterschieden werden, um Immunreaktionen gegen das eigene Korpergewebe
(Autoimmunitat) zu vermeiden. Die Antigenerkennung erfolgt bei B- und T-Zellen in sehr
ahnlicher Weise Uber den B-Z€ll-Rezeptor (BCR) bzw. T-Zell-Rezeptor (TCR). Dies sind
Transmembranproteine mit einem extrazellularen Anteil fir die Antigenbindung und einem
intrazelluldren Antell zur Weiterleitung eines durch Antigenbindung induzierten Signals
ins Zellinnere. Um die sehr grof3e Zahl aler denkbaren Antigene zu erkennen und zu
binden, benttigen BCR und TCR eine auRerst hohe Variabilitdt in ihrer
Antigenerkennungsstelle (complementary determining region, CDR). Diese Variabilitét
wird zundchst in jeder heranreifenden B- oder T-Zelle durch eine kombinatorische
Zusammenstellung verschiedener Gensegmente realisiert. Ein Prozess, der als somatische
Rekombination bezeichnet wird.

Der Antigenrezeptor von T-Zellen, die den Thymus verlassen haben, ist durch die
somatische Rekombination fertig gestellt und wird nicht mehr veréndert. Der
Antigenrezeptor von im Blut zirkulierenden B-Zellen wird dagegen unter Antigenkontakt

in den Follikeln des Lymphgewebes immer weiter optimiert. Diese so genannte Affinitéts-
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reifung der B-Zellen ist ein Darwinscher Selektionsprozess, bel dem B-Zellen auf ihre
erfolgreiche Antigenbindung hin selektiert werden. Es enstehen so B-Zellen mit immer
besserer und schliefdlich maximaler Bindungsaffinitdt zu den Antigenen des jeweils
eindringenden Krankheitserregers. Diese selektierten B-Zellen differenzieren sich mit der
Hilfe von T-Zellen entweder zu langlebigen Gedachtnis-B-Zellen oder zu antikorper-

produzierenden Plasmazellen (Janeway und Travers 1997).

2. Die normale Entwicklung von B-Zellen

B-Zellen beginnen ihren langen Entwicklungsweg im Knochenmark und beenden ihn in
den Follikeln der peripheren lymphatischen Organe Milz und Lymphknoten. Die B-Zellen
entstehen aus einer Knochenmarkstammezelle, die sich zu einer unreifen B-Zelle entwickelt,
aus der dann unter Antigenkontakt eine reife B-Zelle entsteht. Alle Stufen der B-Zéll-
Entwicklung sind tber das Immunprofil der Zellen charakterisierbar (vgl. [Abbildung 1).
Die B-Zelle ist auf ihrem Weg vom Knochenmark zur Peripherie je nach
Entwicklungsstadium verschiedenen positiven und negativen Selektions- oder Kontroll-
mechanismen unterworfen. Insgesamt gesehen Uberwiegt dabel der Einfluss negativer
Selektionsmechanismen, so dass nur ein kleiner Bruchteil aler neu entstehenden B-Zellen
Uberlebt und den Entwicklungsweg bis zum Ende durchlduft. Mit dieser rigorosen
negativen Selektion stellt der Organismus sicher, dass nur die am besten geeigneten B-
Zellen Uberleben und entweder als Plasmazellen Antikorper produzieren oder as
Gedéchtnis-B-Zellen das immunol ogische Gedéchtnis bilden (vgl. [Abbildung ).

2.1 Die Kontrollmechanismen der B-Zell-Entwicklung

In der frihen B-Zell-Entwicklung entscheiden zellinterne Faktoren Uber Leben oder Tod
der B-Zelle. Es geht darum, ob die Zelle in der Lage ist, einen Antigenrezeptor zu
exprimieren. Dazu sind zunéchst zwel aufeinanderfol gende genetische Rearrangements der
Immunglobulin-Gene nétig (Burrows und Cooper 1997; Papavasiliou et a. 1997; von

Boehmer und Rajewsky 1997). Wenn das erste Rearrangement im Immunglobulinlocus der
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schweren (heavy) Kette (IgH-Locus) erfolgreich ablauft, prasentiert die Zelle einen pré&-B-
Zéell-Rezeptor (pBCR) auf ihrer Oberflache. Dies ist die Voraussetzung fir ein zweites
Rearrangement, das jetzt im Immunglobulinlocus der leichten (light) Kette (IgL-Locus)
stattfindet und zur Produktion des fertigen BCR fuhrt, der in Form von Immunglobulin M
(IgM) auf der Zelloberflache erscheint. Die Zelle wird jetzt as unreife B-Zelle bezeichnet
und gelangt in die Peripherie. Beim Verlassen des Knochenmarks exprimiert die B-Zelle
neben IgM auch IgD. Sie wird jetzt a's naive B-Zelle bezeichnet, weil sie noch nicht auf
korperfremdes Antigen getroffen ist.

Fir die nun folgende B-Zell-Entwicklung in der Peripherie (vgl. sind zwe
Einflisse aus der Umgebung der B-Zellen von grof3er Bedeutung: Antigen und T-Zellen.
Um Uberleben zu kdnnen, bendtigen die B-Zellen neben Antigenstimulation an ihrem BCR
auch T-Zellen gleicher Antigenspezifitét, die ein Uberlebenssignal (CD40 Ligand, CD40L)
fur sie bereitstellen (Clark und Ledbetter 1994; Janeway und Travers 1997). Dies ist ein
Sicherungsmechanismus gegen autoreaktive B-Zellen, die irrtimlicherweise auf korper-
eigenes Antigen ansprechen. Ist dies nicht der Fall, so werden die B-Zellen im Verlauf
einer Immunantwort von den T-Zellen des lymphatischen Gewebes weiter aktiviert. Einige
B-Zellen differenzieren sich dabei direkt zu Plasmazellen, die die friihe Versorgung mit
zirkulierenden Antikorpern sicherstellen. Andere wandern in die primédren Lymphfollikel
des lymphatischen Gewebes, wo sie die Keimzentren (vgl. A) bilden
(Camacho et al. 1998; Lindhout et al. 1997). Zunéchst proliferieren die jetzt as
Centroblasten bezeichneten B-Zellen in der dunklen Zone des Keimzentrums. In diesem
Stadium findet die somatische Hypermutation ihrer Immunglobulingene statt: mit hoher
Mutationsrate entstehen Punktmutationen in den Bereichen der Immunglobulingene, die
die Antigenerkennungsstelle des BCR codieren. Bei den Nachkommen der urspringlich
aktivierten B-Zelle wird dadurch die Variabilitét des BCR sehr stark erhoht. Die so
erzeugten B-Zellen proliferieren nicht mehr und werden als Centrocyten bezeichnet. Sie
wandern in die helle Zone des Keimzentrums, wo ihnen von follikuléren dendritischen
Zéellen (FDC) Antigen eingedrungener Krankheitserreger prasentiert wird. B-Zellen, deren
Rezeptor dieses Antigen nicht oder nicht fest genug bindet, sterben ab (vgl.
B). Wenn sie jedoch vorher irrtimlicherweise T-Zell-Hilfe Gber CD40-Ligation erhaten
haben, werden sie von T-Zellen Uber Fas-Ligation in den programmierten Zelltod
(Apoptose) getrieben (vgl.[Abbildung 2 C). Dieser Mechanismus verhindert das Uberleben
von , bystander” B-Zellen.
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B-Zellen, deren Rezeptor das von den FDC préasentierte Antigen bindet, bendtigen fir ihr
Uberleben ebenfalls die (iber CD40-Ligation vermittelte Hilfe der T-Zellen (vgl.
B D). Mit diesen grundlegenden Mechanismen, namlich CDA40-Ligation als
Uberlebenssignal und Fas-Ligation als Todessignal, selektieren die T-Zellen digjenigen B-
Zellen mit den besten Antigenrezeptoren und toten autoreaktive oder erfolglose B-Zellen
(Janeway und Travers 1997; Rgjewsky 1996).
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Abbildung 1:

Entwicklungsstadien der B-Zdlreifung. Die Darstellung von Immunprofil und
Selektionsmechanismen erfolgte nach Choe et al. (1996) bzw. Nossal et a. (1994). slg:
Immunglobulin auf der Zelloberflache (surface 1g). clg: Immunglobulin im Cytoplasma.
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Abbildung 2:

Das Keimzentrum und die M echanismen der Selektion von B-Zellen im Keimzentrum
(Liu et al. 1997).

(A): Schematischer Aufbau eines Lymphfollikels mit Keimzentrum und umgebender T-
Zell-Zone (Janeway und Travers 1997). Die Pfeile zeigen den Weg der B-Zellen. Das
Keimzentrum erméglicht zwei wichtige immunologische Prozesse, die in der dunklen bzw.
hellen Zone des Keimzentrums stattfinden: die somatische Hypermutation (H) zur
Erhdhung der Variabilitdt der Antigen-Rezeptoren von B-Zellen, und die daran
anschlieffende positive Selektion (S) derjenigen B-Zellen mit den besten Rezeptoren.

(B): Eine B-Zelle, die wegen eines niedrig-affinen BCR kein Antigen binden kann, geht in
Apoptose.

(C): Eine B-Zele mit niedrig-affinen BCR kann aber auch tber CD40 Ligation
versehentliche, so genannte ,, bystander”-Hilfe von T-Zellen bekommen. Sie Gberlebt daher
zunéchst und wird spéter Uber Fas Ligation eliminiert.

(D): Eine B-Z€lle mit hoch-affinen BCR und gebundenem Antigen Uberlebt zunéchst ohne
jede Hilfe. Fur langeres Uberleben bendtigt jedoch auch sie CD40 Ligation (die dann auch
gleichzeitig zusammen mit Fas Ligation stattfinden kann, ohne dass Apoptose induziert
wird).
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2.2 Das Instrument der T-Zell-Kontrolle: Fas (CD95, APO-1)-
ver mittelte Apoptose

Die Fas-vermittelte Apoptose ist der wichtigste Kontrollmechanismus der T-Helfer-Zellen
zur Eliminierung von nicht mehr bendtigten, erfolglosen oder autoreaktiven B-Zellen
(Boise und Thompson 1996). Die grof3e Bedeutung der Fas-vermittelten Apoptose fir die
Homoostase im Immunsystem konnte an Patienten mit Defekten im Fas-Gen gezeigt
werden. Initial kommt es dabel zu einer massiven Anhaufung von Lymphozyten in der
Peripherie sowie zur Ausbildung von autoimmunen Erkrankungen (Nagata 1997).

Fas gehort zu den Todesrezeptoren der Zelle und ist ein Transmembranprotein mit einer
cysteinreichen extrazelluldren Doméne (Smith et al. 1994) und einer speziellen intra
zelluldren Todesdoméne (Nagata 1997). Das Todessignal wird durch die Bindung eines
Liganden (hier: FasL, CD95L) an Fas ausgel6st und Uber eine Kaskade von Caspasen
vermittelt und verstarkt (vgl. . Cagspasen sind Cystein-Proteasen, die Proteine
hinter bestimmten A spartat-Resten schneiden (Cystein-Aspasen).

Die Bindung von FasL-Trimeren an ebenfalls schon in trimerer Form vorliegende Fas-
Molekile fuhrt zu einer Vernetzung (clustering) von Fas, die auf noch unbekannte Weise
das eigentliche Todessignal initiiert (Chan et al. 2000; Siegel et al. 2000). Auf der
cytoplasmatischen Seite von Fas lagert sich jetzt das Adaptorprotein FADD (Fas-associated
protein with death domain) an die vernetzten Fas-Molekile (Chinnaiyan et al. 1995).
FADD wiederum bindet mehrere Moleklle der inaktiven Form von Caspase-8, die sich
durch gegenseitige Spaltung aktivieren (Muzio et a. 1998). Dann erfolgt die
kaskadenartige Aktivierung weiterer so genannter Effektor-Caspasen, die ihrerseits
schliefdlich eine Vielzahl von Substraten zerstoren, die fur die Aufrechterhaltung der
zelluldren Lebensféahigkeit wichtig sind. Darunter sind beispielsweise Bestandteile des
Cytoskeletts (Takahashi et al. 1996), negative Regulatoren der Apoptose wie Bcl-2 (Cheng
et a. 1997; Xue und Horvitz 1997) und auch DNA-Reparaturenzyme wie Poly-ADP
Ribose Polymerase (PARP).

Komplex wird das beschriebene System durch zusétzliche Regelungsmechanismen oder
einmindende alternative Apoptosewege, die etwa unter Beteiligung der Mitochondrien
ablaufen und zur Freisetzung von Cytochrom c fiihren. Dadurch werden Pro-Caspase-9 und
unmittelbar danach Pro-Caspase-3 aktiviert (Li et al. 1997). Die als Regelglieder
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fungierenden anti-apoptotischen Proteine der Bcl-2-Familie wie Bcl-2 und Bcl-xL
verhindern zum einen die Freisetzung von Cytochrom ¢ (Adams und Cory 1998; Kluck et
al. 1997), zum anderen binden sie an Caspasen und verhindern so deren Aktivierung (Reed
1997). Weiterhin wurde fur Bcl-2 gezeigt, dass es auch die von dem Proto-Oncogen c-myc
vermittelte Apoptose verhindert (Bissonnette et al. 1992), die beim Entzug zellul&rer
Wachstumsfaktoren ablauft und in engem Zusammenhang mit der Expression von Fas
steht (Hueber et a. 1997). Das Proto-Oncogen c-myc ist daneben auch ein
Transkriptionsfaktor des Tumorsuppressors p53 (Roy et a. 1994). Das Protein p53 kann
nach massiven Schadigungen der zelluldren DNA die Fas-vermittelte Apoptose
unterstiitzen, indem es Fas-Molekile an die Zelloberflache transportiert (Bennett et al.
1998) und die Z€elle somit empfénglich fir Fas-vermittelte Todessignale macht.

Seit einigen Jahren ist bekannt, dass Stérungen der Apoptose fur die Entstehung von
Autoimmunerkrankungen und malignen Tumoren von der gleichen Bedeutung sind wie
Stérungen der Zellproliferation. In beiden Fallen kommt es zu einer unbeabsichtigten
Akkumulation von Zellen (Thompson 1995).
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Abbildung 3:

Die Fas-Signalkaskade in vereinfachter Darstellung. Fas leitet das Signal Uber ein
Adaptorprotein (FADD) weiter an Pro-Caspase-8, die gespalten und damit aktiviert wird
und ihrerseits weitere Effektor-Caspasen aktiviert. Caspase-3 schliefdlich spaltet das
Substrat Poly-ADP Ribose Polymerase (PARP).
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3. DieMALT-Typ Lymphome und DLBL

3.1 Die Entstehungsvoraussetzung: Anlage von sekundarem
lymphatischen Gewebe (MALT)

Die Bezeichnung MALT-Typ Lymphom weist auf eine notwendige Voraussetzung fir die
Entstehung dieser Tumoren hin: die Anlage von sekunddarem mukosa-assoziiertem
lymphatischem Gewebe (mucosa-associated lymphoid tissue, MALT). Sekundéres MALT
entsteht erst im Rahmen einer chronischen Entziindung in endodermalen Organen, die von
sich aus kein lymphatisches Gewebe aufweisen (Miller-Hermelink et al. 1995). Die
AuslOser der zugrunde liegenden Entzindungsreaktion sind sehr vielfdltig. Dies kénnen
sowohl autoimmune Erkrankungen sein, wie das Sj6gren-Syndrom der Speicheldriise oder
die Hashimoto-Thyreoiditis, as auch Infektionen wie eine Helicobacter pylori-induzierte
Gastritis (Isaacson 1993). Dabei kann es wéhrend einer oftmals Jahre andauernden,
chronischen Entzindung zu einer malignen Entartung von B-Zellen des sekundéren

lymphatischen Gewebes kommen.

3.2 Die Tumor zellen und ihre Progression

Die malignen B-Zellen der MALT-Typ Lymphome entsprechen morphologisch und
immunologisch den Gedachtnis-B-Zellen (Harris et al. 1994). Die Tumoren breiten sich in
der Marginalzone eines Lymphfollikels aus (vgl. [Abbildung 2/A) und entwickeln sich in
der Regel ds MALT-Typ Lymphome, die im Rahmen einer Tumorprogression auch in
primér grof3zellige B-Zell-Lymphome (diffuse large B cell lymphoma, DLBL) trans-
formiert werden konnen (Chan et al. 1990). Diese Tumoren wurden friher als hoch-
maligne MALT-Typ Lymphome bezeichnet. Esist aber auch moglich, dass ein DLBL ohne
vorhergehendes MALT-Typ Lymphom durch eine de-novo-Transformation von B-Zellen
entsteht.
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3.3 Die Pathologie

MALT-Typ Lymphome wachsen zunéchst flachenhaft in der betroffenen Schleimhaut,
dabel bilden sie einen breiten Saum um die reaktiven Lymphfollikel mit den Keimzentren.
Ein wichtiger Hinweis auf Malignitét ist das invasive und destruktive Wachstum der
Lymphomzellen: es kommt zu lymphoepithelialen Lasionen, die durch eine Infiltration und
Zerstérung des Drisenkorpers charakterisiert sind. Im Verlauf der Lymphomprogression
dringt der Tumor auch in die Lymphfollikel mit den Keimzentren ein und es kommt zur
follikuléaren Kolonisierung (Isaacson et al. 1991). Das MALT-Typ Lymphom ist in
charakteristischer Weise mit reaktiven Lymphfollikeln vergesellschaftet, sowohl bel seiner
Ausbreitung in der Schleimhaut, als auch bei seinem Eindringen in tiefere Wandschichten.
Eine charakteristische genetische Aberration der MALT-Typ Lymphome ist die chromo-
somale Trandokation t(11;18)(g21;921), die in etwa 50 % der Falle auftritt (Ott et al.
1997).

DLBL dagegen sind oft schon makroskopisch als knotige, umgrenzte und zentral ulzerierte
Tumoren sichtbar, die selten lymphoepitheliale L&sionen aufweisen. Sie werden auch nicht
von reaktiven Lymphfollikeln, sondern von einem Infiltrat aus Makrophagen, T-Zellen und

anderen Entziindungszellen begleitet.

3.4 Der Einflussvon Antigen- und T-Zell-Stimulation auf die
malignen B-Zellen

Die MALT-Typ Lymphome des Magens stellen die haufigste und bislang am besten
untersuchte Gruppe der MALT-Typ Lymphome dar. An ihnen lassen sich die beiden
Phdnomene Antigen- und T-Zell-Einfluss, die mit grof3er Wahrscheinlichkeit im
Zusammenhang mit der Lymphomgenese stehen, besonders gut studieren. Die bei MALT-
Typ Lymphomen stets vorhandenen reaktiven Lymphfollikel waren ein erster Hinwels
darauf, dass Antigen fur die Proliferation der malignen B-Zellen von Bedeutung sein
konnte. Frihere Studien untersuchten daher die Spezifitdt der Antigenrezeptoren der
Lymphomzellen im Hinblick auf bakterielle Antigene (wie etwa von Helicobacter pylori).

Uberraschenderweise stellte sich heraus, dass die malignen B-Zellen gastraler MALT-Typ
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Lymphome nicht auf Antigene von Helicobacter pylori reagierten. Vielmehr zeigten sie
eine Spezifitdt fur sehr verschiedene Autoantigene (Greiner et al. 1998). In funktionellen
Experimenten wurde mit Hilfe eines antiidiotypischen Antikorpers eine Antigenbindung an
malignen B-Zellen eines gastralen MALT-Typ Lymphoms in vitro simuliert; dabei
reagierten die Lymphomzellen mit einer deutlichen Wachstumssteigerung (Greiner et al.
1994a; Hussell et al. 1993). Somit konnte der positive Einfluss einer Antigenbindung fur
die Entwicklung von MALT-Typ Lymphomen belegt werden. Der Einfluss von Antigen
hat sich darUber hinaus auch in dem genetischen Mutationsmuster der Immunglobulingene
von Tumorzellen niedergeschlagen: es konnte gezeigt werden, dass die malignen B-Zellen
oder ihre Vorlaufer im Rahmen einer somatischen Hypermutation durch Antigen selektiert
wurden (Qin et a. 1995) und dass dieser Prozess sogar im Tumor noch andauert (Qin et al.
1997).

Mit Hilfe eines antiidiotypischen Antikérpers wurde auch nach Vorléuferlasionen des
Lymphoms gesucht. Interessanterweise fanden sich Lymphozyten, die mit diesem
Antikorper reagierten, ausschliefdlich in der Magenschleimhaut von Patienten mit
Helicobacter pylori-assoziierter Gastritis, nicht aber in der gesunden oder entziindeten
Schleimhaut des Magens von Patienten, die frel von Helicobacter pylori waren (Greiner et
al. 1994a). Dies bedeutet, dass eine Infektion mit Helicobacter pylori nicht nur die
Entstehungsvoraussetzung fir gastrale MALT-Typ Lymphome ist, sondern dartiber hinaus
fur eine kontinuierliche Wachstumsstimulation der malignen B-Zellen sorgt. Antigene von
Helicobacter pylori werden von den malignen B-Zellen nicht erkannt, wohl aber von den
reaktiven tumor-infiltrierenden T-Zellen. Es wurde gezeigt, dass Helicobacter pylori-
spezifische T-Zellen eine Art Uberlebenshilfe fiir die Lymphomzellen leisten (Hussell et al.
1996). Dies geht offensichtlich so weit, dass ein durch die Eradikation von Helico-bacter
pylori bewirktes Verschwinden dieser T-Zellen sogar zur Regression von gastralen MALT-
Typ Lymphomen fuhrt (Bayerdorffer et al. 1995; Fischbach et a. 1997; Wother-spoon et
al. 1993). Neuere Arbeiten haben die fir den Tumor |ebenswichtige Bedeutung der T-
Zellen noch deutlicher gemacht. Es wurde gezeigt, dass die malignen B-Zellen fur ihr
Uberleben in vitro mehrere wichtige T-Zell-vermittelte Signale wie CD40-Ligation und
bestimmte Cytokine vom Th2-Typ benétigen (Greiner et al. 1997) und dass genau diese
Signale auch in vivo von tumor-infiltrierenden T-Zellen bereitgestellt werden (Knorr et al.
1999).
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3.5 Das Paradoxon der MALT-Typ Lymphomgenese

Zusammenfassend ergibt sich aso bei MALT-Typ Lymphomen das komplexe Bild einer
Wechselwirkung von tumor-infiltrierenden T-Zellen mit meist autoreaktiven malignen B-
Zéllen, die Uberraschenderweise in Tumorforderung resultiert. Es ist unklar, warum die
autoreaktiven Vorlaufer der MALT-Typ Lymphomzellen den negativen Selektions-

mechanismen der T-Zdllen entkommen konnten.

4. Die Aufgabenstellung

Diese Arbeit sollte sowohl tumor-infiltrierende T-Zellen als auch maligne B-Zellen der
MALT-Typ Lymphome naher charakterisieren. Der gedankliche Hintergrund des experi-

mentellen Ansatzes kann mit den folgenden Fragen umschrieben werden:

 Sind die tumor-infiltrierenden T-Zellen durch Antigen aktiviert und erkennen sie
tumor-assoziierte Antigene?
Zun&chst wurde im gesamten Repertoire tumor-infiltrierender T-Zellen verschiedener
Patienten mit MALT-Typ Lymphomen nach klonalen Expansionen gesucht, um Hinweise
auf eine mogliche Antigenstimulation dieser T-Zellen zu erhalten. Bei tumor-infiltrie-
renden T-Zellen aus zwei MALT-Typ Lymphomen unterschiedlicher Lokalisation und
Vorlaufererkrankung wurde der antigenbindende Bereich des T-Zell-Rezeptors kloniert
und sequenziert, um Rickschlisse auf die Art der stimulierenden Antigene ziehen zu
konnen. Mit dieser Untersuchung sollte auch geklart werden, ob die T-Zellen tumor-
assoziierte Antigene erkennen kdnnen, was die Voraussetzung fur eine mogliche Tumor-

abwehr wére.

* Wie verhdten sich maligne B-Zellen aus MALT-Typ Lymphomen gegenlber
aktivierten T-Zellen? Sind sie sowohl fur T-Zell-Hilfe as auch fur T-Zell-Kontrolle

empfanglich, oder entziehen sie sich durch Apoptose-Resistenz der T-Zell-Kontrolle?
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Hier wurde ein in vitro T/B-Zell-Kokultur-Ansatz entwickelt, der erstmals eine
funktionelle Untersuchung des Einflusses von aktivierten T-Zellen auf maligne bzw.
normale B-Zellen ermdglichte. Im Einzelnen wurde dabei der Einfluss auf das Uberleben,
die Fas-Expression, sowie die Expression einzelner apoptose-relevanter Gene bel malignen
und normalen B-Zellen bestimmt. Nachdem maligne B-Zellen aus einigen MALT-Typ
Lymphomen Resistenz gegentber der T-Zell-induzierten, Fas-vermittelten Apoptose
zeigten, wurde nach den Ursachen dieses Phdnomens gesucht. Dabel stand die Frage nach
der Funktionsfahigkeit des Fas-Molekills und seiner Signalkaskade in den apoptose-

resistenten malignen B-Zellen im Vordergrund.



18 Material und Methoden

[I. Material und Methoden

1. Material

1.1 Unter suchte Lymphome

In dieser Arbeit wurden 17 Patienten im Alter von 31 bis 74 Jahren untersucht (vgl.
). Bel zehn Patienten lag ein MALT-Typ Lymphom unterschiedlicher Loka-lisation vor,
bei sieben Patienten ein primér grol3zelliges B-Zell-Lymphom des Magens (diffuse large B
cell lymphoma, DLBL). Die Diagnose erfolgte im Pathologischen Institut der Universitét
Wirzburg anhand konventioneller Morphologie und Immunhistologie an Gefrier- und
Paraffinschnitten gemél? der REAL-Klassifikation (Harris et al. 1994) bzw. der WHO-
Klassifikation (Harris et a. 2000).

Ein Tell des nativen Tumorgewebes wurde nach der operativen Entfernung zugeschnitten
und blockweise in flussigem Stickstoff tiefgefroren. Diese Gefrierblcke waren das Aus-
gangsmaterial fur die Untersuchung tumor-infiltrierender T-Zellen.

Aus dem anderen Tell des nativen Tumorgewebes wurden Lymphozyten isoliert. Zunéachst
wurden kleingeschnittene Stiicke des Gewebes durch sterile Gazenetze (Maschenweite
100 pum) in eine Petrischale mit Zellkulturmedium RPMI11640 (Linaris, Bettingen/Main)
gedriickt. Aus dieser Zellsuspension wurde die Lymphozytenfraktion durch eine Ficoll-
Gradientenzentrifugation isoliert, in PBS gewaschen und ebenfalls in flissigem Stickstoff
tiefgefroren. Aus den Lymphozyten wurden spédter die malignen B-Zellen spezifisch

isoliert.



Material und Methoden

19

Tabedle 1:
Untersuchte Patienten

Nr Patient Diagnose / Stadium* Lokalisation Geschlecht | Alter
des Tumors
1 4579/94 | MALT-Lymphom/ -- Speicheldriise W 66
2 10623/95 |MALT-Lymphom/ -- Speicheldriise W 61
3 | H3302/88 |MALT-Lymphom/ -- Lunge - ° --
4 | HA4145/91 |MALT-Lymphom/ -- Lunge -- --
5 | H 70593 |MALT-Lymphom/E| 1 Magen M 66
6 | H4364/94 |[MALT-Lymphom/E| 2 Magen M 59
7 | H1851/95 [MALT-Lymphom/ -- Schilddriise M 70
8 | H4236/95 |MALT-Lymphom/E| 1 Magen M 74
9 | H5690/95 |MALT-Lymphom/EIl1 Magen M 53
10 | H6006/95 |MALT-Lymphom/ -- Magen W 69
11 | 22903/96 |DLBL/EII1 Magen W 46
12 | H4365/94 |DLBL/EI2 Magen M 31
13 | H5030/94 |DLBL/EI1 Magen W 55
14 | H1479/95 |DLBL/EII1 Magen M 74
15 | H4590/96 |DLBL /EIII Magen M 64
16 | H5503/96 |DLBL/EII1 Magen M 32
17 | H4487/97 |DLBL/ -- Magen M --

! Stadium nach Musshoff, modifiziert von Radaszkiewicz et al. (1992)

2 keine Daten vorhanden
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1.2 Diewichtigsten Puffer und L 6sungen

Speziellere Puffer, Lésungen, sowie Antikorper und alle tbrigen hier nicht aufgefihrten
Reagenzien und ggf. deren Bezugsguellen sind bei der Beschreibung der jeweiligen

Experimente im Text angegeben.

Ampicillin:
* 50 mg/ml in Wasser

Ethidiumbromid:
o 40 mg/ml in Wasser (davon 40 pl fir 2000 ml Laufpuffer 0,5 x TBE)

FACS-Puffer:

« PBS

* 0,01 % Natriumazid

e 10 % fetales Kélberserum (wurde unmittelbar vor Gebrauch zugegeben)

GET:

* 50 mM Glucose

e 10mM EDTA

e 25mM Tris-HCI, pH 8,0

Ladepuffer (nativ) fir Agarose-Gelel ektrophorese (in TE):
* 0,05 % Bromphenolblau

e 0,05 % Xylencyanol
* 10 % Glycerin
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Laemmli-Probenpuffer (Laemmli 1970):
e 60mM Tris, pH 6,8

e 2%SDS

e 100 mM DTT oder Mercaptoethanol
e 10 % Glycerin

* 0,01% Bromphenolblau (wurde erst kurz vor dem Auftragen der Probe auf das

Polyacrylamidgel zugegeben)

Laufpuffer (0,5 x TBE) fur Agarose-Gelelektrophorese:
e« 50mM Tris

 1mM EDTA,

 25mM Borat

Laufpuffer (5x) fur PAGE:
e 1519 Trisbase

* 94,0gGlycin

« 50 ml SDS (10 %)

e ad 1000 ml mit Wasser

LB-Agar mit Ampicillin
* 10gNaCl

* 10g Trypton

* 5gHefe-Extrakt

e 20gAgar

» ad 1000 ml mit Wasser

* Einstellen auf pH 7,0 mit 5 N NaOH

 Nach dem Autoklavieren auf 55°C abkihlen lassen, dann 5ml sterilfiltriertes

Ampicillin (10 mg/ml) zugeben.

LB-Medium mit Ampicillin:

* entspricht LB-Agar unter Weglassung des Agars.
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Lysis-Puffer fur die Plasmidisolierung (Miniprép):

« 0,2M NaOH
* 1%SDS

Low TE:
e 10mM Tris-HCI, pH 7,5
e 0,1mM EDTA

NZY -Medium:

e 10 gNZ-Amin (Casein-Hydrolysat)
e 5gHefe-Extrakt

« 5gNaCl

» ad 1000 ml mit Wasser

* Nach dem Autoklavieren Zugabe von 12,5 ml MgCl, (1,0 M) und 12,5ml MgSO,
(1,0 M) und 20 ml einer 20%-igen Glucosel 6sung, anschlief3end sterilfiltrieren.

PBS (phosphate buffered saline, pH 7.5):
« 1,159 NaHPO,

« 0,29KH.PO,

. 02gKCl

« 8gNaCl

* ad 1000 ml mit Wasser

e 10mM Tris-HCI, pH 7,5
e 1mM EDTA
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Transferpuffer fir semi-dry Transfer:
e 48 mM Trisbase

* 39mM Glycin

* 0,037 % SDS

* 20 % Methanol

Trypanblau:
* 5¢/l Trypanblau

* 9¢g/l NaCl in Wasser

X-Gal:
* 1mg X-Gal in 50 pl Dimethylformamid

1.3 Oligonukleotide

Tabdle2:
Verwendete Primer fur die RT-PCR

Bezeichnung Sequenz (5" - 3) Tm (°C)
GAPDH-For GTGGAAGGACTCATGACCACAGTC 70
GAPD-Rev CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC 78
Cp* GGTGTGGGAGAATTCTGCTTCTGA 72
VB1? CCGCACAACAGTTCCCTGACTTGC 76
Vp2? GGCCACATACGAGCAAGGCGTCGA 78
VB3?! CGCTTCTCCCGGATTCTGGAGTCC 78
vpal TTCCCATCAGCCGCCCAAACCTAA 74
VB5?! AGCTCTGAGCTGAATGTGAACGCC 74
VB6*! TCTCAGGTGTGATCCAAATTCGGG 72
VpB7*? CCTGAATGCCCCAACAGCTCTCTC 76
Vpg?! CCATGATGCGGGGACTGGAGTTGC 78
VB9?! TTCCCTGGAGCTTGGTGACTCTGC 76
Vp10* CCACGGAGTCAGGGGACACAGCAC 80
vp12?! TGTCACCAGACTGGGAACCACCAC 76
vp13*! CACTGCGGTGTACCCAGGATATGA 74
Vp141! GGGCTCGGCTTAAGGCAGACCTAC 78
Vp15* CAGGCACAGGCTAAATTCTCCCTG 74
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VB16* GCCTGCAGAACTGGAGGATTCTGG 74
Vp17*! CTGCTGAATTTCCCAAAGAGGGCC 78
Vpi18*! TGCCCCAGAATCTCTCAGCCTCCA 76
VB19*! TCCTCTCACTGTGACATCGGCCCA 76
VB20*! TCTCAATGCCCCAAGAACGCACCC 76
vp211! TCCAACCTGCAAGGCTTGACGACT 74
vp22*! AAGTGATCTTGCGCTGTGTCCCCA 74
Vp23*! GCAGGGTCCAGGTCAGGACCCCCA 82
Vp241! CCCAGTTTGGAAAGCCAGTGACCC 76
FasL-For GTAGTGTTCCTCTGTGTCCGG 66
FasL-Rev CCAGTTAGAACGTTGTTGGAC 62
CD95-I-For” ATGCTGGGCATCTGGACCCT 64
CD95-111-Rev® TCTAGACCAAGCTTTGGATTTC 62
CD95-GR19-For’ | AACATGCAGAAAGCACAGAAA 58
CD95-GR46-Rev® | CATTGACACCATTCTTTCGAA 58

L (Geneveeet al. 1992)
2 (Fiucci und Ruberti 1994)
3 (Cascino et al. 1996)

1.4 GrolRenstandar ds

Als DNA-Grolenstandard fur die Agarose-Gelelektrophorese wurde ein 123-bp-Marker
verwendet (GIBCO, Eggenstein).
Der Protein-Groflenstandard fur die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese war der

»ranbow marker” (Amersham, Freiburg). Die farbigen Banden hatten folgende Grofen:

250 kD: blau
160 kD: rot
105 kD: grin
75 kD: gelb
50 kD: violett
35kD: blau
30 kD: orange
25KkD: grun
15kD: blau
10 kD: rot
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1.5 Arbeitsger ate

» Elektrophoresekammern GNA100 und GNA 200 (Amersham, Freiburg)
* Netzgerat EPS200 und GPS200/400 (Amersham, Freiburg)

» Blotapparatur fur ,,semi-dry* Transfer (Amersham, Freiburg)

* PCR-Maschine GeneAmp 2400 (Perkin Elmer, Weiterstadt)

o Zentrifugen Eppendorf (Hamburg) und Heraeus (Hanau)

* FACScan mit Software LY SIS 1l (Beckton Dickinson, Heidelberg)

* Videodokumentation fir Agarose-Gelelektrophorese (MWG, Ebersberg)
* Mikroskop (Zeiss, Jena)
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2. Methoden

2.1 Methoden zur Untersuchung tumor-infiltrierender T-Zellen

2.1.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus tiefgefrorenem Tumor gewebe

Gesamt-RNA wurde aus 30 etwa 10 um dicken Schnitten tiefgefrorenen Tumorgewebes
isoliert. Das Schneiden des gefrorenen Gewebes erfolgte im Kryostaten bei —20 °C und die
Schnitte wurden in einem vorgekihlten Reaktionsgefé? aufgenommen. Bei Raum-
temperatur wurden dann 800 pl TRIZOL (GIBCO, Eggenstein) zugegeben. Um den
Zellverband auch mechanisch aufzubrechen und die genomische DNA zu scheren, wurde
das Gewebe durch drel Injektionsspritzen mit zunehmend kleineren Kanilen und zuletzt
durch eine Insulinspritze gezogen. Nach Zugabe von 0,5 pl Glykogen (20 mg/ml) erfolgte
eine Inkubation fur 5Minuten bei Raumtemperatur. Dann wurden 160 pl Chloroform
zugegeben, 15 Sekunden gevortext und schliefdlich 3 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Dann wurde bei 10000 x g und 4 °C fur 15 Minuten zentrifugiert und die obere,
wassrige, RNA-haltige Phase in ein frisches Reaktionsgefald tberfuhrt. Die Fallung der
Gesamt-RNA erfolgte nach Zugabe von 400 pl Isopropanol fir 10 Minuten bel
Raumtemperatur. Schliefdlich wurde bel 10000 x g und 4° C fir 10 Minuten zentrifugiert,
der RNA-Niederschlag mit 75 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 30 pl Wasser
aufgenommen, das mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt worden war, um eventuell
vorhandene RNAsen zu inaktivieren. Die RNA wurde fur 10 Minuten bei 65 °C gel6st und
dann bei —80 °C aufbewahrt.

2.1.2 cDNA-Synthese

Fur die cDNA-Synthese wurden 5l (ca. 1 pug) der isolierten Gesamt-RNA eingesetzt.
Nach Zugabe von 2 pl oligo dTis - Primer (1 pg/ul) wurde der Ansatz fir 10 Minuten bei
65 °C inkubiert und auf Eis abgekuhit.

Dann wurden folgende Komponenten zugegeben:

* 5,2yl DEPC-behandeltes Wasser
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o 50ul 5x,first strand buffer* (Amersham, Freiburg) mit 250 mM TrisHCI (pH 8,3),
375 mM KCI, 15 mM MgCl,

e 25 DTT(0,1M)

e 25ul dNTP (10 mM)

0,8l RNASin (40 U/ul)

 1,0u M-MLV Reverse Transkriptase (200 U/ul, Amersham, Freiburg)

Der Ansatz wurde zunéchst fur 70 Minuten bei 37 °C, dann fir 4 Minuten bei 98 °C
inkubiert, um die Reverse Transkriptase zu inaktivieren, und schliefdlich auf Eis abgekuhit.
Die cDNA wurde bei -20 °C aufbewahrt.

2.1.3 GAPDH-PCR

Um zu kontrollieren, ob die cDNA-Synthese erfolgreich verlaufen ist, wurde zunéchst eine
Test-PCR durchgefiihrt. Dabel wurde die cDNA des Gens fur Glycerinal dehyd-3phosphat-
dehydrogenase (GAPDH) amplifiziert. Dieses Gen wird normaerweise in alen Zellen
stark exprimiert.

Es wurde folgender Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 25 pl pipettiert:

e 19,9l Wasser

* 1,0pul cDNA (vgl. Punkt 2.1.2)

o 2,5l 10 x PCR-Puffer (Amersham, Freiburg) mit 15 mM MgCl,

* O5uldNTP (10 mM)

e 0,5l Primer GAPDH-For (10 pmol, vgl [Tabelle 2)

e 0,5l Primer GAPDH-Rev (10 pmoal, vgl

e 0,1 pl Tag DNA Polymerase (5 U/ul, Amersham, Freiburg)

Fur die Reaktion wurde das GeneAmp PCR System 2400 (Perkin EImer, Weiterstadt) mit
folgendem Programm verwendet:

» Denaturierung: 94 °C, 60 Sekunden

25 Zyklen mit

» Denaturierung: 94 °C, 30 Sekunden

* Primer-annealing: 60 °C, 30 Sekunden
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* Polymerisation: 72 °C, 45 Sekunden
» Abschlief3ende Polymerisation: 72 °C, 7 Minuten

2.1.4 Agar ose-Gelelektrophorese

Vom PCR-Ansatz wurden 10 pl mit 1 pl Gelladepuffer vermischt und auf ein Agarosegel
(2%) aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bel 100-130V in 0,5x TBE, das mit 15 pl
Ethidiumbromid (40 mg/ml) pro 1000 ml versetzt worden war. Anschlief3end wurde das
Gel unter UV-Licht fotografiert.

2.1.5 T-Zel-Rezeptor (TCR) VB-familienspezifische RT-PCR

Zur Charakterisierung der tumor-infiltrierenden T-Zellen wurde die Expression der 3-Kette
des TCR untersucht. In 23 parallelen PCR-Reaktionen wurde jewells der Primer fur die
konstante Region der -Kette (C3-Region, vgl. mit einem Primer fir eine
von 23 Familien von variablen Regionen kombiniert (V31-10 bzw. V[312-14) (Genevee et
a. 1992). Der Primer V311 lieferte in keinem der bisher in der Arbeitsgruppe untersuchten
Félle ein Resultat (W. Haedicke, pers. Mitteil.) und wurde daher nicht verwendet. Um eine
automatische Genescan-Langenanalyse der PCR-Produkte zu ermdglichen, war der Primer
CB mit den Fuoreszenzfarbstoffen ABI-FAM bzw. ABI-HEX (Applied Biosystems,
Weliterstadt) markiert.

Es wurde folgender Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 25 pl pipettiert:

19,9 pl Wasser

 1,0pul cDNA (vgl. Punkt 2.1.2)

o 2,5l 10 x PCR-Puffer (Amersham, Freiburg) mit 15 mM MgCl,

e 05pl dNTP (10 mM)

« 0,5pl Primer CB (1 pmol, vgl. Tabelle J)

e 0,5l Primer VBx (1 pmal, vgl

* 0,1l Tag DNA Polymerase (5 U/ul, Amersham, Freiburg)
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Fur die Reaktion wurde das GeneAmp PCR System 2400 (Perkin EImer, Weiterstadt) mit
folgendem Programm verwendet:

» Denaturierung: 94 °C, 60 Sekunden

35 Zyklen mit

» Denaturierung: 94 °C, 45 Sekunden

* Primer-annealing: 60 °C, 45 Sekunden

* Polymerisation: 72 °C, 90 Sekunden

» Abschlief3ende Polymerisation: 72 °C, 10 Minuten

CB-Primer

Antigenbindungsstelle (CDR?3)

Transkript der
V38 B-Kette des TCR

—
V[ 8-Primer

Abbildung 4:

Beispiel fur eine T-Zell-Rezeptor VB-familienspezifische RT-PCR. Dargestellt ist die
Kombination des fluoreszenzmarkierten (hex) Cp-Primers mit dem V[(38-familien-
spezifischen Primer.
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2.1.6 TCR-Analysen

Jede T-Zelle exprimiert nur eine V3-Kette in ihrem Antigenrezeptor. Aufgrund dieser
Spezifitét ist es moglich, die Expression der verschiedenen V[3-Ketten (V[3-Diversitét) in
einem Patienten zu untersuchen und damit dessen gesamtes T-Zell-Repertoire zu
charakterisieren. Daneben gibt es in jeder einzelnen V[3-Kette Langenvariationen, die aus
genetischen Rearrangements in der Antigenbindungsstelle (CDRS3) resultieren. Die Unter-
suchung dieser Langenvariationen erlaubt Riuckschliisse auf die klonale Zusammensetzung
der T-Zelen. Im normalen, unstimulierten T-Zell-Repertoire einer gesunden Person gab es
fur jede V[B-Familie 6 bis 8 Langenvarianten, die eine anndhernde Gaul¥ sche-Normal-
verteilung bildeten, d. h. V[3-Transkripte, deren CDR3 eine mittlere Lange besal3, wurden
am haufigsten exprimiert (vgl.[Abbildung 5). Die Langenvarianten unterschieden sich stets
um ein Vielfaches von 3 Nukleotiden, da das genetische Rearrangement im Leseraster der
Proteinbiosynthese erfolgt (in-frame rearrangement). Abweichungen von der Gaul3 schen-
Verteilung, wie etwa eine starke Uberreprasentation einer einzelnen Langenvariante wurde
gemal der Literatur als antigen-induzierte Expansion eines einzigen T-Zell-Klons
(Monoklonalitét) oder weniger T-Zell-Klone (Oligoklonalitét) interpretiert (Pannetier et al.
1993).

Zur Bestimmung der Langenvariabilitdt der Transkripte der V[(3-Ketten wurden die PCR-
Produkte zusammen mit einem fluoreszenzmarkierten GrofRenstandard (ABI Rox-2500,
Applied Biosystems, Welterstadt) auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen und im
Sequenzierautomaten ABI 373A (Applied Biosystems, Weiterstadt) gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Die Langenvariabilitée und relative Expressionsintensitét innerhalb der
einzelnen VB-Familien wurde mit Hilfe der Genescan Software Version 1.2.2 (Applied
Biosystems, Welterstadt) ausgewertet. Dabel wurde jede Langenvariante als distinkter Peak

dargestellt, der umso hoher war, je mehr PCR-Produkte dieser Lange vorhanden waren.
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Fluoreszenz-Intensitat

(Expressionsstarke)
A
A L ) CDRB—Léngeder
Transkripte
v Yo
A VB2
v |
1 H E H H cors

Abbildung 5:

Die CDR3-Langenverteilung von VB-Transkripten des TCR von T-Zellen ener
gesunden Kontrollperson ist eine annadhernde Gauld¥'sche Normalverteillung. Die
Transkripte mit mittlerer CDR3-Lange werden am haufigsten exprimiert. Im hier dar-
gestellten  Elektrophoreseprofil  fluoreszenzmarkierter V[2-Transkripte haben alle
Transkripte eines Peaks die gleiche Lange. Von links nach rechts nimmt die Lange der
Transkripte ausschliefdich in der CDR3 zu; die variable (V[3) und konstante Region (C[3)
des TCR bleiben unverandert.



32 Material und Methoden

2.1.7 Klonierung und Sequenzierung der CDR3-Region des TCR

In den Fallen H1851/95 und H6006/95 erfolgte die Klonierung von PCR-Produkten der
V[32-Familie des TCR unter Verwendung des ,, PCR-Script Amp Cloning Kit* (Stratagene,
Amsterdam, Niederlande). Zunachst wurden vier parallele PCR-Reaktionen durchgefihrt,

um geniigend Ausgangsmaterial zu erhalten.

Aufreinigung des PCR-Produkts:

Die Schar der PCR-Produkte wurde auf einem Agarosegel (1 %) aufgetrennt und unter
UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten. Die DNA wurde mit Hilfe von ,, GenElute minus
EtBr spin columns® (Supelco, Bellefonte, USA) aus dem Gel eluiert und von Ethidium-
bromid befreit. Dazu wurde das ausgeschnittene Gelstickchen bel 12000x g fir
10 Minuten durch die Saule zentrifugiert. Aus diesem Eluat wurde die DNA durch Zugabe
von 1/10 Volumen 5 M Ammoniumacetat und 2 Volumen Ethanol (100 %) fur 10 Minuten
bei -20 °C gefallt und schliefflich in 10 pl Low TE aufgenommen.

V orbereitung des PCR-Produkts fir die Ligation mit dem V ektor:

Da ene Bluntend-Klonierung durchgefiihrt wurde, mussten Uberstehende Einzel-
strangenden des PCR-Produkts vor der Ligation mit dem Klonierungsvektor abgebaut
werden (polishing). Dazu wurde folgende Reaktion pipettiert:

e 10,0 ul aufgereinigtes PCR-Produkt

e 1,0 dNTP (10 mM)

e 1,3l 10 x Polishing Puffer (Stratagene, Amsterdam)

e 1,0 ul PfuDNA Polymerase (0,5 U)

Dann erfolgte eine Inkubation fir 30 Minuten bei 72 °C in der PCR-Maschine

Ligation mit dem Klonierungsvektor:

Um die Re-Ligation des leeren Vektors mit sich selbst weitgehend auszuschalten, erfolgte
die Zugabe des Restriktionsenzyms Srf | zum Ligationsansatz.

Die Ligations-Reaktion wurde in dieser Reihenfolge pipettiert:

e 1,0 yl Klonierungsvektor pPCR-Script Amp SK(+) (10 ng/ul, Stratagene, Amsterdam)
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e 1,0l 10 x PCR-Script Reaktions-Puffer (Stratagene, Amsterdam)

« 0,5u ATP (10 mM)

o 55 pl PCR-Produkt aus der Polishing-Reaktion

e 10 SfI(5U/)

e 1,0ul T4 DNA-Ligase (4 U/ul)

Dieser Ansatz wurde fUr 1 Stunde bei Raumtemperatur, dann noch fur 10 Minuten bel
65 °C inkubiert und auf Eis gestellt.

Transformation:

Der Klonierungsvektor wurde mit Hilfe der Hitzepuls-Methode in kompetente Zellen von
Escherichia coli eingebracht. Die kompetenten Zellen , XL 10-Gold Kan ultracompetent
cells’ (Stratagene, Amsterdam) wurden auf Eis aufgetaut. Fur jede Reaktion wurden 40 pl
Zellsuspension mit 1,6 yul ,XL 10-Gold B-Mercaptoethanol” (Stratagene, Amsterdam)
gemischt und fur 10 Minuten auf Eis inkubiert, wobei der Ansatz alle 2 Minuten vorsichtig
geschittelt wurde. Dann wurde die gesamte Ligations-Reaktion zugegeben, vorsichtig
gemischt und fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Jetzt wurden die Reaktionsgefélie fir genau
30 Sekunden in ein Wasserbad mit 42 °C getaucht (Hitzepuls) und anschlief3end sofort mit
450 pl vorgewarmtem NZY-Medium vermischt und fir 1 Stunde bel 37 °C auf dem
Schittler bei 250 rpm inkubiert. Danach wurden von jedem Ansatz 50 ul, 100 ul, 150
und 200 ul auf LB-Agarplatten aufgebracht, die Ampicillin und 100 ul X-Ga (2 %)
enthielten, und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Ampicillin sorgte dafr, dass nur Bakterien
wuchsen, die den Klonierungsvektor aufgenommen hatten und X-Gal ermdglichte die blau-
weil3 Selektion. Hierbel bildeten die Bakterien, die einen Klonierungsvektor mit ligiertem
PCR-Produkt enthielten, keine [-Galactosidase, konnten somit das Substrat X-Gal
enzymatisch nicht umsetzen und blieben dadurch weil3, wéhrend Bakterien mit einem
leeren Klonierungsvektor die 3-Galactosidase weiter produzierten und X-Gal zu einem
blauen Farbstoff umsetzten. Auf die Induktion des (-Galactosidase-Promotors mit
Isopropylthiogalactosid (IPTG) wurde verzichtet, da der Promotor eine ausreichende kon-

stitutive Aktivitat aufwies.
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Isolierung des klonierten PCR-Produkts (Miniprdp):

Wei3e Bakterienkolonien waren der Ausgangspunkt fur Flussigkulturen, zur Isolierung des
Klonierungsvektors und zum Ausschneiden des ligierten PCR-Produkts. Damit konnte die
relativ grobe blau-weil3 Selektion verifiziert werden, die in diesem Fall ca. 40-60 % falsch-
positive Ergebnisse (weil3e Bakterienkolonien ohne kloniertes PCR-Produkt) lieferte. Die
weil3en Bakterienkolonien wurden mit Hilfe steriler Zahnstocher in ein Reagenzglas mit
3 ml LB-Flissigmedium und Ampicillin Ubertragen. Die Flussigkultur wurde Uber Nacht
bei 37 °C unter Schitteln inkubiert. Am néchsten Tag wurden 1,5 ml dieser Flissigkultur
in ein ReaktionsgefalR gegeben und fir 5 Minuten bei 10000 x g zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde verworfen und der Niederschlag in 100 pl GET resuspendiert und kraftig
gemischt. Es wurden dann 200 ul frisch angesetzter Lysis-Puffer zugegeben, gut gemischt
und for 5Minuten auf Eis inkubiert. Zur Falung und Abtrennung der hochmolekularen
Bakterien-DNA wurden 150 pl eiskaltes 3 M Kalium-Acetat (pH 4,8) zugegeben, gemischt
und wieder fur 5Minuten auf Eis inkubiert. Es schloss sich eine Zentrifugation fir
10 Minuten bei 15800 x g an. Das Plasmid befand sich im Uberstand, der in €in neues
Reaktionsgefald Uberfuhrt und mit dem zweifachen Volumen an Ethanol (100 %) versetzt
wurde. Nach einer Inkubation fir 10 Minuten bei Raumtemperatur wurde die ausgeféllte
Plasmid-DNA durch Zentrifugation fur 10 Minuten bei 15800 x g ausgeféllt. Der
Niederschlag wurde getrocknet und in 40 pl Low TE gel6st.

Im anschlieffenden Kontrollverdau wurde das klonierte Fragment mit Hilfe zweier
Restriktionsenzyme aus dem Plasmidvektor ausgeschnitten. Es wurde folgender Ansatz

pipettiert:

3,0 ul DNA (aus 40 pl der Plasmidisolierung)
0,1 ul Not I (10 U/pl)
e 0,1plPstl(20U/pul)
e 1,0l 10x Puffer H (Boehringer, Mannheim)

e 58 ul Wasser

Der Ansatz wurde fur 30 Minuten bel 37 °C im Wasserbad inkubiert, dann auf ein
Agarosegel (2 %) aufgetragen und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Fur die nachfolgende
Sequenzierungsreaktion wurden die Ansdtze ausgewdhlt, die das klonierte Fragment

enthielten.
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Sequenzierungsreaktion:

Die DNA-Sequenzierung erfolgte mit dem ,ABI PRISM Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit* (Applied Biosystems, Waelterstadt) nach der Ketten-
abbruch-Methode (Sanger et al. 1977). Der Kit enthielt fluoreszenzmarkierte Didesoxy-
Nukleotide, ANTP und die AmpliTag DNA Polymerase FS.

Es wurde folgender Ansatz pipettiert:
e 6,0 ul Terminator Premix
e 2,5l DNA aus der Plasmidisolierung (mindestens 500 ng)
e 1,0 pl Sequenzier-Primer (3,2 pmol/ul) T3 bzw. M13 Universal
e ad 20,0 pl mit Wasser
Die eigentliche Sequenzierungsreaktion (cycle sequencing) erfolgte in der PCR-Maschine.
Es wurde das GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer, Weiterstadt) mit folgendem
Programm verwendet:
25 Zyklen mit:
* Denaturierung: 96 °C, 10 Sekunden
* Primer-annealing: 52 °C, 5 Sekunden (Sequenzier-Primer T3)
bzw. 49 °C, 5 Sekunden (Sequenzier-Primer M13 Universal)
* Polymerisation: 60 °C, 4 Minuten

Der Ansatz wurde fir 3 Minuten bel 900 x g durch eine Pipettenspitze mit Filter, die mit
Sephadex G50 (Pharmacia, Freiburg) geflllt war, zentrifugiert. Dabei blieben uner-
winschte Bestandteile wie Primer und dNTP im Sephadex zurlick. Die DNA wurde durch
Zugabe von 10 pl Kaliumacetat (3 M) und 300 pl Ethanol (96 %) ausgeféllt. Es wurde
sofort fur 20 Minuten bel 15800 x g zentrifugiert, der Niederschlag mit Ethanol (70 %)
gewaschen, getrocknet und bel 4 °C aufbewahrt.

Sequenzgellauf und Sequenzauswertung erfolgten auf dem Sequenzierautomaten ABI
373A (Applied Biosystems, Welterstadt).
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2.1.8 Einstellen der cDNA fir eine semiquantitative RT-PCR

An den cDNAs verschiedener Patientenproben wurde zunéchst eine GAPDH-PCR
durchgefthrt. Nach 20, 22 und 24 Zyklen wurden jewells 7 pl des PCR-Ansatzes ent-
nommen und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Intensitéten der Banden wurden visuell
miteinander verglichen. Dann wurde die GAPDH-PCR mit variierten Mengen an cDNA
solange wiederholt, bis die Banden aller Proben die gleiche Intensitét aufwiesen. Diese
empirisch bestimmte Menge an cDNA wurde dann auch fir die anschliefRende

semiquantitative RT-PCR eingesetzt.

2.1.9 Semiquantitative FaslL -spezifische RT- PCR an tumor-infiltrieren-
den T-Zellen

Im Fal H4365/94 wurden maligne B-Zellen und tumor-infiltrierende T-Zellen
immunomagnetisch voneinander getrennt (vgl. Punkt 2.2.1). Aus beiden Zellfraktionen
wurde RNA isoliert, cDNA gewonnen und anschlief?end eine semiquantitative FasL-
spezifische RT-PCR durchgefihrt.

Es wurde folgender PCR-Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 25 pl pipettiert:

e 19,9l Wasser

« 1,0l cDNA

o 2,5l 10 x PCR-Puffer (Amersham, Freiburg) mit 15 mM MgCl,

* O5ul dNTP (10 mM)

e 0,5l Primer FasL-For (10 pmoal, vgl

e 0,5 ul Primer FasL-Rev (10 pmol, vgl .

e 0,1 pl Tag DNA Polymerase (5 U/ul, Amersham, Freiburg)

Fur die Reaktion wurde das GeneAmp PCR System 2400 (Perkin EImer, Weiterstadt) mit
folgendem Programm verwendet:

» Denaturierung: 94 °C, 60 Sekunden

35 Zyklen mit

» Denaturierung: 94 °C, 45 Sekunden
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* Primer-annealing: 60 °C, 45 Sekunden
* Polymerisation: 72 °C, 60 Sekunden
» Abschlief3ende Polymerisation: 72 °C, 10 Minuten
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2.2 Methoden zur Untersuchung maligner und normaler B-
Zellen

2.2.1 Immunomagnetische | solierung maligner B-Zellen

Aus einer Lymphozytensuspension des jeweiligen Patienten wurden die B-Zellen negativ
immunomagnetisch isoliert, indem T-Zellen mit anti-CD3-Antikdrpern und Makrophagen
mit anti-CD14-Antikorpern entfernt wurden. Die Antikorper waren jewells an magnetische
Beads (Dynal, Hamburg) gekoppelt. Diese Antikdrper-Beads wurden in ca. funffachem
Uberschuss eingesetzt und vor ihrem Einsatz dreimal mit Zellkulturmedium gewaschen,
dem 1 % fetales Kédberserum (FCS) zugesetzt war. Die Inkubation der Antikorper-Beads
mit der priméren Zellsuspension erfolgte fur 1 Stunde in einem Volumen von 2 bis3 ml in
einem Falcon-Rohrchen unter Schitteln auf Eis. Dann wurde das Volumen mit Zell-
kulturmedium auf 5 ml ergénzt und das Rohrchen fir 2 Minuten in einen Magnetstander
(Dynal, Hamburg) gestellt. Die T-Zellen und Makrophagen wurden Uber die gebundenen
Antikorper-Beads an den Magneten gezogen, wahrend die B-Zellen in der Zellsuspension
verblieben. Die malignen B-Zellen wurden dann weiter aufgereinigt, indem nichtmaligne
» bystander* B-Zellen immunomagnetisch mit Antikdrpern gegen digjenige leichte Immun-
globulinkette (kappa oder lambda), die die malignen Zellen nicht exprimierten, entfernt
wurden. Anschlief3end erfolgte durch FACS-Analyse eine Reinheitskontrolle der isolierten
malignen B-Zellen (vgl. Punkt 2.2.4.1).

2.2.2 Immunomagnetische I solierung normaler T- und B-Zellen aus
Tonsillen

Fur Kontrollexperimente wurden normale B-Zellen und fur die T/B-Zell-Kokultur normale
T-Zellen bendtigt, die beide aus Gewebe von Tonsillektomien gewonnen wurden. Das
Gewebe der Tonsillen wurde wie beschrieben mechanisch aufgearbeitet. Die T-Zellen
wurden positiv immunomagnetisch mit anti-CD3 Antikérper-Beads isoliert, die danach mit
Hilfe von , detach-a-beads’ (Dynal, Hamburg) wieder von den T-Zellen entfernt wurden.
Aus der Zellsuspension wurden anschlief3end Makrophagen entfernt (vgl. Punkt 2.2.1), so
dass nur noch B-Zellen in der Suspension zuriickblieben. Gedéchtnis-B-Zellen (CD19",
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IgM™, 1gD", CD38 ) as normale Gegenstiicke der malignen B-Zellen von MALT-Typ
Lymphomen wurden dann weiter aufgereinigt, indem Keimzentrums-B-Zellen (CD38")
und Mantelzonen-B-Zellen (IgD") mit Hilfe der an magnetische Beads gekoppelten Anti-
korper anti-CD38 (Klon ACT 13.5, Serotec, Wiesbaden) und anti-IgD (Klon HJ9, Sigma,
Deisenhofen) entfernt wurden (Arpin et a. 1995). Schliefdlich wurden die Zellen mit einer
FACS-Anayse (vgl. Punkt 2.2.4.1) auf ihre Reinheit kontrolliert.

2.2.3 Zdlkultur

Generell wurden alle Zellen bei 37 °C und 7 % CO, in Flachbodenplatten (24 well) oder
Rundbodenplatten (96 well) kultiviert. Das Zellkulturmedium RPMI 1640 (Linaris,
Bettingen/Main) wurde mit 10 % fetalem Kéalberserum (FCS) und 0,1 mg/ml Gentamycin

versetzt.

2.2.3.1 Z€ellzahlbestimmung nach Neubauer

Zur Bestimmung der Anzahl lebender Zellen pro ml wurden 20 pl Zellsuspension mit
180 pl Trypanblau gemischt und in die Zahlkammer pipettiert, dann wurden in einem
Grolquadrat der Zdhlkammer die ungeférbten (Iebenden) Zellen gezahlt. Zur Berechnung
der Zellzahl pro ml Suspension wurde dieser Wert mit dem Faktor 10* (Umrechnung des
Volumens der Zahlkammer 0,1 pl auf 1 ml) und mit dem Verdinnungsfaktor 10

multipliziert.

2.2.3.2 Aktivierung von normalen T-Zéellen Gber anti-CD3-Stimulation

Die T-Zellen wurden vor ihrem Einsatz in der T/B-Zell-Kokultur durch Stimulation mit
einem anti-CD3-Antikorper aktiviert. Eine maximale Stimulation wurde erreicht, wenn der
Antikérper von murinen Fibroblasten prasentiert wurde, die mit humanem FcyRII trans-
fiziert waren (Banchereau und Rousset 1991). Die murinen Fibroblasten waren mit einer
Energiedosis von 6000 rd bestrahlt worden, um ihre Proliferation vollsténdig zu unter-
binden. Sie wurden zunachst iiber Nacht in einer Flachbodenplatte zu 1 x 10° Zellen/Well
kultiviert. Am folgenden Morgen waren die Zellen adhdrent am Boden der Platte

festgewachsen. Das Zellkulturmedium wurde abgesaugt und durch 1 ml neues Medium
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ersetzt, dem 1 pg anti-CD3-Antikorper (Klon 4B5, Boehringer, Mannheim) zugesetzt
waren. Es folgte eine Inkubation fir 30 Minuten bel 37 °C, in der sich der Antikdrper an
den humanen FcyRIl der Fibroblasten anlagerte. Dann erfolgte in jedem Well die Zugabe
von 1 x 10° T-Zellen in 1 ml Zelkulturmedium und eine Inkubation bei 37 °C fir 6
Stunden. In Vorversuchen wurde durch eine FasL-spezifische RT-PCR (vgl. Punkt 2.1.9)
festgestellt, dass nach 6 Stunden Stimulation mit dem anti-CD3-Antikdrper die Produktion
von mRNA fiur FasL in den T-Zellen ein Maximum erreicht hatte. Dies war das Kriterium
fur eine erfolgreiche Aktivierung der T-Zellen. Nach der sechsstindigen Aktivierung
wurden die T-Zellen abpipettiert und in der jeweils bendtigten Menge in der T/B-Zell-
Kokultur eingesetzt.

2.2.3.3T/B-Zell-K okultur

In der T/B-Zel-Kokultur wurden normale bzw. maligne B-Zellen fir 24 Stunden
zusammen mit den aktivierten T-Zellen aus Punkt 2.2.3.2 kultiviert. In einem Vorversuch
mit einer Verdunnungsreihe wurde festgestellt, dass das Verhdltnis 1:5 (B-Zellen: T-
Zéellen) fur 24 Stunden zu einer maximalen Apoptose-Induktion in normalen B-Zellen
fuhrte. Jedes Experiment der T/B-Zell-Kokultur war Ausgangspunkt von drei ver-

schiedenen Untersuchungen. Dazu wurden folgende Ansétze pipettiert:

* Fur die RNA-Isolierung aus malignen bzw. normalen B-Zellen:
1x 10° B-Zellen + 5 x 10° aktivierte T-Zellen

» Fur die Protein-Isolierung aus malignen bzw. normalen B-Zéellen:
1,4 x 10° B-Zellen + 5 x 10° aktivierte T-Zellen

* Fur die FACS-Analyse maligner bzw. normaler B-Zellen:
4 x 10* B-Zellen + 2 x 10° aktivierte T-Zellen

Fr jeden dieser drel Ansétze gab es einen Parallelansatz mit malignen bzw. normalen B-
Zellen ohne T-Zellen. Der Vergleich mit diesem Ansatz ermdglichte die Bestimmung des
Einflusses von T-Zellen. Nach der T/B-Zell-Kokultur mussten fir die RNA- und

Proteinisolierung die malignen bzw. normalen B-Zellen wieder von den T-Zellen getrennt
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werden. Dies erfolgte durch eine immunomagnetische Zellisolierung (vgl. Punkt 2.2.1), an
die sich eine Reinheitskontrolle der Zellen im FACS anschloss (vgl. Punkt 2.2.4.1).

2.2.4FACS-Analyse

Die Expression ausgewahlter Oberfl&chenproteine der B-Zellen wie Fas und CD19 wurde
durch eine FACS (fluorescence-activated cell sorting)-Analyse untersucht und quanti-
fiziert. Der Nachweis der Oberfléchenproteine (,, Farbung*) erfolgte mit Antikorpern, die an
Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt waren. Je mehr Oberflachenproteine eine Zelle besitzt,
umso mehr Antikorper binden sich daran und umso stérker fluoresziert die Zelle. Die
Messungen wurden an einem FACScan (Becton Dickinson, Heidelberg) mit einem
Argonlaser bel einer Wellenlange von 488 nm durchgefihrt. Die Datenaufnahme und
Datenauswertung erfolgte mit der Software LY SIS 1l (Becton Dickinson, Heidelberg). Das
Gerat wurde Uber die Verstérkung der 3 Fluoreszenzkanéle so eingestellt, dass ungefarbte
Lymphozyten (B- oder T-Zellen) mit ihrer Eigenfluoreszenz im Vorwarts/Seitwarts-Scatter
den Bereich zwischen den Fluoreszenzintensititen 10° und 10 ausfilllten. Fir jede
Messung wurden standardmél3ig 20000 Zellen aufgezeichnet, bei Messungen zur Apop-
toserate (7-AAD-Versuch) waren es 40000 Zellen. In einer Messung konnten bis zu drei
verschiedene Oberflachenproteine Uber ihre Antikérperbindung nachgewiesen werden: an
den Farbstoff Fluorisothiocyanat (FITC) gekoppelte Antikérper wurden in Kanal 1, an
Phycoerythrin (PE) gekoppelte Antikorper wurden in Kana 2, und an Tricolor (TRI)
gekoppelte Antikorper wurden in Kanal 3 des FACScan aufgenommen. Der fir die
Messung der Apoptoserate verwendete Farbstoff 7-AAD wurde ebenfalls in Kanal 3 auf-
genommen.

Jede Messung bestand aus zwei Parallelansdtzen, der eigentlichen Farbung und der Isotyp-
kontrolle. Fir die Farbung wurden 2 x 10° Zellen mit den farbstoffmarkierten Antikérpern
inkubiert. FUr die zugehorige Isotypkontrolle wurde die gleiche Zellzahl mit ebenfalls
farbstoffmarkierten, aber irrelevanten, unspezifischen Antikorpern gleicher Herkunft und
gleichen Isotyps inkubiert. Die Isotypkontrolle diente damit zur Abschéatzung der
unspezifischen Antikorperbindung. Die Zellen wurden zundchst bei 500 x g und 4 °C fir
5 Minuten zentrifugiert und in 100 pl FACS-Puffer aufgenommen. Dann wurden die direkt

konjugierten Antikorper in einer vorher empirisch ermittelten Optimal-Verdinnung
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zugegeben. Die Inkubation der Antikorper erfolgte fir 10 Minuten auf Eisund im Dunkeln,
um das Ausbleichen der Fluoreszenzfarbstoffe zu minimieren. Anschlief3end wurden zum
Waschen 1000 ul FACS-Puffer zugegeben und zentrifugiert. Unmittelbar vor der Messung
wurden die geférbten Zellen in 200 pl FACS-Puffer aufgenommen, gevortext und dann im
FACScan eingelesen.

2.2.4.1 Reinheitskontrolleisolierter Zellen

Die aus dem Tumorgewebe isolierten malignen B-Zellen wurden in der FACS-Analyse auf
Kontamination mit T-Zellen und Makrophagen untersucht. Dabei wurden die Antikdrper
anti-CD3-FITC (F-0522, Sigma, Deisenhofen) mit der Isotypkontrolle ,Maus IgG1-FITC"
(F-6397, Sigma) und anti-CD14-TRI (MHCD-1406, Medac, Wedel) mit der Isotyp-
kontrolle ,Maus 1gG2a-TRI* (MG2a06TC, Medac) verwendet. Es wurden nur Zell-
isolierungen maligner B-Zellen mit einer Reinheit von mindestens 98 % fur die nach-
folgenden Versuche eingesetzt. Fir die FACS-Analyse isolierter normaler B- und T-Zellen
aus Tonsillen wurden die Antikorper anti-CD3-FITC (wie oben) und anti-CD19-PE
(MHCD-1904, Medac) mit der Isotypkontrolle ,Maus 1gG1-PE" (P-4685, Sigma) ver-
wendet. Es wurden nur B-Zellen (CD19") mit einer Reinheit von mindestens 95 % und T-
Zellen (CD3") mit einer Reinheit von mindestens 90 % fiir die nachfolgenden Versuche
verwendet (vgl. . Die aufgereinigten Gedéachtnis-B-Zellen (IgD”, CD38)
wurden mit Hilfe der Antikérper anti-IgD-FITC (F-5027, Sigma) mit der Isotypkontrolle
»Maus IgG1-FITC* (wie oben) und anti-CD38-PE (MHCD-3804, Medac) mit der Isotyp-
kontrolle ,,Maus IgG1-PE" (wie oben) auf Kontaminationen untersucht.

B-Zellen, die unmittelbar nach der B/T-Zell-Kokultur wieder von den T-Zellen abgetrennt
wurden, sind mit Hilfe des Antikdrpers anti-CD3-FITC (wie oben) mit der Isotypkontrolle
»,Maus IgG1-FITC* (wie oben) auf Verunreinigungen mit T-Zellen untersucht worden.
Gegebenenfalls wurden die immunomagnetischen Isolierungsschritte solange wiederholt,

bis die T-Zell-Kontamination unter 5 % gesunken war.
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92%

Abbildung 6:

FACS-Analyse zur Reinheitskontrolle von immunomagnetisch getrennten B-Zellen

(CD19") und T-Zellen (CD3") einer Tonsille.
(A): Zellgemisch vor der Trennung

(B): Abgetrennte T-Zellen

(C): Abgetrennte B-Zellen
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2.2.4.2 Messung von Fas-Expression und Apoptoserate (7-AAD-Versuch) maligner B-
Zellen

Unmittelbar nach Ablauf der 24-stiindigen T/B-Zell-Kokultur wurde der gesamte Zell-
Kokultur-Ansatz mit 2,4 x 10° Zellen abzentrifugiert, in 100 pl FACS-Puffer aufge-
nommen und geférbt.

Zuerst wurde der unkonjugierte Priméarantikorper ,, anti-Apo-1* (freundliche Uberlassung
von P. Krammer, Heidelberg) zugegeben, nach Inkubation und Waschen (gemald Punkt
2.2.4) erfolgte die Zugabe eines irrelevanten Antikorpers zur Blockierung unspezifischer
Bindungskapazitéten. Nach Inkubation und Waschen wurde der PE-konjugierte
Sekundéarantikorper ,, Esel-anti-Maus-PE" (715-116-150, Dianova, Hamburg) zugegeben,
der an den Primérantikorper ,anti-Apo-1" bindet. Gleichzeitig wurde auch der direkt
konjugierte Antikorper anti-CD19-FITC (F-768, Dako, Glostrup, Danemark) dazugegeben.
Parallel wurden in die Isotypkontrolle die Antikérper ,,Maus-1gG1-PE* (P-4685, Sigma,
Deisenhofen) und ,,Maus-IgG1-FITC* (F-6397, Sigma) pipettiert. Nach Inkubation und
Waschen wurden in die Farbung 0,1 pg 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) pipettiert. Nach
der letzten Inkubation wurde hier der Waschschritt weggelassen und die Proben wurden
sofort zum Messen in das FACScan eingesetzt. Nachdem in den Ansdtzen ein B/T-
Zellgemisch vorlag, aber nur die Fas-Expression und Apoptose der B-Zellen gemessen
werden sollte, wurden fir die Auswertung nur B-Zellen (CD19") herangezogen (CD19"-
gating). Die Quantifizierung Iebender, apoptotischer und toter B-Zellen mit Hilfe des
DNA-bindenden Farbstoffes 7-AAD erfolgte wie beschrieben (Philpott et al. 1996). Das
Prinzip der Quantifizierung beruht auf einer selektiven Aufnahme dieses Stoffes durch die

Zellen: tote Zellen farben sich stark, apoptotische schwach und lebende Zellen tGberhaupt

nicht (vgl.|Abbildung 7).
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Abbildung 7:

FACS-Analyse zur Unterscheidung von lebenden, apoptotischen und toten Zellen
(7-AAD-Versuch). Dargestellt sind normale Gedéachtnis-B-Zellen einer Tonsille, die fur 24
Stunden mit aktivierten T-Zellen kokultiviert worden waren.

2.2.5 Isolierung von Gesamt-RNA aus B-Zellen nach der T/B-Zell-
Kokultur und daran anschlief3ende cDNA-Synthese

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte aus 5 x 10° malignen bzw. normalen B-Zellen,
die bei 500x g und 4 °C fir 5Minuten abzentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde
verworfen und zum Niederschlag wurden 800 ul TRIZOL (GIBCO, Eggenstein) gegeben,
anschlief?end wurde die Suspension mehrmals durch eine Insulinspritze gezogen. Das

weitere Vorgehen erfolgte wie unter den Punkten 2.1.1 und 2.1.2 beschrieben.
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2.2.6 Untersuchung der Expression apoptose-relevanter Gene mittels
Multiplex RT-PCR

Zur Untersuchung der Expression einiger ausgewahlter Gene, deren Produkte eine Rollein
der Fas-Signalkaskade spielen oder eine pro- bzw. anti-apoptotische Wirkung haben,
wurden zwei Multiplex RT-PCR-Kits verwendet (Maxim Biotech, San Francisco, USA;
vgl.[Tabelle 3.

Es wurde folgender PCR-Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 50 ul pipettiert:

e 30,5 pl Wasser

e 5,0 pul cDNA (bzw. Positivkontrolle aus dem Kit)

e 5,0 ul 10 x hAPO-1 (bzw. APO-2) PCR-Puffer (Maxim Biotech, San Francisco)

o 4,0l dNTP (Maxim Biotech, San Francisco)

e 5,0pl 10 x hAPO-1 (bzw. APO-2) Primer-Gemisch (Maxim Biotech, San Francisco)

* 0,5ul AmpliTag DNA Polymerase (5 U/ul, Applied Biosystems, Weliterstadt)

Fur die Reaktion wurde das GeneAmp PCR System 2400 (Perkin EImer, Weiterstadt) mit
folgendem Programm verwendet:

2 Zyklen mit:

* 96°C, 1Minute

« 57°C, 4 Minuten

33 Zyklen mit:

e 94°C, 1Minute

* 57°C, 2,5Minuten

» Abschlief3ende Polymerisation: 70 °C, 10 Minuten
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Tabelle3:

Verwendete Multiplex RT-PCR-Kits (Maxim Biotech, San Francisco, USA) zur gleich-
zeitigen Untersuchung der Expression ausgewahlter apoptose-relevanter Gene.

Kit ,,hAPO-1" Grol3e des PCR-Produkts (bp)
caspase-1 658
c-myc 371
bcl-2 233
p53 204

Kit ,hAPO-2"

bcl-xL 371
caspase-3 318
bcl-2 235
bcl-xS 181
bax 140

2.2.7 Densitometrische Auswertung der Multiplex RT-PCR

Eine semiquantitative Bestimmung der Expressionsstarke der untersuchten Gene erfolgte
densitometrisch. Dabel wurde die optische Dichte (OD) der im Agarosegel aufgetrennten
PCR-Produkte bestimmt. Je mehr PCR-Produkt vorhanden war, desto hoher war die
optische Dichte. Die Werte wurden folgendermalien standardisiert: Fir jeden untersuchten
Fal wurde in einer zusétzlichen PCR die OD der GAPDH-Expression bestimmt, wobei
hierfir die gleiche Menge an cDNA verwendet worden ist wie in der Multiplex RT-PCR.
Die gemessene OD der Multiplex RT-PCR wurde dann auf die jewellige GAPDH-

Expression bezogen.

2.2.8 Fas-spezifische RT-PCR

Die gesamte codierende Sequenz der Fas cDNA (1008 bp) wurde in zwei PCR-Reaktionen
amplifiziert (vgl. [Abbildung 8). Die Verwendung der Primer CD95-I-For und CD95-
GR46-Rev ergab ein PCR-Produkt mit 765 bp, die Verwendung der Primer CD95-GR19-
For und CD95-111-Rev eines mit 417 bp. Die PCR-Produkte tiberschnitten sich um 174 bp.
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Es wurde folgender Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 50 pl pipettiert:

e 39,8 pul Wasser

o 2,0l cDNA (aus Punkt 2.2.5)

e 5,0l 10 x PCR-Puffer (Amersham, Freiburg) mit 15 mM MgCl,

e 1,0l dNTP (10 mM)

1,0 pl Primer ,CD95-I-For* bzw. , CD95-GR19-For* (10 pmoal, vgl

e 1,0l Primer ,CD95-GR46-Rev* bzw. , CD95-111-Rev* (10 pmol, vgl Tabelle 2)
e 0,2l Tag DNA Polymerase (Amersham, Freiburg)

Fur die Reaktion wurde das GeneAmp PCR System 2400 (Perkin EImer, Weiterstadt) mit
folgendem Programm verwendet:

* Denaturierung: 94 °C, 60 Sekunden

33 Zyklen mit

* Denaturierung: 94 °C, 30 Sekunden

* Primer-annealing: 61 °C, 30 Sekunden

* Polymerisation: 72 °C, 60 Sekunden

» Abschlief3ende Polymerisation: 72 °C, 7 Minuten

CD95-I-F CD95-GR19-F
— —

Fas
cDNA

Extrazellulé&re Doméne TM Todesdoméane

«—
CD95-GR46-R CD95-I11-R

Abbildung 8:

Relative Lageder Primer fur die Fas-spezifische RT-PCR.
(TM: Transmembrandomane).
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2.2.9 Klonierung und Sequenzierung von Fas cDNA maligner B-Zellen

Vor der Klonierung wurde die gesamte PCR-Reaktion (vgl. Punkt 2.2.8) durch eine Rei-
nigungssaule (Stratagene, Amsterdam, Niederlande) zentrifugiert. Stérende Bestandteile
der urspriinglichen PCR-Reaktion blieben in der Saule zurtick, wahrend die PCR-Produkte
mit 50 ul Low TE wieder aus der Saule eluiert wurden. Vom Eluat wurden 5 pl auf ein
Agarosegel (1,5 %) aufgetragen, um die Menge und Qualitdt des PCR-Produkts zu

kontrollieren. Die anschlief3ende Klonierung erfolgte wie unter Punkt 2.1.7 beschrieben.

2.2.10 Isolierung von Gesamtprotein aus B-Zellen nach T/B-Zell-
Kokultur

Die Isolierung von Gesamtprotein erfolgte aus 1 x 10° normalen bzw. malignen B-Zellen,
die nach der T/B-Zell-Kokultur (vgl. Punkt 2.2.3.3) von den T-Zellen wieder abgetrennt
worden waren. Die Zellen wurden bei 500 x g fir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und der Niederschlag in 100 ul Laemmli-Probenpuffer (Laemmli 1970) auf-
genommen und bei 98 °C fur 5 Minuten inkubiert. Anschlief3end wurde die zahflUssige
Losung durch eine Insulinspritze geschert und bei 10000 x g fur 10 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand mit den geldsten Proteinen wurde abgenommen und der Niederschlag

verworfen.

2.2.11 Polyacrylamid - Gelelektrophor ese (PAGE)

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese im Tris-
Glycin-SDS-System. Das Gel wurde zwischen zwei Glasplatten gegossen und bestand aus
Sammelgel (5 % Polyacrylamid) und Trenngel (12 % Polyacrylamid).

Far 10 ml Trenngel wurden verwendet:

e 3,3ml Wasser

4,0 ml Acrylamidiosung (30 %) mit 0,8 % Bisacrylamid (Roth, Karlsruhe)
25ml 1,5M Tris, pH 8,8

100 pl SDS (10 %)

100 pl Ammoniumpersulfat, APS (10 %)
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e 4 ul N,N,N°,N"-Tetramethyethylendiamin (TEMED)

Die Flussigkeit wurde ca. 6,5 cm hoch zwischen zwel zusammengeklammerte Glasplatten
gegossen und mit 1000 pl Butanol Uberschichtet. Das Auspolymerisieren des Acrylamids
bendtigte mindestens 30 Minuten. Dann wurde das Butanol abgegossen und grundlich mit
Wasser nachgespllt.

In der Zwischenzeit wurde das Sammelgel (4 ml) vorbereitet:

e 2,7ml Wasser

e 670 pul Acrylamidldsung (30 %) mit 0,8 % Bisacrylamid (Roth, Karlsruhe)

e 500l 1,0M Tris, pH 6,8

e 40l SDS (10 %)

e 40 pl Ammoniumpersulfat, APS (10 %)

o 4l N,N,N",N"-Tetramethyethylendiamin (TEMED)

Mit dem Sammelgel wurden die verbliebenen 2 cm am oberen Rand der Glasplatten
ausgegossen. Dann wurde von oben ein Kamm eingesteckt, der die Taschen fir das
Probenmaterial formte. Nach weiteren 30 Minuten zum Auspolymerisieren des Sammel-
gels konnten die Glasplatten in die Gelkammer eingespannt werden. Die Gelkammer
wurde im oberen und unteren Pufferreservoir mit Laufpuffer (1 x) gefullt, der Kamm aus
dem Gel herausgezogen und die Taschen sorgféltig mit einer Spritze gespult. Von den
Proteinproben wurden jeweils 20 yul aufgetragen und vom Protein-Grofenstandard
(rainbow-marker, Amersham, Freiburg) 10 pl.

Der Gellauf erfolgte bel 80—-100V fir ca. 2 Stunden bis die Lauffront des Brom-

phenolblaus den unteren Rand des Gels erreicht hatte.
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2.2.12 Semi-dry Transfer (blotting) der aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrocellulose-M embran

Die der Grof3e nach aufgetrennten Proteine wurden nach der Elektrophorese aus dem Poly-
acrylamidgel durch einen , semi-dry* Transfer auf eine Nitrocellulosemembran (Protran
BA 85, Porengrof3e: 0,45 um, Schleicher & Schuell, Dassel) tberfihrt.

Auf die untere Graphitplatte (Anode) der Blottingapparatur (Amersham, Freiburg) wurden
3 Blottingpapiere gelegt (GB 002, Schleicher & Schuell, Dassel), die auf die Grof3e des
Gels zugeschnitten und mit Transferpuffer vollgesogen waren. Darauf wurde die Nitro-
cellulosemembran, die in Wasser getaucht worden war, gelegt. Dann wurde das Gel
aufgelegt und darauf schlieffdlich noch einma 3 Blottingpapiere mit Transferpuffer. Mit
leichtem Druck wurden Luftblasen aus dem Stapel entfernt und die obere Graphitplatte
(Kathode) des Apparates aufgelegt. Der Transfer der Proteine erfolgte bei 50 mA fir
1,5 Stunden unter Ktihlung mit Eis.

2.2.13 Immunoblotting

Die Detektion spezifischer Proteine auf der Nitrocellulosemembran erfolgte immuno-
logisch mit Hilfe von Antikdrpern und unter Verwendung des ,ECL western blotting
analysis system® (Amersham, Freiburg).

Ein Primarantikorper (vgl. erkannte das nachzuweisende Protein und wurde
seinerseits von einem Sekundarantikorper erkannt, der mit dem Enzym Peroxidase
gekoppelt war. Das Enzym oxidiert dann in Gegenwart eines phenolischen Verstérkers das
zugegebene Substrat Luminol zu einem chemolumineszierenden Produkt, das mit Hilfe
eines Rontgenfilms detektiert wird. Alle Bereiche der Nitrocellulosemembran, an die
Priméarantikdrper und damit auch Sekundérantikérper gebunden haben, lumineszieren und
schwérzen dadurch den Rontgenfilm. Als Inkubationslésung wurde fur ale Schritte PBS
verwendet, das mit 0,05 % Tween-20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat, Sigma, Deisen-
hofen) versetzt wurde. Tween-20 verhinderte unspezifische Antikérper-Antigen-Bindungen
und erhdhte somit die Spezifitdt der Detektion. Alle Inkubationsschritte fanden bei

Raumtemperatur auf einem Schiittler statt. Zunéchst wurde die Nitrocellulosemembran fir



52 Material und Methoden

1 Stunde in einer Magermilchlésung (5 %) inkubiert, um die proteinfreien Bereiche der
Membran mit irrelevanten Proteinen zu besetzen (blocking). Dann folgten drei Wasch-
schritte mit jeweils frischer Inkubationsldsung in einem moglichst grofen Volumen
(30-50ml): 1 x 15 Minuten und 2 x 5 Minuten. Dann wurde der Primarantikdrper in
einem maglichst kleinen Volumen (8 ml) Inkubationslésung verdiinnt. Die optimale Kon-
zentration fur alle hier verwendeten Antikorper lag bel 1 ug/ml. Die Nitrocellulose-
membran wurde fir 1 bis 2 Stunden in der Primarantikorperlésung bei Raumtemperatur
unter Schitteln inkubiert. Wiederum folgten die drei Waschschritte, dann eine Inkubation
in einer 1:3000-V erdinnung des Sekundarantikorpers fur 30 bis 45 Minuten. Es wurden -je
nach Herkunft des Primarantikorpers (Maus oder Kaninchen)- folgende Sekundéar-
antikorper verwendet: ,anti-Maus-1g* aus dem Schaf oder , anti-Kaninchen-1g“ aus dem
Esel (Pharmingen, Hamburg). Danach schlossen sich vier Waschschritte an: 1 x 15
Minuten und 4 x 5 Minuten. Schliefdlich wurden je 1 ml vom , detection reagent 1* und
»detection reagent 2“ (Amersham, Freiburg) gemischt, auf die Membran pipettiert, fur
1 Minute dort belassen und wieder abgekippt. In der Dunkelkammer wurde die Membran
in Frischhaltefolie eingepackt und unverziglich ein Rontgenfilm (Biomax MR-1, Kodak,
New York, USA) aufgelegt. Die optimale Expositionszeit musste in jedem Einzelfall
empirisch festgestellt werden und reichte von 30 Sekunden bis zu 20 Minuten. Der Film

wurde entsprechend den Herstellerangaben entwickelt und fixiert.

Tabelle 4:
Verwendete Primérantikorper (Santa Cruz, Heidelberg):

Spezifitat Bezeichnung (Klon)
Caspase-1 C-15
Caspase-3 N-19
Caspase-8 T-16
Bax [-19
Bcl-xS/L L-19
c-myc A-14
PARP H-250
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2.2.14 Immunopr &zipitation von léslichem Fas (sFas)

Hierbei wurde versucht, aus dem Zellkulturiberstand maligner B-Zellen mit Hilfe eines
Antikorpers l6sliches Fas (soluble Fas, sFas) auszufdlen und durch Western Blotting mit
dem gleichen Antikorper nachzuweisen. Der jeweilige Uberstand (600 - 800 pl) wurde
zunédchst fur 1 Stunde bel 4 °C und unter Rotation mit 1 pg des Antikdrpers gegen sFas
inkubiert (G 254-274, Pharmingen, Hamburg). Danach erfolgte die Zugabe von 20 pl
Protein A/G-Agarose (Santa Cruz, Heidelberg), die die gebildeten Antigen-Antikorper-
Komplexe untereinander vernetzte und damit ausféllte. Nach einer weiteren Stunde
Inkubation unter den gleichen Bedingungen erfolgte eine Zentrifugation bei 720 x g und
4 °C fur 5Minuten. Der Uberstand wurde verworfen und der Niederschlag viermal mit
PBS ohne Tween (vgl. Punkt 2.2.13) gewaschen und schliefdlich in 25 pl Proben-Puffer
(vgl. 2.2.10) aufgenommen; hier alerdings ohne 3-Mercaptoethanol und somit unter nicht-
reduzierenden Bedingungen. Es folgten SDS-PAGE und Immunoblotting wie unter den
Punkten 2.2.11 bis 2.2.13 beschrieben. Als Positivkontrolle wurden 100 ng rekombinantes
sFas (Pharmingen, Hamburg) in 1 ml Wasser bzw. Zellkulturmedium gel6st und wie oben
beschrieben ausgefallt.
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|11. Ergebnisse

1. Das T-Zell-Repertoire von Patienten mit MALT-Typ
Lymphom zeigt antigen-induzierte klonale T-Zéell-
Expansionen

Das T-Zell-Repertoire ist die Gesamtheit aller antigenspezifischen, reifen T-Zellen eines
Menschen. Die T-Zellen sind Uber ihren Antigenrezeptor (TCR) gut charakterisierbar,
indem die fur jede T-Zelle individuelle Expression der V[(3-Kette (,, V[3-Familie*) des TCR
bestimmt wird. Mit Hilfe einer V3-familienspezifischen RT-PCR wurden in dieser Arbeit
tumor-infiltrierende T-Zellen aus MALT-Typ Lymphomen mit peripheren T-Zellen aus
dem Blut des gleichen Patienten in Hinblick auf ihre klonale Zusammensetzung unter-
sucht. Dabei wurde bei jedem Patienten die Expression aller untersuchten 23 V3-Familien
sowohl im Tumor als auch in der Peripherie gefunden. Es lag also kein eingeschrénktes T-
Z€ll-Repertoire vor.

Die weitere Anayse konzentrierte sich auf die Langenverteilung der Transkripte der
einzelnen V(-Familien. Aufgrund der variierenden Lénge des antigenerkennenden Ab-
schnitts der V[3-Kette (CDR3) gibt es in jeder V[3-Familie 6 -8 GrofRenklassen, die in
annshernder Gauf¥ scher Normalverteilung vorliegen (vgl. [Abbildung 5). Jedes Heraus-
treten eines oder mehrerer Peaks aus der Normalverteilung ist eine antigen-induzierte
klonde Expansion einzelner T-Zellen mit einer bestimmten CDR3-Lange. Derartige
Expansionen fanden sich in allen untersuchten MALT-Typ Lymphomen (vgl. [Tabelle 5).
Eine bestimmte Vertellung dieser Expansionen auf die verschiedenen V[3-Familien war
nicht erkennbar. Es trat beim Patienten H1851/95 beispielsweise eine Expansion in der
Familie V2 auf, wadhrend beim Patienten H6006/95 die Langenverteilung von V[32
weitgehend normal war (vgl. [Abbildung 9). Die meisten klonalen T-Zell-Expansionen
waren gleichzeitig im Tumor und in der Peripherie zu finden. zeigt dies
exemplarisch fir V4 des Patienten H6006/95. Beim Patienten H5690/95 hatte sich
interessanterweise eine derartige gemeinsame klonale T-Zell-Expansion 15 Monate nach

der operativen Entfernung des Tumors auch in der Peripherie zuriickgebildet (vgl.

Abbildung 11)).
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Von grof3er Bedeutung fur die Untersuchung der Vorgange im Tumor sind vor alem

digenigen klonalen T-Zell-Expansionen, die nur im Tumor und nicht im peripheren Blut

auftraten. In den drei untersuchten MALT-Typ Lymphomen gab es jeweils 2 bis 4 derartige

tumor-spezifische Expansionen (vgl.[Tabelle § und|Abbildung 12).

Tabelle5:

Klonale Expansionen tumor-infiltrierender T-Zellen und peripherer T-Zellen von MALT-
Typ Lymphomen. Angegeben ist jewells die V[3-Familie der TCR-Transkripte, in welcher
die klonale Expansion auftritt.

Patient | Expansion nur in tumor- Expansion nur in gemeinsame Expansion in
infiltrierenden T-Zellen | peripheren T-Zellen | tumor-infiltrierenden und
peripheren T-Zellen
H6006/95 |9, 16, 17 6, 8, 13, 21, 22 1,3,4,5 7,14, 15,18, 23
H4364/94 |14, 19 1,15 2,4,5,6,10,12, 13, 16, 21
H5690/95 |1,5,9,21 2,3,7,22,23 4,12, 13, 15, 16, 17, 19,
20, 24
H1851/95 |1,2,5,7,8, 15,16, 19, keine peripheren ---
20, 23 T-Zellen verflgbar
Fluoreszenz-
intensitéat
A A A B
f‘ Tumor 11 , Tumor
gl ,
Alln \
"('\p‘p“j ] 3,} a} ‘.L"j”g'c/"'mﬁf”m%- .___,—w.._.t‘! 1"'/\_/ \.J' | S— )
CDR3-Lange CDR3-Lange
Abbildung 9:

CDR3-Langenverteilung von VB2-Transkripten des TCR von tumor-infiltrierenden
T-Zéellen. Eine klonale T-Zell-Expansion ist nur bel Patient H1851/95 (A, Pfeil) zu finden,
nicht aber beim Patienten H6006/95 (B).
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Abbildung 10:

Beispid flr eine gemeinsame klonale T-Zell-Expansion (Pfeil) in Tumor (A) und Peri-
pherie (B) eines Patienten. Dargestellt ist die CDR3-Langenverteilung der V[(4-

Transkripte des TCR von tumor-infiltrierenden T-Zellen und peripheren T-Zellen des
Patienten H6006/95.

A Fluoreszenz-

intensitat A
N\
J M’ Tumor
LY iu K/ ]L:'a_ >
t N B 4 C

Peripheri Peripheri
__JJ,_,.'I UL(\J "‘ﬁv.-.m ipherie _ polsltooege

— >

>
CDR3-Léange
Abbildung 11:

Eine gemeinsame klonale T-Zell-Expansion (Pfeil) in Tumor (A) und Peripherie (B)
hat sich 15 Monate nach operativer Entfernung des Tumors (post OP) auch in der
Peripherie zurtckgebildet (C). Dargestellt ist die CDR3-Langenverteilung der V316-

Transkripte des TCR von tumor-infiltrierenden T-Zellen und peripheren T-Zellen des
Patienten H5690/95.
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Abbildung 12:

Beispiel fur eine nur im Tumor (A), aber nicht in der Peripherie (B) eines Patienten
vorkommende klonale T-Zell-Expansion (Pfeil). Dargestellt ist die CDR3-Léangen-
verteilung der V317-Transkripte des TCR von tumor-infiltrierenden T-Zellen und peri-
pheren T-Zellen des Patienten H6006/95.

2. Die tumor-infiltrierenden T-Zellen zweler Patienten
mit MALT-Typ Lymphom besitzen ahnliche Antigen-
erkennungsstellen

Bel zwei Patienten (H6006/95 und H1851/95), deren MALT-Typ Lymphome eine unter-
schiedliche Lokalisation und Vorgeschichte hatten, wurden die V[32-Transkripte des TCR
von tumor-infiltrierenden T-Zellen kloniert und sequenziert. Der Patient H1851/95 besal3
im Gegensatz zum Patienten H6006/95 eine klonale Expansion von T-Zellen mit V[32-
Transkripten (vgl. . Von besonderem Interesse fir die Sequenzierung war der
antigenerkennende Bereich (CDR3) der Transkripte. Die CDR3 erhdt ihre hohe Varia-
bilitdt durch die genetische Verknipfung eines V[3-Gens mit einem JB-(joining) Gen-
segment und durch das zuféllige Einfigen beliebiger Nukleotide im Rahmen von soma-
tischen Mutationen. Aufgrund dieser Mechanismen besitzt jede T-Zelle bzw. jeder auf
diese Zelle zuriickgehender monoklonale T-Zell-Klon eine individuelle CDRS.
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Vom Patienten H6006/95 wurden sieben, vom Patienten H1851/95 acht unabhangige
Klone der V[32-Transkripte sequenziert und die Aminosauresequenz (AS-Sequenz) anhand
der Nukleotidsequenz abgeleitet (vgl. . Der Patient H6006/95, der keine
klonale T-Zell-Expansion aufwies, besal3 V[32-Transkripte mit einer CDR3-Lange von 16
AS (43 % aller Transkripte), 20 AS (14 %) und 21 AS (43 %). Demgegentiber besal}
Patient H1851/95 eine Préferenz fur V2-Transkripte mit einer CDR3-Lange von 20 AS
(62,5 %), was die klonale T-Z€ell-Expansion widerspiegelt. Die Ubrigen V[32-Transkripte
dieses Patienten hatten eine CDR3-Lange von 19 AS (12,5 %) und 21 AS (25 %). Der AS-
Sequenzvergleich zeigte eine grofRe Sequenzédhnlichkeit. So wiesen die tumor-infiltrie-
renden T-Zellen beider Patienten identische JB-Segmente in ihrer CDR3 auf. Die Trans-
kripte beider Patienten mit einer CDR3-Lange von 20 AS besal3en jeweils J31.5-Segmente
und die Sequenzhomologie der gesamten CDRS3 betrug 75 %. Transkripte mit einer CDR3-
Lange von 21 AS besal3en jeweils JB2.1-Segmente und eine Sequenzhomologie von noch
67 % (vgl.[Abbildung 13, Pfeile).

Dariiber hinaus fanden sich in beiden Patienten identische JB-Segmente in Transkripten mit
jeweils verschiedener CDR3-Lange: JB2.3-Segmente wurden in Transkripten mit einer
CDR3-Lange von 16 AS (Patient H6006/95), 19 AS (Patient H1851/95) und 21 AS
(Patient H1851/95) verwendet. JB1.2-Segmente fanden sich in Transkripten mit einer
CDR3-Lange von 20 AS (Patient H1851/95) und 21 AS (Patient H6006/95, vg|.
13, Symbole).

Beim Patienten H1851/95 besal3en funf Transkripte die dominante CDR3-Lange von 20
AS der klonal expandierten T-Zellen. Von diesen funf Transkripten enthielten eines das
JB1.5-Segment und vier das JB31.2-Segment. VVon diesen vier Transkripten hatten drei eine

identische AS-Sequenz in der gesamten CDR3, wahrend das verbleibende Transkript zwel

abweichende AS aufwies (vgl.|[Abbildung 13).
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H6006/95 V[ 2 CDR3

Kion 19: CSA LDLEQYFGPGTRLTVT * JB 23
Kl on 20: CSA RSGELFFGEGSSLTVL JB 22
Kion 22: CSA RSGELFFGEGSSLTVL JB 22
Kl on 17: CSA KPGYSNQPQHFGDGTRLSI L <« JB 15
Kl on 18: CSA RDGRGSYNEQFFGPGTRLTVL < JB21
Kl on 24: CSA RDGRGSYNEQFFGPGTRLTVL < JB21
Kl on 23: CSA RDPSDLNYGYTFEGSGTRLTVV (o) JB12
H1851/95 V(32 CDR3

Kion 8 CSA RNPSDETQYFGPGTRLLVL * JB 23
Kl on 10: CSA ELARGNQPOQHFGDGTRLSI L < JB 15
Klon 1: CSA SMQGSNEKLFFGSGTQLSVL © JB 12
Klon 4: CSA SMQGSNEKLFFGSGTQLSVL o JB1l2
Klon 5: CSA GMGGSNEKLFFGSGTQLSVL o JB1l2
Klon O: CSA SMQGSNEKLFFGSGTQLSVL o JB1l2
Kion 2: CSA RAGTGAGETQYFGPGTRLLVL * JB 23
Klon 3: CSA CPDDKAGNEQFFGPGTRLTVL <€ JB21
Abbildung 13:

Abgeleitete Aminosaur esequenz des antigener kennenden Abschnitts (CDR3) desTCR
von tumor-infiltrierenden T-Zellen aus zwei ver schiedenen MALT-Typ Lymphomen.
Die JB-Segmente der CDR3 sind unterstrichen und am Zeilenende bezeichnet. Die Pfeile
verweisen auf in beiden Patienten gleiche J3-Segmente bel gleichen CDR3-Léangen; die
Symbole (,®“ und ,0") bezeichnen in beiden Patienten gleiche JB-Segmente bel ver-
schiedenen CDR3-Langen.
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3. FasL mRNA wird in MALT-Typ Lymphomen in vivo
von T-Zellen exprimiert

Um die tumor-infiltrierenden T-Zellen aus MALT-Typ Lymphomen auch im Hinblick auf
ihre funktionelle Kompetenz ndher zu charakterisieren, wurde die Expression von FasL
untersucht. FasL-Expression ist die Voraussetzung, damit T-Zellen gegentiber B-Zellen
ihre Kontrollfunktion ausiiben kdnnen. In einem ersten Screening wurde aus tief-
gefrorenem Tumorgewebe RNA isoliert und eine semiquantitative RT-PCR mit FasL-
spezifischen Primern durchgefiihrt. Dabel konnten in flnf von sechs untersuchten MALT-

Typ Lymphomen und allen untersuchten DLBL FasL-Transkripte nachgewiesen werden

(vgl.[Abbildung 14).

MALT-Typ Lymphome DLBL

6 7 8 N

o)

M 1 2 3 4

i.- '.-.-..' : - - -
492 bp e T TR S e e

m———

Abbildung 14:

Semiquantitative RT-PCR zum Nachweis von FasL-Transkripten in Tumorgewebe
von MALT-Typ Lymphomen und DLBL. Als Mengenstandard dienten amplifizierte
GAPDH-Transkripte.

N: Negativkontrolle, M: Grolienstandard.

1: H705/93, 2: H6006/95, 3 : H4236/95, 4: H1851/95, 5: H4364/94, 6: H5690/95,

7: H4365/94, 8: H5030/94.

Bel diesem ersten Nachweis der FasL-Expression in vivo wurde das gesamte Tumor-

gewebe und damit ein Gemisch verschiedener Zellen untersucht, daher blieb noch offen, ob



Ergebnisse 61

die FasL-Transkripte tatséachlich von den T-Zellen stammen. In einem zweiten Schritt
wurden daher maligne B-Zellen und tumor-infiltrierende T-Zellen aus dem Tumorgewebe
des Patienten H4365/94 voneinander getrennt und entweder sofort untersucht oder unter
nicht-stimulierenden bzw. stimulierenden Bedingungen kultiviert. Aus den B- und T-
Zellen wurden RNA und cDNA gewonnen und die semiquantitative RT-PCR mit den
FasL-spezifischen Primern wiederholt. Als Kontrolle dienten normae B- und T-Zellen
einer Tonsllle, die identisch behandelt worden waren. Es zeigte sich, dal3 weder die
malignen B-Zellen des untersuchten MALT-Typ Lymphoms noch die normalen B-Zellen
der Tonsille mRNA fir FasL exprimierten (vgl. [Abbildung 15). Dagegen exprimierten
sowohl frisch isolierte tumor-infiltrierende T-Zellen des MALT-Typ Lymphoms als auch
T-Zellen der Tonsille mRNA fir FasL. Interessanterweise verschwand diese Expression,
wenn die T-Zellen beider Fraktionen fur 6 Stunden in Kultur genommen wurden. Wenn
dagegen die Zellkultur unter lonomycin-Stimulation durchgefiihrt wurde, blieb die
Expression von mRNA fur FasL in abgeschwéachter Form bestehen.

B-Zdllen T-Z€llen

DLBL | Tonslle | DLBL | Tonsille

M 0 - +10 - + [0- + -+ N

ag2bp = ' FasL
o &&D

492 bp s e e Sup G b G e o GAPDH

Abbildung 15:

Semiquantitative RT-PCR zum Nachwels von FasL-Transkripten in getrennten B-
und T-Zellen des Patienten H4365/94 und einer Tonsille als Kontrolle. Als Mengen-
standard dienten amplifizierte GAPDH-Transkripte. Die Zellen wurden entweder sofort
nach der Trennung untersucht (,0*) oder fir 6 Stunden ohne (,-“) bzw. mit (,+“) dem
unspezifisch stimulierenden Agens lonomycin (400 ng/ml) kultiviert.

M: GrolRenstandard, N: Negativkontrolle.
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4. Der T-Zdl-Einfluss steigert die Fas-Expression nor -
maler Gedachtnis-B-Zellen und maligner B-Zellen
ausMALT-Typ Lymphomen

Der Schwerpunkt der Untersuchungen wurde jetzt auf die malignen B-Zellen der MALT-
Typ Lymphome verlagert, die in vitro zusammen mit aktivierten T-Zellen einer Tonsille
kultiviert wurden. Die erste Frage war dabei, ob die malignen B-Zellen Fas, das Ko-
operationsmolekul fur den FasL der tumor-infiltrierenden T-Zellen, exprimieren. Die Fas-
Expression der B-Zellen wurde in der FACS-Analyse nachgewiesen. Die Messungen
wurden an normaen Gedachtnis-B-Zellen und malignen B-Zellen durchgefuhrt, die
24 Stunden ohne bzw. mit aktivierten T-Zellen kultiviert wurden. Fur die Auswertung
wurden nur B-Zellen (CD19") beriicksichtigt und die Expressionsstarke von Fas wurde
durch die Fluoreszenzintensitét (mean fluorescence intensity, MFI) dargestellt. Von der
gemessenen MFI wurde jewells der MFI der Isotypkontrolle subtrahiert. Dabel handelte es
sich um identische B-Zéellen, die in einem Parallelansatz mit einem irrelevanten Antikorper
gleichen Isotyps inkubiert worden waren.

Normale Gedichtnis-B-Zellen (CD19", IgM™, CD38, IgD) einer Tonsille verdoppelten
durch den Einflul3 von T-Zellen ihre konstitutive Fas-Expression von 19,7 (MFI) auf
44.5 (MF1) (vgl. Abbildung 16).

Die konstitutive und T-Zell-induzierte Fas-Expresson maligner B-Zellen aller unter-
suchten MALT-Typ Lymphome ist in Abbildung 17]A dargestellt. In allen Fallen war die
konstitutive Fas-Expression maligner B-Zellen im Vergleich zu normalen B-Zellen um
mindestens 50 % vermindert. T-Zell-Einfluss fUhrte auch bei malignen B-Zellen zu einer
deutlichen Steigerung der Fas-Expression, die jedoch in ihrem Absolutwert stets unter dem
normaler B-Zellen blieb. Die sieben untersuchten Tumoren lief3en sich bezliglich der Fas-
Expression in zwei Untergruppen einteilen. Die Falle H6006/95, H1851/95 und H3302/88
wiesen eine durchschnittlich doppelt so hohe konstitutive und induzierbare Fas-Expression
auf wie die Ubrigen vier Félle. Bei den malignen B-Zellen der sechs untersuchten DLBL
dagegen zeigte sich ein heterogenes Bild (vgl. B). In den Féllen 22903/96
und H4487/97 war die konstitutive Fas-Expression hoher als bei normalen B-Zellen und
konnte durch T-Zell-Einfluss nicht mehr gesteigert werden. In den Fallen H1479/95 und
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H4590/96 war die konstitutive Fas-Expression ebenfalls hoher als bel normalen B-Zellen
und wurde durch T-Zell-Einfluss noch gesteigert. Die konstitutive Fas-Expression der
beiden verbleibenden Fale H4365/94 und H5503/96 dagegen entsprach etwa der von
normalen Gedéachtnis-B-Zellen.

AZellzahl A
| sotyp
MFI =19,7
103 ™
g B
MFI =445
103 1M
> Fas

Abbildung 16:

FACS-Analyse (Histogramm) der Fas-Expression normaler Gedachtnis-B-Zellen. Die
Zellen wurden 24 Stunden ohne (A) bzw. mit T-Zellen (B) kultiviert. Der T-Zell-Einfluss
steigerte die Fas-Expression der B-Zellen. Als Mal3 der Fas-Expressionsstéarke sind die
MFI-Werte (mean fluorescence intensity) angegeben.
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Abbildung 17:

Einfluss aktivierter T-Zellen auf die Fas-Expression normaler Gedachtnis-B-Zellen
(Ged.BZ) und maligner B-Zellen ausMALT-Typ Lymphomen (A) und DLBL (B).
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5. Einige MALT-Typ Lymphome und fast alle
untersuchten DLBL zeigen verminderte Senditivitat
gegentber T-Zell induzierter, Fas/FasL-ver mittelter
Apoptose

Um zunéchst zu prifen, ob die in unserer B/T-Zell-Kokultur in vitro untersuchte Apoptose
von B-Zellen tatsachlich von den T-Zellen induziert wurde und via Fas/FasL Wechsel-
wirkung erfolgte, wurde ein Kontrollexperiment durchgefuihrt. Dabei wurde das Fas-
Molekll der B-Zellen durch die Zugabe eines nicht-induzierenden Antikérpers (ZB4,
Immunotech, Heidelberg) blockiert. Somit war die Bindungsstelle fur FasL nicht mehr
zuganglich und die B-Zellen waren vor Apoptose geschiitzt. zeigt dies
exemplarisch fir apoptose-sensitive maligne B-Zellen des Patienten H4364/94. Die
Anwesenheit des blockierenden Antikérpers in der T-Zell-Kokultur reduzierte die Anzahl
der toten B-Zellen von 63 % auf 38 %.

7-AAD
ohne Fas-Blockierung mit Fas-Blockierung

- -
=

_ tote
| B-Zdlen

103

___ apoptotische
B-Zellen

102

. lebende
B-Zdllen

191

] 200 400 600 " ado  1ooo 200 400 600 800 1000

> Zellgroie

100

Abbildung 18:

Kontrollversuch zur Fas-vermittelten Apoptose. Dargestellt ist die FACS-Auswertung
eines 7-AAD-Versuchs zur Bestimmung des Anteils toter Zellen. Maligne B-Zellen
wurden fur 24 h in zwel Paralelansitzen ohne bzw. mit dem blockierenden anti-Fas-
Antikorper ZB4 zusammen mit aktivierten T-Zellen kokultiviert.



66 Ergebnisse

Wurden normale Gedachtnis-B-Zellen mit aktivierten T-Zellen kokultiviert, so ver-
minderte sich der Anteil Uberlebender B-Zellen auf 14 %, wahrend in einem Kontroll-
ansatz ohne T-Zellen 40 % der B-Zellen Uberlebten. Das heildt, die T-Zellen induzierten
unter den gegebenen Versuchsbedingungen Apoptose in den B-Zdlen (vgl.
19'A und [Abbildung 20).

Bel malignen B-Zellen von MALT-Typ Lymphomen ergab sich dagegen ein differenziertes
Bild. In drei von sieben untersuchten Féllen kam es zu keiner Apoptose-Induktion; die Zahl
der Uberlebenden B-Zellen in der T-Zell-Kokultur war im Vergleich zum Kontrollansatz
entweder konstant geblieben (H1851/95, vgl. und oder
sogar etwas gestiegen (H6006/95, H3302/88). Die restlichen vier Félle dagegen zeigten
eine den normalen B-Zellen vergleichbare Sensitivitét gegentber T-Zell-induzierter, Fas-
vermittelter Apoptose. In drei Féllen (10623/95, 4579/94, H4145/91) Uberlebten alerdings
im Kontrollansatz mehr B-Zellen, in einem Fall (H4364/94) weniger als bei den normalen
Gedachtnis-B-Zellen. Maligne B-Zellen aus DLBL zeigten dagegen schon in den
jeweiligen Kontrollansitzen eine generell geringere Uberlebensrate (ng. B).
In einem Fall (H5503/96) waren Uberhaupt keine lebenden B-Zellen mehr nachweisbar. In
zwel Tumoren (22903/96, H4365/94) flhrte der T-Zell-Einfluss jedoch zu einer
gesteigerten Uberlebensrate der malignen B-Zellen und in weiteren zwei Tumoren
(H4487/97, H1479/95) zu einem gleichbleibenden Uberleben der malignen B-Zellen auf
niedrigem Niveau. Insgesamt gesehen, zeigten die hier untersuchten DLBL Apoptose-
Resistenz vor dem Hintergrund einer niedrigen Uberlebensrate. Eine Ausnahme stellt
allerdings Patient H4590/96 dar, dessen maligne B-Zellen eine dhnliche Uber-lebensrate
und Apoptose-Sensitivitét zeigten wie normale Gedachtnis-B-Zellen.
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Abbildung 19:

FACS-Auswertung eines 7-AAD-Versuchs zur Unterscheidung lebender, apop-
totischer und toter B-Zellen.

A: Bel normaen Gedéchtnis-B-Zellen sank die Rate Uberlebender B-Zellen von 40 % in
einem Kontrollansatz (-T) auf 14 % in der T-Zell-Kokultur (+T).

B: Ba malignen B-Zellen des MALT-Typ Lymphoms H1851/95 dagegen blieb die Rate
Uberlebender B-Zellen auch in der T-Zell-Kokultur konstant bei 38 %.
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Abbildung 20:

Uberlebensrate maligner B-Zellen von MALT-Typ Lymphomen (A) und DLBL (B) in
einem Kontrollansatz (24h Medium) bzw. in der T-Zel-Kokultur. Zum Vergleich ist
jeweils die Uberlebensrate normaler Gedéchtnis-B-Zellen (Ged BZ) dargestelIt.
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Zusammenfassend sind die Uberlebensraten normaler und maligner B-Zellen mit und ohne
T-Zell-Kokultur in[Abbildung 21 dargestellt. Hier wurde der Quotient aus dem Prozentsatz
Uberlebender B-Zellen mit T-Zell-Kokultur und Uberlebender B-Zellen ohne T-Zell-
Kokultur gebildet. Ein Wert unter 1 bedeutet Apoptose-Induktion. Der kleinste Wert von
0,35 war bel normalen Gedachtnis-B-Zellen zu finden. Diese Zellen waren somit am
sensitivsten fur die T-Zell-induzierte Apoptose. Bel malignen B-Zellen aus MALT-Typ
Lymphomen waren vier Félle apoptose-sensitiv und erreichten einen durchschnittlichen
Wert von 0,45. Anders dagegen die drei apoptose-resistenten Félle, die einen durch-
schnittlichen Wert von 1,18 aufwiesen. In der gleichen Grof3enordnung, namlich 1,22 lag
auch der durchschnittliche Wert aller untersuchten DLBL. Es war also eine mit dem
Malignitdtsgrad der B-Zellen zunehmende Resistenz gegenuber T-Zell-induzierter
Apoptose festzustellen.

% Uberlebende B-Zellen in T-Zell-Kokultur /
1 % Uberlebende B-Zellen ohne T-Zell-K okultur
Uberleben
1.
Apoptose
0
Gedachtnis MALT-Typ MALT-Typ DLBL
B-Zellen Lymphome Lymphome n=5
(apoptose- (apoptose-
sensitiv) resistent)
n=4 n=3

Abbildung 21:

Apoptose-Resistenz maligner B-Zellen aus MALT-Typ Lymphomen und DLBL.
Dargestellt ist der Quotient der Prozentzahlen Uberlebender B-Zellen mit T-Zell-Kokultur /
Uberlebende B-Zellen ohne T-Zell Kokultur.
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6. Der T-Zel-Einfluss verhindert die Spaltung von
PARP in malignen B-Zellen

Die Spaltung von Poly-ADP Ribose-Polymerase (PARP) durch aktivierte Caspase-3 ist ein
starker Hinwels auf eine stattfindende Fas-vermittelte Apoptose. Im Western Blot kann
dann neben intaktem PARP (115 kD) auch das Spaltprodukt von 85 kD nachgewiesen
werden. In einem Vorversuch wurde eine T-Zell-Leukdmie Zédllinie (Jurkat) mit dem
apoptose-induzierenden anti-Fas-Antikorper CH11 (500 ng/ml, Boehringer, Mannheim) fur
die angegebenen Zeitrdume kultiviert. Ab 120 Minuten Inkubation setzte eine deutliche
PARP-Spaltung ein und nach 24 Stunden war nur noch das Spaltprodukt, aber kein intaktes
PARP mehr nachweisbar (vgl. [Abbildung 22). Der Nachweis einer PARP-Spaltung wurde
an malignen B-Zellen der Félle H3302/88 und H1851/95 mit und ohne 24-stindiger T-
Zell-Kokultur durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass der T-Zell-Einfluss die PARP-Spaltung in
malignen B-Zellen verhinderte oder zumindest verzogerte (vgl. [Abbildung 23).

Minuten O 10 30 60 120 180 24h

T5KD s e e s s s Intaktes
85kD == o~ i —— — (ESDA| tENES
PARP

Abbildung 22:

Western Blot zum Nachweis von intaktem (115 kD) und gespaltenem PARP (85 kD).
Jurkat-Zellen wurden fir die angegebenen Zeitintervalle mit 500 ng/ml des apoptose-
induzierenden anti-Fas Antikdrpers CH11 (Boehringer, Mannheim) inkubiert.
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H3302/88 | H1851/95
-T +T I -T +T
85kD e —_ gespaltenes
PARP
Abbildung 23:

Western Blot zum Nachweis der PARP-Spaltung. Maligne B-Zellen aus zwei MALT-
Typ Lymphomen wurden fir 24 Stunden ohne (-T) oder zusammen mit T-Zellen kultiviert

(+T).

A B

P -T  +T P -T +T
o W — Dbcl-xL s
BN = ew— 3 casp-1
L] -y @y — bal-2

: ' - - cmyc
o — bcl-xS o] bol.2

' — bax § s s - DC-

FOCI R _-l' —_—— 5

Abbildung 24:

Multiplex RT-PCR zur Untersuchung der Expression apoptoserelevanter Gene.
Dargestellt ist die gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte der verwendeten
Ansdtze hAPO-2 (A) und hAPO-1 (B) von Maxim Biotech (San Francisco, USA).
Eingesetzt wurde cDNA normaler Gedachtnis-B-Zellen, die 24 Stunden ohne (-T) bzw. 24
Stunden zusammen mit T-Zellen (+T) kultiviert wurden. P: Positivkontrolle.
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7. Die Expression apoptose-relevanter Gene in normalen
und malignen B-Zellen zeigt kein charakteristisches
Muster in apoptose-resistenten B-Zellen

Um die Ursachen der beobachteten Apoptose-Resistenz von malignen B-Zellen bei MALT-
Typ Lymphomen ndher zu charakterisieren, wurde zunéchst die Expression eniger
ausgewahlter apoptose-relevanter Gene auf mRNA-Ebene untersucht. Dazu gehorten Gene,
deren Produkte entweder an der Fas-Signalkaskade beteiligt sind (caspase-1, caspase-3)
oder eine anti-apoptotische Wirkung (bcl-2, bcl-x, ) bzw. pro-apoptotische Wirkung zeigen
(bcl-xs, bax, p53, c-myc). Dazu wurden zwel verschiedene Multiplex RT-PCR Ansdtze
verwendet. So konnte jewells gleichzeitig die Gen-Expression von bcl-x, , caspase-3,
bcl-2, bcl-Xs , bax (Ansatz 1) und caspase-1, c-myc, bcl-2, p53 (Ansatz 2) untersucht
werden. In normalen Gedachtnis-B-Zellen konnte mRNA der Gene fir caspase-3, bcl-x,
bcl-2, bax, c-myc und p53 nachgewiesen werden (vgl. [Abbildung 24). Die Expression
dieser Gene wurde durch T-Zell-Einfluss verstérkt oder wie bei c-myc und p53 erst
induziert. Um eine Quantifizierung dieses Effekts vorzunehmen, wurden die Gelbilder
densitometrisch ausgewertet (vgl.[Abbildung 25).

Bei der entsprechenden Untersuchung von malignen B-Zellen aus MALT-Typ Lymphomen
zeigten dagegen nur 2 Falle (H4145/91, H3302/88) eine vergleichbare Expressions-
steigerung unter T-Zell-Einfluss. In den Fallen 4579/94 und H1851/95 war nur noch eine
teilweise Expressionssteigerung der Gene caspase-3, c-myc und p53 zu finden, wahrend
bei H4364/94 und 22903/96 keinerlei T-Zell-Einfluss mehr nachweisbar war. Insgesamt
gesehen ergab sich jedoch bel den hier untersuchten Genen kein Expressionsmuster, das

etwa die apoptose-resistenten malignen B-Zellen charakterisieren wiirde.
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Abbildung 25:

Densitometrische Auswertung der Genexpression maligner B-Zellen aus MALT-Typ
Lymphomen, die 24 Stunden ohne (-T) oder zusammen mit T-Zellen (+T) kultiviert
wurden. Der T-Zdll-Einfluss fuhrte entweder zur Expressionssteigerung aller untersuchten
Gene (A, Patient H4145/91) oder zur Expressionssteigerung nur eines Teils der unter-
suchten Gene (B, Patient H1851/95) oder aber es war bel keinem der untersuchten Gene
eine Expressionssteigerung festzustellen (C, Patient H4364/94).
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8. Einige maligne B-Zellen exprimieren mRNA fir
|6sliches Fas (soluble Fas, sFas), jedoch kein Protein

Die weiteren Untersuchungen zu den Ursachen der Apoptose-Resistenz maligner B-Zellen
konzentrierten sich auf das Fas-Molekul dieser Zellen. Beim Nachweis der mRNA fir Fas
wurde in einigen Fallen neben dem erwarteten PCR-Produkt von 1003 bp noch ein zu-
séitzliches Transkript gefunden (Fas-63, vgl. [Abbildung 26). Dieses war um 63 bp kleiner
und trat bei zwel von vier untersuchten MALT-Typ Lymphomen auf, sowie bel den beiden
untersuchten DLBL. In normalen Gedéchtnis-B-Zellen dagegen war es nicht nach-
zuweisen. Die direkte Sequenzierung des kleineren Transkripts zeigte, dass der Bereich
zwischen Exon 5 und 6 fehlte, der normalerweise die Transmembrandomane von Fas
codiert (vgl. . Dieses Fas-Transkript wurde in der Literatur as Spleil3-
variante von Fas beschrieben und codiert |6sliches Fas (soluble Fas, sFas), das anti-
apoptotisch wirken kann (Cascino et al. 1995).

Wenn nun die gefundene Spleil3variante der Fas mRNA in das entsprechende Protein sFas
umgesetzt wird, misste auch sFas im Zellkulturiberstand der entsprechenden malignen B-
Zellen zu finden sein. Es wurde daher mittels Immunoprazipitation versucht, das etwa
40 kD grofle sFas aus dem Kulturiberstand der Zellen auszufdllen und im Western Blot
nachzuweisen. Fur beide Schritte wurde ein fur sFas spezifischer Antikorper verwendet,

der in einem Vorversuch rekombinantes humanes sFas bis zu einem Minimum von 100 ng

detektierte (vgl. |Abbildung 28). In den verschiedenen Zellkulturilberstdnden konnte
dagegen kein sFas nachgewiesen werden (vgl. |Abbildung 29). Die Detektion einer Protein-
bande bei ca. 35 kD trat auch in der Negativkontrolle auf und ist daher moglicherweise auf

eine unspezifische Reaktion des Antikdrpers mit Proteinen des fetalen Kaberserums, die

im Zellkulturmedium enthalten waren, zurtickzufUhren.
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MALT-Typ Lymphome DLBL
1 2 3 4 5 N 6 7 N
1003 bp e :
940 bp i = a .
Abbildung 26:

RT-PCR zur Untersuchung der Fas-Expression in normalen und malignen B-Zéellen.
In den Spuren 4, 5, 6 und 7 tritt ein um 63 bp kleineres Fas-Transkript auf.

1: Gedéchtnis-B-Zellen.

2: H4145/91, 3: 4579/94, 4:H1851/95, 5:H3302/88.

6: H4365/94, 7: H4590/96.

N: Negativkontrolle.

Exon 5 Exon 6

FA S BB, A . % GTG *

Abbildung 27:

Ausschnitt aus der cDNA-Sequenz von Fas. Dem kirzeren Fas-Transkript (Fas-63)
fehlen das letzte Codon von Exon 5 und alle Codons bis auf das letzte von Exon 6. Bei
diesem Bereich handelt es sich um die Transmembrandoméne von Fas.
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0 1 10 100 500ng

40 kD — . SF3S

Abbildung 28:

Western Blot zur Sensitivitat der Immunoprazipitation von sFas. Die angegebenen
Mengen an rekombinantem humanen skas (Pharmingen, Hamburg) wurden mit Hilfe eines

fUr sFas spezifischen Antikorpers (G254-274, Pharmingen, Hamburg) aus 1 ml Wasser
ausgefallt.

MALT-Typ Lymphome  DLBL

40kD —

Abbildung 29:

Immunopr&zipitation von sFas aus dem Zellkultur iberstand normaler Gedachtnis-B-
Zellen und maligner B-Zellen. Die gesuchte Proteinbande tritt nur in der Positivkontrolle
(P) auf; hier wurden 100 ng rekombinantes humanes sFas aus 1 ml Zellkulturmedium
ausgefdlt. Die in den Spuren 1 — 7 auftretende Bande knapp oberhalb von 40 kD ist auch
in der Negativkontrolle (N) zu finden und représentiert moglicherweise eine unspezifische
Reaktion des verwendeten Antikorpers mit Proteinen des Zellkulturmediums.

1: Gedéchtnis-B-Zellen

2: H4145/91, 3:4579/94, 4: H1851/95, 5: H3302/88

6: H4365/94, 7: H4590/96.
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9. MALT-Typ Lymphome weisen Mutationen in Fas
Transkripten maligner B-Zellen auf

Bel finf MALT-Typ Lymphomen und finf DLBL wurden Fas-Transkripte maligner B-
Zellen kloniert und sequenziert (vgl. [Tabelle 6). Dabei lag der Schwerpunkt auf der Unter-
suchung des intrazelluléaren Anteils von Fas mit der signaltransduzierenden Todesdomane.
Die fur die PCR-Reaktion verwendete Tag-Polymerase hatte in unserem experimentellen
System eine empirisch ermittelte Fehlerrate von 0,17 % (C. Knérr, pers. Mitteilung). Um
PCR-Artefakte auszuschlief3en, wurden fir die Sequenzauswertung nur solche Mutationen
berticksichtigt, die in mindestens zwei der untersuchten cDNA-Klone eines Patienten oder
aber in cDNA-Klonen verschiedener Patienten auftraten: zeigt, dass das
Codon 23 in den Patienten H3302/88 und H6006/95 in mehreren Klonen von der gleichen
Mutation betroffen ist, wahrend die Codons 43 bzw. 57 nur in jeweils einem Patienten und
auch nur in einem cDNA-Klon mutiert sind. Die Mutationen in den Codons 43 und 57
wurden daher nicht berticksichtigt.

Jeder der untersuchten Patienten besal’ zwischen einer und sieben Mutationen in den Fas-
Transkripten maligner B-Zellen (vgl. [Tabelle ). In den beiden untersuchten MALT-Typ
Lymphomen mit apoptose-sensitiven malignen B-Zellen (H4145/91, 4579/94) wurden eine
bzw. drei Mutationen gefunden. In den drei MALT-Typ Lymphomen mit apoptose-
resistenten malignen B-Zellen (H6006/95, H1851/95, H3302/88) waren es dagegen drei bis
sieben Mutationen. Bel den DLBL traten zwischen einer und funf Mutationen auf.
Insgesamt waren es 20 verschiedene Punktmutationen, davon wurden acht jeweils nur in
einem Patienten gefunden, wéahrend zehn jewells gleiche Mutationen in zwei Patienten und
dierestlichen zwel Mutationen jeweilsin drei Patienten auftraten (vgl..

Von den 20 verschiedenen Punktmutationen fihren zwolf zu einem Aminosaureaustausch
bei der Trandation, wahrend sechs Mutationen die dritte Position eines Codons betrafen
und damit ohne funktionelle Konsegquenz bleiben (silent mutations). Eine Mutation ersetzt
das Codon 152 durch ein Stop-Codon, was bei der Tranglation zu einem trunkierten Protein
fuhrt. Die Insertion eines zusétzlichen Nukleotids (A) nach Codon 284 fihrt zu einer
Verschiebung des Leserasters, zum Einbau von 19 anderen Aminosauren und daran

anschlief3end zu vorzeitiger Termination der Trandation.
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Ein beschriebener Fas-Polymorphismus bel Codon 198 (Fiucci und Ruberti 1994) wurde in

sechs der zehn untersuchten Patienten gefunden und ist hier nicht al's Mutation aufgefuhrt.

Tabelle6:

Sequenzierte Klone von Fas-Transkripten und gefundene M utationen

Patient Sequenzierte Klone gefundene Mutationen (n)
extrazelluldre/intrazellulare Doméne
AS
gesamt | Austausc | silent
h
MALT-Typ Lymphome
H6006/95 22/ 34 6 6 0
H1851/95 17/15 3 1 2
H3302/88 12 /35 7 4 3
4579/94 6/18 3 3 0
H4145/91 0/10 1 0 1
DLBL
22903/96 4/ 30 5 4 1
H4487/97 0/12 2 2 0
H4365/94 4/4 4 3 1
H5503/96 0/4 2 1 1
H4590/96 8/13 1 1 0
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Codon 23 43 57

Fas ... AGG AAG ACT ... TTC TGC CAT ... GAC TGC ACA ...
H3302/88

032 ... mm e e L e e e s
094 ... =-- mm e e Com e e e s
096 ... === =G =-- .. ommm e e o
098 ... === =G -m- .. ommm e e e s
142 .. see meeomme L eeeoeeeeee L eee eee e
144 .. cee mme mme L eeeeeeeee L eee e oaes
148 ... === =G --- .. mee omee omee L eee eee e

H6006/95

048 ... =-- mmm e L e e e o
050 ... --- mmm e L e e e e o
187 ... -ee mee omee L eee oeeeoeee L een Ceo-e-
189 ... ses mee omme L eee oeeeoeee L eee e e
I
1 S
R
<
4 Y
7

Abbildung 30:

Ausschnitt aus der Nukleotidsequenz klonierter Fas-Transkripte maligner B-Zellen
der Patienten H3302/88 und H6006/95. Codon 23 ist bei beiden Patienten in jeweils
mehreren Klonen von der gleichen Mutation betroffen. Die Codons 43 bzw. 57 zeigen
dagegen eine so genannte randomisierte Mutation, die bei den Patienten jeweils nur in
einem Klon auftritt und daher moglicherweise einen PCR-Artefakt darstellt. Die
Nummerierung der Codons erfolgte nach Itoh et al. (1991).
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Tabdle7:

Zusammenfassung aller gefundenen Fas-Mutationen in den untersuchten MALT-Typ
Lymphomen bzw. DLBL . Die Nummerierung der Codons erfolgte nach Itoh et a. (1991).
Mutationen wurden als ,, silent” bezeichnet, wenn die dritte Position eines Codons betroffen
war und es zu keinem Aminosaureaustausch kommt. Gleiche Mutationen, die in
verschiedenen Patienten und in mehreren cDNA-Klonen auftraten sind fett hervorgehoben.
Bel den Codons 225, 233, 255 und 248, die in anderen Tumoren bzw. autoimmunen
Syndromen Mutationen aufwiesen, ist der Hinweis auf die entsprechende Literatur

angegeben.
A. Mutationen, diein nur einem Patienten auftraten:
Codon | Nukleotidaustausch | Sequenz- | mutierte Klone/ Patient | Apoptose-
Aminosaureaustausch Nr. sequenzierte Klone Resistenz
27 A-G 64.1 2117 H1851/95 ja
silent 504
50 G- A 504 2/ 17 H1851/95 ja
Gly - Ser 176
152 G-T 036 2/4 H4365/94 ja
Glu - STOP 038
172 T-C 145/146 2/14 H3302/88 ja
Va - Ala 039
193 T-C 259/260 2/4 H5503/96 --
Ser - Pro 265/266
229 T-C 035 2/4 H4365/94 ja
Va - Ala 037
255 AT 035 2/4 H4365/94 ja
silent 037
Ala - Glu
(Leeet a. 1999b)
291 A-G 155/156 3/21 H3302/88 ja
silent 550
556
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B. Mutationen, diein zwei bisdrei Patienten auftraten:
Codon | Nukleotidaustausch | Sequenz| mutierte Klone/ Patient Apoptose-
Aminosaureaustausch|  Nr. sequenzierte Klone Resistenz
23 A-G 096
Lys — Arg 098
158
151 4/12 H3302/88 ja
458
460
462 3/22 H6006/95 ja
136 G- A
Gly - Arg
149/150 1/12 H3302/88 ja
237/238 1/22 H6006/95 ja
142 C_T
Thr - lle
105/106 1/4 22903/96 ja
201/202 1/8 H4590/96 nein
225 A-G
Thr - Ala
40 1/4 H4365/94 ja
252/253 1/12 H4487/97 ja
580
610 2/30 22903/96 ja
Thr - Pro
(Fisher et al. 1995;
Martin et al. 1999)
232 T-C
silent
091/092 1/15 H1851/95 ja
554 1/35 H3302/88 ja
233 T-C
Va - Ala
606 1/30 22903/96 ja
257/258 1/12 H4487/97 ja
silent
(Landowski et al.
1997)
237 T-C
silent
157/158
554 2/35 H3302/88 ja
267/268 1/10 H4145/91 nein
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Codon | Nukleotidaustausch | Sequenz| mutierte Klone/ Patient Apoptose-
Aminosaureaustausch|  Nr. sequenzierte Klone Resistenz
243 A-G
lle -Vva
426 1/34 H6006/95 ja
291/292 |1/ 18 4579/94 nein
248 A-G
Asn - Asp
417 1/34 H6006/95 ja
301/302 1/18 4579/94 nein
Asn - Lys
(Gronbaek et al.
1998)
252 A-G
silent
262 1/4 H5503/96 --
119/120 1/30 22903/96 ja
284 1-bp Insertion (A) | 291/292
299/300
303/304 3/18 4579/94 nein
430/431
446/447 2134 H6006/95 ja
320 A-C 430/431
STOP - Ser 438
439 3/34 H6006/95 ja
584
610 2/30 22903/96 ja
564 1/35 H3302/88 ja
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10. Zusammenfassende Er gebnistabelle

Tabelle8:

Apoptose-Resistenz und Gesamtzahl der gefundenen Fas-Mutationen im Zusammenhang
mit der jeweiligen Tumordiagnose des Patienten und einer beschriebenen chromosomalen
Trandokation t(11;18)(g21;921)

Nr Patient Diagnose/Stadium Apoptose- | Fas-Mutationen | t(11;18)*
Resistenz (n, gesamt)

1 | 457994 |[MALT-Lymphom/ --* nein 3 nein
2 10623/95 |MALT-Lymphom/ -- nein -- nein
3 | H3302/88 |MALT-Lymphom/ -- ja 7 ja
4 | HA4145/91 |MALT-Lymphom/ -- nein 1 ja
5 | H 70593 |[MALT-Lymphom/EIl 1 -- -- --
6 | H4364/94 |MALT-Lymphom/E]| 2 nein -- ja
7 | H1851/95 |MALT-Lymphom/ -- ja 3 ja
8 | H4236/95 |[MALT-Lymphom/EIl 1 -- -- --
9 | H5690/95 |[MALT-Lymphom/EIl 1 -- -- --
10 | H6006/95 |MALT-Lymphom/ -- ja 6 nein
11 | 22903/96 |DLBL/EIl1 ja 5 nein
12 | H4365/94 |[DLBL/EI?2 ja 4 nein
13 | H5030/94 |DLBL/EI1 -- -- --
14 | H1479/95 |[DLBL/EII1 ja -- nein
15 | H4590/96 |DLBL/EIII nein 1 nein
16 | H5503/96 |DLBL/EII1 nein 2 nein
17 | H4487/97 |DLBL/ -- ja 2 nein

L (Ott et al. 1997)

2 keine Daten
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V. Diskussion

1. Tumor-infiltrierende T-Zellen sind wichtige
Bestandteileder MALT-Typ Lymphome

Ein Charakteristikum von MALT-Typ Lymphomen ist der hohe Anteill von tumor-
infiltrierenden T-Zellen, die iberwiegend den Phanotyp von T-Helfer-Zellen (CD3", CD4")
besitzen (Knorr et al. 1999; Koulis et a. 1997). Dies ist insofern Uberraschend, as bel den
meisten soliden Tumoren und auch bei hochmalignen B-Zell-Lymphomen tumor-
infiltrierende T-Zellen mit cytotoxischem oder Suppressor-Phéanotyp (CD3", CDS8")
nachgewiesen wurden (Guidoboni et al. 1999; Wang und Rosenberg 1999). Was sind die
Grinde fur diesen Unterschied? Um dieser Frage nachzugehen, wurde in vorliegender
Arbeit der Antigen-Rezeptor (TCR) der tumor-infiltrierenden T-Zellen von MALT-Typ
Lymphomen untersucht. Dadurch war es moglich, das T-Zell-Repertoire im Tumorinfiltrat
verschiedener Patienten zu charakterisieren und den Einfluss von Antigen auf die
Ausbildung des T-Zell-Repertoires zu untersuchen. Die zundchst durchgefiihrte Ex-
pressionsanalyse der V[3-Ketten des TCR zeigte, dass stets ale 23 untersuchten Familien
von V[3-Ketten exprimiert wurden. Es gab somit keine Deletionen bestimmter V[3-Ketten,
wie sie etwa bel einer Stimulation mit Superantigenen auftreten wirden (Choi et al. 1989).
Damit kann ein bakterielles Superantigen (wie etwa Toxine von Staphylococcus aureus)
as stimulierendes Agens der T-Zellen ausgeschlossen werden. In der anschlief3enden
Analyse der antigenbindenden Region (CDR3) der V[3-Ketten wurden deren Lange und
relative Expressionshaufigkeit bestimmt. Wenn T-Zellen auf das Antigen treffen, welches
sie spezifisch erkennen, proliferieren sie sehr stark. Es kommt zur klonalen Expansion
dieser T-Zellen und die spezifische CDR3-Langenvariante dieses T-Zell-Klons tritt
dominant in Erscheinung (Puisieux et al. 1994). Die tumor-infiltrierenden T-Zellen aus
MALT-Typ Lymphomen aller untersuchten Patienten zeigten eine Vielzahl von klonalen
Expansionen, die je nach Patient in verschiedenen V (3-Familien auftraten. Diese Diversitéat
weist auf ein breit geféchertes Spektrum verschiedener Antigene hin, welche die tumor-
infiltrierenden T-Zellen der MALT-Typ Lymphome stimulieren konnten (Sensi und
Parmiani 1995). Bei den CDR3-Analysen ist der Vergleich von tumor-infiltrierenden T-
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Zellen mit T-Zellen aus der Peripherie des gleichen Patienten sehr wichtig. Damit kann
festgestellt werden, ob die Expansion von T-Zellen im Tumorinfiltrat spezifisch nur dort
auftritt, oder eine systemische Expansion von T-Zellen der Peripherie widerspiegelt
(Pannetier et al. 1995). So fiel beim Patienten H5690/95 folgende Beobachtung auf: einein
Tumor und Peripherie gleiche klonale Expansion hatte sich 15 Monate nach operativer
Entfernung des Tumors auch in der Peripherie zurlckgebildet. Dabei konnte nicht
unterschieden werden, ob eine systemische Expansion vorlag, die bis in das Tumorinfiltrat
reichte, oder genau umgekehrt eine tumorspezifische Expansion, die bis in die Peripherie
vordrang. Fur die Auswertung wurden daher nur klonale Expansionen berticksichtigt, die
ausschliedlich in den tumor-infiltrierenden T-Zellen auftraten. Um zu untersuchen, ob sich
unter dem offenbar sehr breiten Antigenspektrum auch eine gerichtete Antigenstimulation
verbirgt, war es notig, die CDR3 der tumor-infiltrierenden T-Zellen molekular zu
charakterisieren. Es gelang, Transkripte der V[32-Kette des TCR zu klonieren, sequenzieren
und die Aminosauresequenz der antigenbindenden Region CDR3 zu bestimmen. Dabei
wurden tumor-infiltrierende T-Zellen der MALT-Typ Lymphome H6006/95 und H1851/95
mit unterschiedlicher Lokalisation (Magen bzw. Schilddriise) und Vorlauferlasion
(Helicobacter pylori-assoziierte Gastritis bzw. Hashimoto-Thyreoiditis) untersucht. Die
Genescan-Analyse der V[32-Ketten zeigte nur im Patienten H1851/95 eine klonale T-Zéll-
Expansion. Die Klonierung der CDR3-Region der V[32-Ketten brachte im Vergleich zur
Genescan-Analyse einen zusétzlichen Informationsgewinn. In tumor-infiltrierenden T-
Zellen aus beiden Tumoren wurden gleiche V[32-J31.5 und V[32-J32.1-Rearrangements in
der CDRS3 gefunden. Diese Rearrangements wiesen auch jeweils die gleiche Gesamtlange
auf, jedoch war die Aminosauresequenz nicht Uber die gesamte Lange identisch. Es gab
jewells funf bzw. sieben unterschiedliche Aminosduren im Verbindungsbereich zwischen
V- und JB-Segment. Allerdings wurde gezeigt, dass bereits die CDR3-Lange alein ein
wichtiger Faktor fur die Antigenspezifitdt von T-Zellen ist (McHeyzer-Williams und Davis
1995). Die tumor-infiltrierenden T-Zellen aus den beiden unterschiedlichen MALT-Typ
Lymphomen besitzen daher Antigenbindungsstellen, die einander sehr &hnlich sind.
Vergleichbare Befunde wurden unter anderem auch bel chronischen Darmerkrankungen
beschrieben (Chott et al. 1996) und deuten darauf hin, dass die jeweiligen T-Zellen ein
gemeinsames Antigen erkennen (Oksenberg et a. 1993).

Wie konnte ein solches gemeinsames Antigen aussehen? Es kénnte zunéchst ein von dem

jeweiligen MALT-Typ Lymphom unabhangiges Antigen sein, beispielsweise ein Auto-
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antigen. Diese Mdglichkeit ist jedoch nicht sehr wahrscheinlich, da nur einer der beiden
untersuchten Patienten eine autoimmune Storung aufwies. Weiterhin kénnte es ein weit
verbreitetes bakterielles Antigen sein, das in beiden Patienten zu finden ist, etwa ein
Hitzeschockprotein von Helicobacter pylori (Kawahara et a. 1999; Kobayashi et al. 1998).
Es wurde in einem Einzelfall gezeigt, dass sich ein MALT-Typ Lymphom der
Speicheldriise, das sich auf dem Boden eines Sjogren-Syndroms entwickelt hatte, nach
einer Helicobacter pylori-Eradikation zurtickbildete (Alkan et a. 1996). Das kdnnte be-
deuten, dass Helicobacter pylori-Antigene T-Zellen aktivieren, welche dann in ver-
schiedenen Organen ein Mikromilieu etablieren, das ein Lymphomwachstum ermdglicht.
Jedoch mussten derart spezifische Antigene Auswirkungen auf die Antigenrezeptoren der
malignen B-Zellen zeigen und etwa eine Restriktion der verwendeten VH-Gene bewirken,
wie es bisher fir MALT-Typ Lymphome der Speicheldriise (Miklos et al. 2000), nicht aber
fUr gastrale MALT-Typ Lymphome nachgewiesen werden konnte (Hallas et a. 1998, C.
Knorr, pers. Mitteilung; Qin et al. 1997). Stattdessen wurde gezeigt, dass die Tumorzellen
gastraler MALT-Typ Lymphome Uberhaupt keine Antigene von Helicobacter pylori
erkennen, jedoch eine Reihe unterschiedlichster Autoantigene (Greiner et al. 1994a).

Eine wahrscheinlichere Erklarung fur die &hnlichen Antigenrezeptoren der tumor-
infiltrierenden T-Zellen ist daher die Erkennung der Tumorzellen an sich. Dies spricht fir
das Vorhandensein eines tumor-assoziierten Antigens auf malignen B-Zellen der MALT-
Typ Lymphome und fir eine potenzielle Antitumor-Aktivitét der tumor-infiltrierenden T-
Zellen. Jedoch erlauben die hier durchgefihrten molekularen Untersuchungen keine
Aussage darliber, wie die Antitumor-Aktivitét hier realisiert werden konnte. Es gibt dazu
zwei Moglichkeiten: die cytotoxischen T-Zellen (CD3", CD8") lysieren ihre Zielzellen mit
Hilfe von Perforinen und Granzymen (Kagi et a. 1994) und T-Helfer-Zellen (CD3*, CD4")
induzieren FasL/Fas-vermittelte Apoptose (Williams 1991). Die cytotoxischen T-Zellen
spielen bet MALT-Typ Lymphomen eine untergeordnete Rolle, da sie gegentber den T-
Helfer-Zellen in der Minderzahl vorliegen und auch nicht aktiviert sind (Knorr et al. 1999).
Daher kommen nur die T-Helfer-Zellen fur die Antitumor-Aktivitét in Frage. Wir haben
daher die tumor-infiltrierenden T-Zellen der MALT-Typ Lymphome im Hinblick auf ihre
Expression von mRNA fur FasL untersucht. Dabel konnte sowohl konstitutive FasL-
Expression in vivo as auch durch lonomycin induzierbare FasL-Expression in vitro

nachgewiesen werden.
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Nach den Ergebnissen unserer Untersuchungen gibt es also bel den tumor-infiltrierenden
T-Zellen der MALT-Typ Lymphome keinerlei Hinweise auf eine funktionelle Stérung im
Zusammenhang mit der Antigenerkennung (Kudoh et al. 1995; Wang et al. 1995) oder der
cytotoxischen Funktion (D'Elios et a. 1999). Vielmehr besitzen die T-Zellen antigen-
induzierte klonale Expansionen und die mutmal3iche Fahigkeit, tumorassoziiertes Antigen
zu erkennen. Von anderen Autoren wurde dartiber hinaus gezeigt, dass sie in vivo aktiviert
vorliegen und Immunkompetenzmarker exprimieren (Haedicke et a. 1999). Offenbar
werden die T-Zellen durch Antigen stimuliert und schaffen durch die Expression von
CD40L und anderer kostimulierender Molekile (Knérr et a. 1999) ein Milieu, das die
Proliferation von malignen B-Zellen fordert. Sind die T-Zellen dadurch fur die Aufrecht-
erhaltung des Tumorwachstums verantwortlich? Nachdem sie jedoch auch FasL expri-
mieren, waren sie in der Lage Uber den Fas-Rezeptor Apoptose in den malignen B-Zellen
zu induzieren. Tatsachlich jedoch findet Apoptose in MALT-Typ Lymphomen in vivo nur
in sehr geringem Ausmal} statt (Du et al. 1996). Diese Befunde veranlassten uns, die
malignen B-Zellen im Hinblick auf die Funktionalitét ihrer Fas-Rezeptoren ndher zu

untersuchen.

2. Die Resistenz gegentber Fas-vermittelter Apoptose
konnte auf Mutationen in den FasTranskripten
maligner B-Zellen zur Gckzufihren sain

Schon seit langerem wird der Zusammenhang von Autoimmunitdt mit dem Auftreten
bestimmter maligner Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) beschrieben (Greiner et al. 19944,
Greiner et a. 1994b; Greiner et a. 1996; Miller-Hermelink und Greiner 1992). Neben
algemeinen Veranderungen weisen gerade MALT-Typ Lymphome der Schilddriise und
Speicheldriise eine enge Verbindung zu Hashimoto-Thyreoiditis bzw. dem Sjogren-
Syndrom auf, welche der Lymphomgenese oft viele Jahre voraus gehen (Greiner und
Muller-Hermelink 1996). Parallel zu diesen Beobachtungen fand man, dass bestimmte
autoimmune Syndrome wie das Canale-Smith Syndrom (Vaishnaw et a. 1999) und das
autoimmune lymphoproliferative Syndrom ALPS (Sneller et a. 1997) mit Lympho-

proliferation schon in jungen Jahren der Patienten einher gehen und auf angeborene
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Defekte der Fas-vermittelten Apoptose zurlickzufihren sind. Insbesondere wurden
Mutationen im Fas-Gen der Lymphozyten identifiziert, die offensichtlich zu einer
funktionellen Inaktivierung des Fas-Rezeptors fuhren (Fisher et a. 1995; Rieux Laucat et
al. 1995). Es wurde dann in spéteren Arbeiten gezeigt, dass die zu Aminosaureaustauschen
fuhrenden Punktmutationen in der extrazellularen Doméne des Fas-Rezeptors die Bindung
von FasL und in der intrazelluldren Doméne die Bindung des Adaptorproteins FADD
stéren (Bettinardi et al. 1997; Sneller et al. 1997; Vaishnaw et al. 1999). Damit wird ein
Todessignal nicht mehr in die Zelle weitergeleitet und die Zelle Uberlebt. Fas-Mutationen
sind jedoch nicht auf autoimmune lymphoproliferative Syndrome beschrankt. Sie wurden
auch in den malignen Zellen einer Vielzahl verschiedener Tumoren gefunden, wie etwa der
adulten T-Zell-Leukémie (Maeda et al. 1999) und dem multiplen Myelom (Landowski et
a. 1997), sowie in soliden Tumoren, wo der Antell von Fallen mit Fas-Mutationen von
6,8 % bel Melanomen (Shin et al. 1999), Uber 7,7 % in Lungenkarzinomen (Lee et al.
1999b) bis hin zu 28 % in Blasenkarzinomen (Lee et a. 1999a) reichte. Eine erste Studiein
einem groflen Kollektiv verschiedener NHL dokumentierte Fas-Mutationen in den
Tumorzellen in 16 von 150 Fallen (Gronbaek et al. 1998). Auffadlig war der hohe Antell
von Fas-Mutationen in MALT-Typ Lymphomen, wobel allerdings nur eine geringe Anzahl
von Fdlen (n=3) untersucht wurde. In der vorliegenden Arbeit wurden ausschliefdich
zehn MALT-Typ Lymphome bzw. extranodale gastrale DLBL auf Fas-Mutationen
untersucht. Dabei wurden in alen Féllen insgesamt 20 verschiedene Punktmutationen in
den Fas-Transkripten maligner B-Zellen gefunden. Ein Vergleich mit bisher publizierten
Fas-Mutationen zeigt, dass vier dieser 20 Mutationen in Codons auftreten, die auch in
autoimmunen Stérungen bzw. Tumoren betroffen waren. Im Einzelnen waren dies bei
autoimmunen Syndromen das Codon 225 (Fisher et a. 1995; Martin et a. 1999) und in
anderen Tumoren die Codons 233 (Landowski et a. 1997), 248 (Gronbaek et al. 1998) und
255 (Lee et al. 1999b) (vgl. [Tabelle 7). Die Mutationen selbst waren aber stets andere als
die in vorliegender Arbeit gefundenen; dies kdonnte ein Hinweis auf eine sehr grol3e
Variationsbreite in den Fas-Mutationen sein. In unserer Studie zeigten evolutionar
hochkonservierte Bereiche der Todesdomédne wie das Codon 256, das in einem
follikularem Lymphom und die Codons 262 und 283, die in zwel DLBL mutiert waren
(Gronbaek et al. 1998), keine Veranderungen. Ein Vergleich mit den bisher bei MALT-Typ
Lymphomen beschriebenen Mutationen zeigt sowohl Unterschiede as auch

Gemeinsamkeiten. Es wurden bisher zwei Félle mit einer Deletion des Exons 8, und ein
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Fall mit dem Aminosdureaustausch Asn — Lys am Codon 248 beschrieben (Gronbaek et
al. 1998). In der vorliegenden Arbeit konnte zwar in keinem Fall eine Deletion von Exon 8
nachgewiesen werden, jedoch in zwei MALT-Typ Lymphomen der Aminosdureaustausch
Asn - Asp am Codon 248. Dieses Codon konnte aso einen Mutations-Schwerpunkt
(hotspot) innerhalb der MALT-Typ Lymphome darstellen. Es liegt in der Todesdoméane
von Fas in unmittelbarer Nahe des Codons 244, das als die Bindungsstelle von FADD
identifiziert wurde (Huang et a. 1996). Codon 244 selbst war dagegen in keinem der hier
untersuchten MALT-Typ Lymphome bzw. DLBL mit einer Mutation betroffen. Die
Codons 23, 225, 284 und 320, die in mehreren der hier untersuchten Patienten mutiert
waren, konnten ebenfalls derartige Hotspots darstellen.

Haben die gefundenen Fas-Mutationen eine funktionelle Konsequenz fir die malignen B-
Zellen? Um dieser Frage nachzugehen, wurde eine in vitro T/B-Zell-Kokultur etabliert, die
eine funktionelle Untersuchung der Fas-Induktion durch FasL erlaubte. Normale
Gedachtnis-B-Zellen bzw. maligne B-Zellen aus MALT-Typ Lymphomen und DLBL
wurden fr 24 Stunden mit aktivierten, FasL-exprimierenden T-Zellen kokultiviert, dann
wurde die Fas-Expression und der Prozentsatz Uberlebender B-Zellen gemessen. Das
System wurde am Verhalten der normalen Gedachtnis-B-Zellen geeicht. Diese Zellen
zeigten in der T-Zell-Kokultur erwartungsgemal? gesteigerte Fas-Expression und erhdhte
Apoptoserate gegeniber den B-Zellen des parallelen Kontrollansatzes ohne T-Zellen
(Schattner et a. 1995): der Anteil Uberlebender B-Zellen verringerte sich deutlich von
40 % auf 14 %. Obwohl die malignen B-Zellen in alen Féalen in der T-Zell-Kokultur
ebenfals eine erhthte Fas-Expression zeigten, erwiesen sich nur vier von sieben MALT-
Typ Lymphomen und eines von sechs DLBL als &hnlich apoptose-sensitiv wie die
normalen Gedéchtnis-B-Zellen. Die restlichen drei MALT-Typ Lymphome und fiinf DLBL
zeigten keine erhohte Apoptoserate und wurden daher als apoptose-resistent bezeichnet.
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit friheren Untersuchungen an malignen B-Zellen
verschiedener NHL, darunter auch vier DLBL, die sich ale als resistent gegen die Fas-
vermittelte Apoptose erwiesen (Plumas et a. 1998). In einigen Falen der in meiner Arbeit
untersuchten apoptose-resistenten malignen B-Zellen (H6006/95, H3302/88, 22903/96 und
H4365/94) scheinen die T-Zellen sogar einen positiven Einfluss auf deren Uberleben zu
haben, dain der T-Zell-Kokultur prozentual mehr Zellen Uberlebten as im Kontrollansatz
ohne T-Zellen. Auffallig ist alerdings, dass bel den DLBL (mit Ausnahme des einzigen

apoptose-sensitiven Falles H4590/96) schon im Kontrollansatz weitaus weniger maligne B-
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Zéellen ads bei den MALT-Typ Lymphomen Uberlebten, diese wenigen Zellen aber durch-
weg apoptose-resistent waren. Da Apoptose-Resistenz vor allem bel DLBL auftritt, kénnte
sie ein Charakteristikum fortgeschrittener Malignitét sein. Die Grenze zwischen normaler
Apoptose-Sensitivitét und aberranter Apoptose-Resistenz verlauft mitten durch die MALT-
Typ Lymphome; die drel apoptose-resistenten Fale (H6006/95, H1851/95, H3302/38)
konnten sich schon auf dem Weg hin zu hoherer Malignitét befinden.

Vierzehn der gefundenen 20 Fas-Mutationen fuhren zu einem Aminosdureaustausch und
konnten damit eine funktionelle Bedeutung besitzen. Die Mehrzahl dieser Mutationen (10
von 14) in den Codons 23, 50, 136, 152, 172, 193, 225, 229, 233 und 320 tritt tatséchlich
nur in den apoptose-resistenten malignen B-Zellen auf. Diese Mutationen sind Uber die
gesamte codierende Sequenz der Fas-Transkripte verteilt und konnten damit sowohl die
extra- als auch die intrazelluldre Doméane von Fas in ihrer Funktion einschrénken. Obwohl
jede dieser Mutationen nur in der Minderzahl der klonierten Fas-Transkripte auftritt, ist
eine funktionelle Storung des Fas-Rezeptors moglich, da mutierte Fas-Molekile in
dominant-negativer Weise wirken (Siegel et al. 2000).

Die Mutationen in den Codons 142, 243, 248 und 284 treten dagegen sowohl in apoptose-
sensitiven als auch apoptose-resistenten B-Zellen auf und sind damit offensichtlich nicht
fur Apoptose-Resistenz verantwortlich. Zusammenfassend bleibt also festzuhalten, dal3
Fas-Mutationen ein Charakteristikum maligner B-Zellen sowohl der MALT-Typ
Lymphome als auch der DLBL sind. Obwohl nicht jede Mutation notwendigerweise zu
Apoptose-Resistenz maligner B-Zellen fihrt, spricht das gehdufte Auftreten von
Mutationen in den apoptose-resistenten Féllen fur eine funktionelle Bedeutung.
Fas-Mutationen, die zu einem Funktionsverlust von Fas und damit zur Apoptose-Resistenz
von B-Zellen fuhren, wirden dem Fas-Gen die Eigenschaft eines Tumorsuppressors
zuschreiben (Peng et al. 1996), da Apoptose-Resistenz als Eigenschaft maligner Zellen
identifiziert wurde (Hanahan und Weinberg 2000). Ein Tumorsuppressor ist ein Gen,
dessen Inaktivierung zur Entstehung von Tumoren fhrt. In den Tumoren liegt oft nur noch
das inaktivierte Allel des Gens vor, wahrend das Wildtyp-Allel deletiert ist: es kommt zu
einem Verlust des normalen heterozygoten Zustands (loss of heterozygosity, LOH). In
soliden Tumoren wie Melanomen (Shin et a. 1999), Lungenkarzinomen (Lee et al. 1999b)
und Blasenkarzinomen (Lee et al. 1999a) hat man bereits LOH im Bereich des Fas-Gens
gefunden. Eine entsprechende Untersuchung von sieben MALT-Typ Lymphomen bzw.
DLBL dagegen ergab keinen LOH (Petr Starostik und Stephan Schwarz, pers. Mitteilung),
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das heilt beide Allele des Fas-Gens sind vorhanden. Wie unsere Klonierungen der Fas-
Transkripte zeigten, sind stets Klone mit unmutierter Sequenz vorhanden, was ebenfalls
daflr spricht, dass nur ein Allel mutiert ist und dominant negativ wirkt (Gronbaek et al.
1998).

Interessanterwel se treten die Fas-Mutationen in den MALT-Typ Lymphomen und DLBL in
B-Zellen auf, die das Keimzentrum durchlaufen haben und damit ihre Immunglobulin-
Gene einer somatischen Hypermutation unterzogen haben. Vor kurzem wurde gezeigt, dass
dieser Hypermutationsprozef3 auch andere Gene betreffen kann, wie etwa bcl-6 (Peng et al.
1999; Shen et al. 1998). Bcl-6 ist ein Transkriptionsfaktor, dessen Expression fur die
Ausbildung von Keimzentren wichtig ist und als Marker fur follikulére und postfollikulére
B-Zellen dient (Ye et al. 1997). Die funktionelle Konsequenz der bcl-6 Mutationen ist noch
unbekannt, kbnnte aber in der Inaktivierung eines in reifen B-Zellen nicht mehr bendtigten
Gens liegen. Mutationen im bcl-6-Gen wurden in MALT-Typ Lymphomen und DLBL
gefunden (Capello et a. 2000). Mdglicherweise stehen auch die Fas-Mutationen der
MALT-Typ Lymphome und DLBL in einem Zusammenhang mit der somatischen
Hypermutation in den Vorlaufern der malignen B-Zellen. Die Fas-Mutationen kénnten
dann, in Abhéngigkeit davon welches Codon sie betreffen, zu einer Funktionsstérung des
Fas-Rezeptors fuhren. Dies ware eine mdgliche Erklérung fur die in den funktionellen
Analysen beobachtete Apoptose-Resistenz maligner B-Zellen.

Aber es gibt noch eine Reihe weiterer denkbarer Mechanismen der Apoptose-Resistenz.
Gerade bel B-Zellen kann allein Antigenstimulation am BCR zu Resistenz gegen Fas-
vermittelte Apoptose fuhren (Lagresle et al. 1996; Rothstein et al. 1995). Dieser
Mechanismus wirkt Uber das Protein c-FLIP (FLICE-(Caspase-8)-inhibitory protein),
dessen Expression durch BCR-Stimulation induziert wird und das die Aktivierung von
Caspase-8 verhindert (Wang et al. 2000). Bel unseren in vitro-Untersuchungen fand jedoch
keine Kostimulation am BCR statt. Theoretisch bestinde noch die Moglichkeit einer
verdnderten Signaltransduktion in den apoptose-resistenten malignen B-Zellen, die eine
Antigenstimulation am BCR vorspiegeln wirde. Bisher ist aber noch zu wenig Uber die
intrazelluldre Signalkette des BCR bekannt, um die Plausibilitdt dieser theoretischen
Uberlegung abschatzen zu kénnen (Plumas et al. 1998).

Ein weiterer Mechanismus der Apoptose-Resistenz ist die aberrante Expression bestimmter
zelluldrer Interaktionsmolekile in den malignen Zellen. Es wurde gezeigt, dass maligne B-

Zellen aus chronisch lymphatischen Leukamien (CLL) CD40L exprimieren und dadurch
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eine T-Zel-Stimulation simulieren, die sie vor Apoptose schiitzt (Schattner et al. 1998;
Younes et a. 1998). Bei MALT-Typ Lymphomen konnte dagegen klar gezeigt werden,
dass die malignen B-Zellen selbst nicht in der Lage sind CD40L zu exprimieren, dieses
Kooperationsmolektil jedoch von den tumor-infiltrierenden T-Zellen bereitgestellt wird
(Knorr et al. 1999). Ein weiterer, hypothetischer Mechanismus ist die aberrante Expression
von FasL in malignen Zellen. So sollten etwa Melanome (Hahne et a. 1996) und
Leberzellkarzinome (Strand et al. 1996) FasL exprimieren und angreifende T-Zellen
ihrerseits in die Apoptose schicken. Dies sollte zu einer immunprivilegierten Umgebung
des Tumors fuhren. In diesen Arbeiten wurde die FasL-Expression jedoch nur immun-
histochemisch nachgewiesen und heute werden an diesen Ergebnissen Zweifel gedul3ert, da
die seinerzeit verwendeten Antikorper wohl nicht FasL-spezifisch waren, was zu falsch-
positiven Ergebnissen gefuhrt haben konnte (Restifo 2000). Vor diesem Hintergrund
erscheinen Arbeiten, die eine FasL-Proteinexpression in normalen B-Zellen (Truman et al.
1997) oder malignen B-Zellen (Xerri et al. 1997) nachgewiesen haben, zweifelhaft. In einer
Untersuchung zum Nachweis von mRNA fir FasL mit Hilfe einer RT-PCR wurde bisher
alenfals eine sehr schwache FasL-Expression in normaen B-Zellen und malignen B-
Zellen eines Burkitt-Lymphoms gefunden (Daniel et al. 1997). Die Ergebnisse meiner
Arbeit zeigen dagegen keine Expression von FasL mRNA in malignen B-Zellen. Vielmehr
wurde deutlich, dass die im Tumorgewebe von MALT-Typ Lymphomen in vivo gefundene
MRNA fir FasL ausschlief3dlich von den tumor-infiltrierenden T-Zellen stammt.

Ein anderer, einfacher und regulierbarer Mechanismus der Resistenz gegeniber Fas-
vermittelter Apoptose ist die reduzierte oder fehlende Expression von Fas auf der Ober-
flache maligner Zellen. So wurde in einer Studie gezeigt, dass sieben von acht B-Zell-
Lymphomen keine konstitutive Fas-Expression in vivo aufweisen (Owen-Schaub et al.
1993). In vitro-Experimente mit Jurkat-Zellen zeigten, dass fortgesetzte Stimulation von
Fas mit Hilfe eines induzierenden Antikdrpers zu verminderter und schlief3dich vollstandig
fehlender Fas-Expression und génzlicher Apoptose-Resistenz fuhren kann (Martinez-
Lorenzo et al. 1998). Die hier untersuchten MALT-Typ Lymphome bzw. DLBL wiesen
dagegen nicht nur konstitutive, sondern meist auch durch T-Zell-Einfluss induzierbare Fas-
Expression auf. Nachdem die Fas-Expression gerade in den apoptose-resistenten DLBL
maximal und in den apoptose-resistenten MALT-Typ Lymphomen deutlich héher as in
den apoptose-sensitiven war, spielt die Fas-Expression fur die Apoptose-Resistenz hier

offensichtlich keine Rolle.
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Ein weiterer Mechanismus, um der Fas-vermittelten Apoptose zu entkommen, besteht in
der Produktion von l6slichem Fas (soluble Fas, sFas). Soluble Fas wird von der (malignen)
Z€lle sezerniert und wirkt dosisabhangig anti-apoptotisch, indem es FasL Moleklle abfangt
(Cheng et al. 1994). Die mRNA fir sFas wird durch alternatives Spleif3en der normalen
Fas-mRNA erzeugt. Man kennt bisher drel funktionelle Isoformen von sFas. Die haufigste
Isoform besitzt eine Deletion von Exon 6, so dass die letzten 5 AS der extrazellularen
Domaéne und 16 von 17 AS der Transmembrandoméne des Fas Molekils fehlen (Cascino
et al. 1995). Diese Isoform wurde im Uberstand von normalen aktivierten Lymphozyten
(Cascino et al. 1995), aber auch verstarkt im Uberstand verschiedener Zelllinien aus
soliden Tumoren (Midis et al. 1996) und aus B- und T-Zell-Leukémien (Knipping et al.
1995) nachgewiesen. Eine jUngere Untersuchung beschrieb sFas nur in T-Zel-
Lymphomen, nicht aber in B-Zell-Lymphomen (Y ufu et a. 1998). Die Expression von sFas
scheint bee MALT-Typ Lymphomen nicht fir die Apoptose-Resistenz in Frage zu
kommen, da zwar mRNA fir sFas durch eine hochempfindliche RT-PCR detektiert werden
konnte, der Proteinnachweis mittels Immunoprézipitation jedoch negativ blieb.

Letztlich kénnte eine Resistenz gegen Fas-vermittelte Apoptose auch durch eine Stérung in
der Fas-Signalkaskade bzw. dem komplexen Netzwerk der Apoptose-Regulation entstehen.
Nach einem apoptotischen Signal, das etwa durch die Aufnahme cytotoxischer Stoffe oder
Uber die Stimulierung des Fas-Rezeptors erfolgen kann, entscheidet erst eine komplexe
Interaktion verschiedener pro- und anti-apoptotischer Proteine, ob die Zelle tats&chlich in
Apoptose geht. Der Sinn des komplexen Regelmechanismus besteht fur die Zelle darin, in
ihrem jewelligen physiologischen Kontext verschiedene Stimuli miteinander zu ver-
arbeiten. Der Nachtell dieses Regelmechanismus liegt in der Gefahr, dassim Rahmen eines
malignen Prozesses einzelne Regelglieder aul}er Kontrolle geraten und beispiels-weise die
anti-apoptotischen Proteine bcl-2 und bcl-x, im Vergleich zum pro-apoptotischen Protein
bax Uberexprimiert werden, was dann zur Apoptose-Resistenz der Zelle fuhrt. Dies wurde
bisher fir maligne Zellen der chronisch lymphatischen Leukamie (McConkey et a. 1996)
und des follikuldren Lymphoms (Ghia et al. 1998) gezeigt. Unsere Untersuchungen zur
Expression dieser Proteine in malignen B-Zellen aus MALT-Typ Lymphomen ergaben
jedoch kein Expressionsmuster, das spezifisch die apoptose-resistenten malignen B-Zellen
charakterisieren wirde. Weitere Mechanismen setzen an der wichtigen Effektor-Caspase-3
an. In einem Experiment zur Selektion apoptose-resistenter Jurkat-Zellen zeigte sich, dass

diese ihre Expression von Caspase-3 einstellen konnen (Martinez-Lorenzo et al. 1998). In
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malignen B-Zellen von MALT-Typ Lymphomen dagegen war Caspase-3 auf mRNA- und
Protein-Ebene stets vorhanden, dartiber hinaus wurde ihre Expression in vier von sechs
Féalen durch aktivierte T-Zellen gesteigert. Die Ergebnisse vorliegender Arbeit geben also
keinen Hinwels auf einen Defekt in den hier untersuchten Bestandteilen der Fas-
Signalkasade in apoptose-resistenten malignen B-Zellen aus MALT-Typ Lymphomen. Am
Ende der Fas-Signalkaskade steht das Substrat Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP),
dessen Spaltung in zwei Fragmente ein direkter Hinweis fir eine stattfindende Apoptose
und damit fir das Funktionieren der Signal-kaskade ist. Auch in apoptose-resistenten
malignen B-Zellen aus zwel MALT-Typ Lymphomen wurde PARP-Spaltung gefunden,
nachdem die Zellen fur 24 Stunden in Kultur genommen worden waren. Offensichtlich
findet eine spontane Apoptose statt. In der Kokultur mit aktivierten T-Zellen dagegen
wurde die PARP-Spaltung der gleichen Zellen verhindert oder zumindest verzégert, was
auf die CD40-Ligation zurtickzufihren ist (An und Knox 1996). Diese Ergebnisse weisen
daher auf eine zumindest unterhalb von Fas funktionierende Signalkaskade hin, die ein
apoptotisches Signal anderer, einmiindender Apoptose-Wege bis hinunter zum PARP

welterleiten kann.
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3. Fas-Mutationen und Apoptose-Resistenz sind
Charakteristika der frithen MALT-Typ Lymphom-
genese

Dain der vorliegenden Arbeit Mutationen in den Fas-Transkripten maligner B-Zellen aller
untersuchten MALT-Typ Lymphome und DLBL gefunden wurden, koénnten die Fas
Mutationen einen frihen Schritt der Lymphompathogenese darstellen. Einige dieser
Mutationen konnten zu einer funktionellen Inaktivierung des Fas-Rezeptors fihren und
damit zu der in drei von sieben MALT-Typ Lymphomen und vier von funf DLBL
beobachteten Apoptose-Resistenz maligner B-Zellen beitragen. Aufgrund der Apoptose-
Resistenz kommt es zu einem verlangerten Uberleben der B-Zellen und damit im weiteren
Verlauf der Lymphomgenese zu einer erhohten Wahrscheinlichkeit des Erwerbs zusétz-
licher genetischer Aberrationen. Als Beispiele kennt man in seltenen Fallen bei MALT-Typ
Lymphomen bzw. DLBL die chromosomale Translokation t(1;14)(p22;932) (Wotherspoon
et al. 1992). Wesentlich haufiger ist dagegen die fiur MALT-Typ Lymphome spezifische
und in etwa 50 % aller Falle auftretende t(11;18)(g21;921) (Ott et a. 1997). In vorliegender
Arbeit konnte kein Fall mit einer t(1;14)(p22;032) untersucht werden, dagegen aber vier
MALT-Typ Lymphome mit einer t(11;18)(g21;g21). Interessanterweise wurde in jingster
Zeit bei dieser Translokation die Beteiligung des Gens fur den Apoptose-Inhibitor HIAP-1
nachgewiesen, dessen Produkt genau wie Fas eine Rolle in der Apoptose-Regulation der
Zelle spielt. Daneben ist in diese Trangokation noch ein Gen unbekannter Funktion
involviert, das als MLT bezeichnet wurde. Durch die t(11;18)(g21;g21) entsteht ein
HIAP-Y/MLT-Fusionsprotein (Dierlamm et al. 1999; Morgan et a. 1999), dessen
funktionelle Auswirkungen noch nicht bekannt sind. Denkbar wére jedoch, dass die Zellen
mit einer t(11;18)(g21;921) Apoptose-Resistenz besitzen. Bei den von mir untersuchten
vier MALT-Typ Lymphomen, die diese Translokation besal3en, erwiesen sich allerdings
nur 2 Fale (H3302/88 und H1851/95) als apoptose-resistent, wahrend die anderen beiden
Fale (H4145/91 und H4364/94) apoptose-sensitiv waren. HIAP-1 soll anti-apoptotisch
wirken, indem es die Spaltung und damit Aktivierung von Caspasen verhindert (Roy et al.
1997). Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit war die Spaltung der untersuchten
Caspasen-8, -3 und -1 jedoch unabhéngig vom Vorhandensein der t(11;18)(g21;921).
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Unsere Ergebnisse schlief3en alerdings nicht aus, dass ein HIAP-1/MLT-Fusionsprotein in
andere, von Fas unabhangige Apoptosewege der Zellen eingreift.

Auch bei der selteneren t(1;14)(p22;g32) ist mit bcl-10 ein Gen involviert, das eine Rolle
in der Apoptose-Regulation spielt und durch die Translokation moglicherweise seine
normale pro-apoptotische Funktion verliert. Unabhangig von der Translokation wurden in
jungster Zeit auch verschiedene Mutationen im bcl-10 Gen maligner B-Zellen aus MALT-
Typ Lymphomen und DLBL nachgewiesen (Du et a. 2000), die ebenfalls zu ener
Inaktivierung von Bcl-10 fuhren konnten. Interessanterweise wurden die Mutationen vor
allem in besonders aggressiven MALT-Typ Lymphomen des Magens gefunden, die nicht
auf eine Helicobacter pylori-Eradikation ansprachen (Du et a. 2000). Offensichtlich
treffen in MALT-Typ Lymphomen verschiedene Ereignisse mit dhnlichen Konsequenzen,
wie Fas-Mutationen, chromosomale Trans okationen und auch Mutationen im bcl-10-Gen,
zusammen oder interferieren miteinander. Letztlich verweisen sie aber alle auf eine
gestorte Apoptose in malignen B-Zellen als Prinzip der MALT-Typ Lymphomgenese.

Aus den bisherigen Befunden und den Ergebnissen der hier vorgestellten Untersuchungen
von malignen B-Zellen aus MALT-Typ Lymphomen bzw. DLBL und den entsprechenden
tumor-infiltrierenden T-Zellen &t sich folgendes Modell der frihen MALT-Typ
Lymphomgenese ableiten. Die aktivierten, tumor-infiltrierenden T-Zellen treten den
malignen B-Zellen der MALT-Typ Lymphome grundsétzlich januskopfig gegentber. Sie
koénnen die B-Zellen einerseits durch CD40-Ligation zum Wachstum anregen und anderer-
seits durch Fas-Ligation in die Apoptose treiben. Oftmals jedoch bleibt diese Kontroll-
funktion erfolglos, weil sich die malignen B-Zellen oder auch schon deren Vorlaufer durch
Apoptose-Resistenz der Fas-vermittelten Apoptose entziehen. Dadurch kénnen die B-
Zellen ihr Uberleben verlangern und dariiber hinaus in vermutlich parakriner Weise von
der T-Zell-Hilfe profitieren und es kommt zur Persistenz des Tumors. Bisher wurde dieses
Phdnomen so interpretiert, als leisteten die T-Zellen eine gewissermalien irrtiimliche
Uberlebenshilfe fir die malignen B-Zellen (Hussell et al. 1996). Das verlangerte Uberleben
der B-Zellen kann moglicherwelse auch zur Generierung autoreaktiver B-Zellen fuhren, die
nicht mehr eliminiert werden kénnen und vergroRRert die Wahrscheinlichkeit des Erwerbs
weliterer maligner Eigenschaften der B-Zellen.

Das Phanomen der Apoptose-Resistenz konnte weiterhin auch zur Erkldrung bisher
unverstandener klinischer Beobachtungen im Zusammenhang mit der Eradikation von

Helicobacter pylori bel gastralen MALT-Typ Lymphomen beitragen, so etwa der



Diskussion 97

Persistenz von einzelnen Tumorklonen noch Jahre nach erfolgreicher Eradikation (Thiede
et al. 1998). Auch das Versagen der Therapie mit der Folge einer Tumorprogression trotz
erfolgreicher Eradikation von Helicobacter pylori in etwa 20 % der Falle kdnnte bedeuten,
dass der Wegfall einer T-Zell-vermittelten Wachstumsstimulation fir die Tumorregression
dann nicht mehr ausreichend ist, wenn die B-Zellen schon Apoptose-Resistenz erworben
haben.
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V. Zusammenfassung

B-Zell-Lymphome vom mukosa-assoziierten lymphatischen Gewebe (MALT)-Typ sind die
grofite Gruppe der extranodalen Lymphome. Sie enstehen vor dem Hintergrund einer
chronischen Entziindung, wie etwa einer Helicobacter pylori-assoziierten Gastritis im
Magen. Die Mechanismen der Lymphomgenese sind weitgehend unverstanden. Der
Befund, dass die malignen B-Zellen der MALT-Typ Lymphome autoreaktiv sind und durch
Antigen oder T-Zell-vermittelte Signale stimuliert werden, weist auf ein mogliches Ver-
sagen der T-Zell-Kontrolle hin. Zur Prifung dieser Hypothese wurden in der vorliegenden
Arbeit sowohl tumor-infiltrierende T-Zellen as auch maligne B-Zellen aus MALT-Typ
Lymphomen untersucht. Mit Hilfe von Expressionsanalysen der V[(3-Kette des T-Zell-
Rezeptors (TCR) wurden antigen-induzierte klonale Expansionen in den tumor-
infiltrierenden T-Zellen nachgewiesen. Weiterhin wurden @hnliche antigen-erkennende
Regionen (CDR3) des TCR in tumor-infiltrierenden T-Zellen aus zwei verschiedenen
MALT-Typ Lymphomen gefunden. Diese Ergebnisse charakterisieren die T-Zellen als
funktionell und auch als potenziell tumor-reaktiv. Um mdgliche Defekte bel malignen B-
Zellen zu untersuchen, wurde eine in vitro T/B-Zell-Kokultur entwickelt. Damit war es
moglich, die Interaktion des apoptose-induzierenden Oberflachenmolekiils FasL auf
aktivierten T-Zellen mit dem entsprechenden Todesrezeptor Fas auf malignen B-Zellen zu
untersuchen. Drei von sieben MALT-Typ Lymphomen und vier von finf DLBL erwiesen
sich as resistent gegen FasL-vermittelte Apoptose. Meine Untersuchungen deuten darauf
hin, dass hierfir eine mutationsbedingte funktionelle Inaktivierung des Fas-Rezeptors
verantwortlich ist. In Fas-Transkripten aler untersuchten malignen B-Zellen wurden
insgesamt 14 verschiedene Punktmutationen gefunden, die zu Aminosdureaustauschen bei
der Trandation flhren. Zehn dieser Mutationen waren mit der Apoptose-Resistenz
maligner B-Zellen assoziiert. Durch ergdnzende Untersuchungen konnten alternative
M echanismen der Apoptose-Resistenz wie etwa reduzierte Fas-Expression, Produktion von
|6slichem Fas (sFas) oder Stérungen in der Fas-Signalkaskade weitgehend ausgeschlossen
werden.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich folgender Schluss ziehen: Resistenz gegen FasL/Fas-
vermittelte Apoptose ist ein Mechanismus der friihen MALT-Typ Lymphomgenese und
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moglicherweise auf bestimmte Fas-M utationen zurlickzufhren. Durch Apoptose-Resistenz
entkommen die malignen B-Zellen der MALT-Typ Lymphome der vorhandenen T-Zell-
Kontrolle. Gleichzeitig nehmen sie die parakrin angebotene T-Zell-Hilfe solange in
Anspruch, bis sie vollige Autonomie erreicht haben. Durch das abnorm verlangerte
Uberleben der B-Zellen steigt dann die Wahrscheinlichkeit, weitere Aberrationen wie etwa
die in 50% aler Fdle auftretende Chromosomentransiokation t(11;18)(g21;021) zu

erwerben.



100 Summary

VI. Summary

The largest group of extranodal lymphomas are B cell lymphomas of mucosa-associated
lymphoid tissue (MALT)-type. They arise on the background of chronic inflammation, e.g.
the Helicobacter pylori-associated gastritis in the stomach. The mechanism of MALT-type
lymphomagenesis is till enigmatic. The finding of autoreactive malignant B cells which
proliferate in response to antigen and T cell-mediated signals may suggest a failure of T
cell control. For testing this hypothesis we examined both tumor-infiltrating T cells and
malignant B cells of various MALT-type lymphomas. By expression analysis of the T cell
receptor (TCR) VB chain we showed clona expansions of T cells due to antigenic
stimulation. Furthermore we found similar antigen-binding regions (CDR3) in the TCR of
tumor-infiltrating T cells in two different MALT-type lymphomas, that indicate potential
antitumor-reactivity of the tumor-infiltrating T cells. Furthermore we established an in
vitro T/B cell coculture assay for investigating the B cells and focused on the interaction of
the pro-apoptotic molecule FasL on activated T cells with its corresponding death receptor
Fas on malignant B cells. The malignant B cells from three out of seven MALT-type
lymphomas and four out of five DLBL were resistant to FasL/Fas-mediated apoptosis. My
results indicate that this is probably due to mutational inactivation of the Fas receptor. In
Fas transcripts of malignant B cells from al cases investigated, 14 different point
mutations leading to amino acid changes were found. Ten of these mutations were
associated with resistance to apoptosis of malignant B cells. Additional investigations
showed, that aternative mechanisms of resistance to apoptosis such as decreased
expression of Fas, production of soluble Fas (sFas) or an impaired signalling cascade
downstream of Fas were not operative. From the results we conclude the following:
Resistance to FaslL/Fas-mediated apoptosis is a mechanism of early MALT-type
lymphomagenesis that could be due to certain Fas mutations. By this mechanism the B
cells are able to escape T cell control while still receiving T cell help until they reach
autonomous growth. The prolonged survival of the B cells might increase the risk of
acquiring additional aberrations, such as the chromosomal translocation t(11;18)(g21;21)
which isfound in 50 % of al MALT-type lymphomas.
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VIIl. Anhang

AbkUrzungsver zeichnis

3 downstream (Orientierung am DNA-Strang)
5 upstream (Orientierung am DNA-Strang)
7-AAD: 7-Amino-Actinomycin D

A: Adenin

APS: Ammoniumpersulfat

AS: Aminosaure

ATP: Adenosintriphosphat

BCR: B cell receptor

bp: base pairs

°C: Grad Celsius

C: Cytosin

CD: cluster of differentiation

cDNA: copy DNA

CDR3: complementary determining region 3
CTP: Cytidintriphosphat

DEPC: Diethylpyrocarbonat

DLBL: diffuse large B cell lymphoma

dNTP: desoxy-Nukleosidtriphosphate

DTT: Dithiotreitol

EDTA: Ethylendiamintetraacetat

EtBr: Ethidiumbromid
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FACS:
FADD:
Fas:
FasL:
FCS:
HTC:

For:

GAPDH:

GTP:

IgD, IgM:

kD:

MALT:
MFI:

M-MLV:

MRNA:

NHL:

PAGE:
PARP:
PBS:
PCR:
PE:

Rev:

RT-PCR:

fluorescence activated cell sorting
Fas-associated protein with death domain
CD95, APO-1

CD95L,

fetales Kéberserum

Fluorisothiocyanat

forward (Orientierung eines PCR-Primers)

Erdbeschleunigung (g=9,81 m/s® ) oder Gramm
Guanin

Glycerina dehyd-3phosphat-dehydrogenase
Guanosintriphosphat

Immunglobulin D bzw. M

Kilodalton

mucosa-associated lymphoid tissue
mean fluorescence intensity
murine Moloney leukemia virus

messenger RNA

Non-Hodgkin-Lymphom

Poly-Acrylamid-Gel-Elektrophorese
Poly-ADP-Ribose Polymerase
phopspho-buffered saline
polymerase chain reaction

Phycoerythrin

reverse (Orientierung eines PCR-Primers)

reverse transcriptase polymerase chain reaction
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SDS:

Taq:
TBE:
TE:

TEMED:

TCR:

Tris;

TTP:

(UAVA

X-Gd:

sodium dodecy! sulfate

soluble Fas

Thymin

DNA-Polymerase aus Ther mophilus aquaticus
Tris-Borat-EDTA

TrisEDTA

N,N, N,N"-Tetramethylethyldiamin

T cell receptor

Trishydroxyaminomethan

Thymidintriphosphat

unit (Einheit der Enzymaktivitét)

ultraviolett

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galactopyranosid

Abktrzungen fir Aminosauren:

A Ala |Alanin
C Cys Cystein
D Asp |Asparaginsaure
E Glu Glutaminsaure
F Phe Phenylalanin
G Gly Glycin
H His Histidin
I lle Isoleucin
K Lys Lysin
L Leu Leucin
M Met Methionin
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N Asn  |Asparagin
P Pro Prolin

Q GIn Glutamin

R Arg Arginin

S Ser Serin

T Thr Threonin
\Y Val Valin

W Trp Tryptophan
Y Tyr Tyrosin

Genetischer Code;

TTT F Phe TCT S Ser
TTC F Phe TCC S Ser
TTA L Leu TCA S Ser
TTG L Leu TCG S Ser
CIT L Leu CCT P Pro
CIC L Leu CCC P Pro
CTA L Leu CCA P Pro
CTG L Leu CCG P Pro
ATT | lle ACT T Thr
ATC | Ile ACC T Thr
ATA | lle ACA T Thr
ATG M Met ACG T Thr
GIT V Vval GCT A Ala
GIC Vv Vval GCC A Al a
GTA V Vval GCA A Al a
GIG V Vval GCG A Al a

TAT
TAC
TAA
TAG

CAT
CAC

CAG

AAT
AAC

AAG

GAT
GAC

GAG

Y
Y

* STOP
* STOP

mmoOoO XXZ2Z2 OO0IT

Tyr
Tyr

H s
H s
dn
Adn

Asn
Asn
Lys
Lys

Asp

du
AQu

TGI C Cys
TGC C Cys
TA&A C Cys
TGG WTrp
CGI' R Arg
C&C R Arg
CA R Arg
CGG R Arg
AGI S Ser
AGC S Ser
AGA R Arg
AGG R Arg
GGr G dy
&CC GAdy
GGA G dy
GGG GAdy
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