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Theoretischer Hintergrund

1 Theoretischer Hintergrund

1.1 T-Zell Entwicklung

1.1.1 T-Zellen

T-Lymphozyten (oder T-Zellen) spielen eine zentrale Rolle bei der zellularen
Immunantwort. Sie erkennen Fremdantigene, die auf der Oberflache von
korpereigenen Zellen prasentiert werden und entwickeln nach Antigenkontakt
verschiedene Effektorfunktionen. Man unterscheidet zwei Klassen von T-Zellen: Die
sog. zytotoxischen T-Zellen eliminieren virusinfizierte Zellen und die sog. T-Helfer-
Zellen aktivieren B-Zellen und Makrophagen.

T-Zellen, die im Thymus gereift sind, aber noch keinen Kontakt mit einem Antigen
hatten (naive T-Zellen), wandern fortwahrend vom Blut in die peripheren
lymphatischen Gewebe aus um dann erneut zu rezirkulieren. Nach Erkennung eines
Antigens in  Form eines kleinen Peptidfragments, das an ein
Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC)-Molekul gebunden ist, verbleiben sie in den
lymphatischen Geweben und proliferieren und differenzieren dort zu sog.
Effektorzellen.

Die meisten T-Zellen sind o/B-T-Zellen (siehe 1.1.2) und halten sich in sekundaren
lymphatischen Organen auf, wo sie eine zentrale Rolle bei der adaptiven
Immunantwort spielen, wahrend y/5-T-Zellen, nur einen sehr viel kleineren Anteil (1-
5%) der T-Zellen in peripheren lymphatischen Organen und im Blut ausmachen,
jedoch bis zu 50% der intraepithelialen T-Zell-Population darstellen. Die Funktion der
v/86-T-Zellen ist noch weitgehend unklar, ihnen wird bislang eine Rolle bei der
Immunregulation, speziell bei parasitaren Erkrankungen, wie auch bei der Einleitung
einer Immunantwort durch o/f-T-Zellen zugesprochen'.

Da fur die hier vorliegende Arbeit hauptsachlich o/p-T-Zellen relevant sind, soll im
Folgenden vor allem auf diese weiter eingegangen werden.

Unter den reifen o/p-T-Zellen unterscheidet man im Wesentlichen CD4" und CD8" T-
Zellen. CD4 bindet auf antigenprasentierenden Zellen an das MHC-II-Molekadil,
wahrend CD8 das MHC-I-Molekul erkennt. Mit Viren oder intrazellularen Bakterien
infizierte Zellen prasentieren Peptide dieser Krankheitserreger, die sich im Zytosol

vermehren, Uber ihre MHC-I-Molekiile zytotoxischen CD8" T-Zellen, die diese Zellen

1



Theoretischer Hintergrund

nach spezifischer Antigenerkennung eliminieren. CD4" T-Zellen hingegen sind
spezialisiert auf die Erkennung von Krankheitserregern, die sich in intrazellularen
Vesikeln von Makrophagen vermehren oder aus der extrazellularen Flussigkeit
aufgenommen wurden und von den befallenen Zellen prasentiert werden. Sie kdnnen
andere Effektorzellen des Immunsystems, wie B-Zellen und Makrophagen

aktivieren'.

1.1.2 Der T-Zell-Rezeptor (TCR)

T-Zellen sind durch heterodimere membrangebundene Rezeptoren (o/f und v/5)
gekennzeichnet, die mit dem CD3-Komplex assoziiert exprimiert werden. Vom TCR
hangen Entwicklung, Aktivierung und Lebensdauer der T-Zellen ab.

Die meisten T-Zellen besitzen einen o/B-TCR, der aus den beiden entsprechenden
Untereinheiten zusammengesetzt ist. Dieser erkennt ein Antigen nicht im nativen
Zustand, sondern nur, wenn es an ein MHC-Molekill gebunden ist. Als Korezeptor
zur Verstarkung der T-Zell-Antwort agiert CD4 oder CD8.

Der aus den v/6- Untereinheiten zusammengesetzte TCR bindet andere Liganden,
darunter Nichtpeptidliganden, und unterliegt wahrscheinlich auch nicht der MHC-
Restriktion.

Jeder Mensch besitzt eine grof3e Vielfalt an verschiedenen TCR, die durch
Umordnung von Gensegmenten der verschiedenen TCR-Untereinheiten (TCR-
Ketten) zustande kommt', um das groBe Spektrum an verschiedenen Antigenen

erkennen zu konnen.

1.1.2.1 Die Umordnung der T-Zell-Rezeptor-Gene

Die ao- und B-Ketten des TCR bestehen aus einer variablen (V-) Region am
Aminoterminus und daran anschlieend einer verbindenden (J(joining)-) und einer
konstanten (C-) Region. Die TCRp-Kette enthalt zusatzlich noch eine ,diversity“ (D-)
Region. Diese Regionen werden von Gruppen von Gensegmenten kodiert, aus
denen jeweils ein Segment wahrend der Entwicklung der T-Zelle durch somatische
Rekombination ausgewahlt und miteinander verknlipft wird (das sog.
Rearrangement)”.

Das Gen fur die TCRp-Kette, die fur die hier vorliegende Arbeit von Bedeutung ist,
besteht aus 65 V-, 2 D-, 13 J- und 2 C-Segmenten. Aufgrund der Ahnlichkeit auf

Nukleotidebene werden die 65 V-Segmente in 32 Subfamilien unterteilt, die zwischen
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einem und 9 Mitgliedern besitzen. Von diesen sind 46 Segmente aus 25 Subfamilien
funktionell, die Ubrigen sog. Pseudogene. Aufgrund dieser Variabilitat sind die
einzelnen Mitglieder der Subfamilien durchschnittlich in etwa 5% der peripheren
reaktiven T-Zellen nachweisbar. (Tabelle 1, Abbildung 1)*°.

An der Verbindungsstelle zwischen dem V- und D-, bzw. dem D- und J-Gensegment
werden zudem noch Nukleotide eingefiigt bzw. deletiert, was zu der eigentlichen
Vielfalt der TCR fuhrt, weshalb dieser Bereich als hypervariable Region (CDRS3-
Region) des TCR bezeichnet wird und das Zentrum der Antigenbindungsstelle bildet.
Dieses Prinzip der Genumlagerung gilt im Wesentlichen fur alle TCR-Ketten. Der
TCRa-Locus enthalt ebenfalls eine groRe Anzahl von V-Segmenten, jedoch viel mehr
J- und keine D-Segmente (Tabelle 1). Die Kombination aus einer a- und einer -
Kette tragt zusatzlich zu der hohen Gesamtvielfalt dieser TCR bei. Die hierdurch

mdgliche Anzahl verschiedener o/B-TCR betragt rechnerisch 108 ™.

Element a B
V-Segmente 54 (44 funktionell) | 65 (46 funktionell)
D-Segmente 0 2
J-Segmente 61 13
Verbindungsstellen 1 2
Junktionale Diversitat (a/f gemeinsam) ~2x10™

Gesamtvielfalt (a/B gemeinsam) ~10™

Tabelle 1: Anzahl der verschiedenen a- und B-TCR-Gensegmente und die daraus entstehende TCR-
Vielfalt*®".

Bei der B-Umlagerung werden zuerst die D- mit den J-Gensegmenten und
anschliellend die V- mit den DJ-Gensegmenten verknupft. Wird auf Anhieb keine
funktionelle Kette gebildet, hat die Zelle die Moglichkeit zu drei weiteren
Umstrukturierungen, da es zwei D-Gensegmente und zwei Satze von J-
Gensegmenten gibt. Offenbar findet bei nicht-funktioneller TCRB-Umlagerung zuerst
ein komplettes Rearrangement auf dem anderen Allel statt, bevor auf dem ersten
erneut umgelagert wird’. Eine funktionelle Umlagerungen der B-Kette fiihrt in den
allermeisten Fallen zum sog. Allelausschluss, d.h. ein weiteres Rearrangement auf
dem anderen Allel wird unterbunden, womit eine duale TCR-Expression und damit

das Vorhandensein bispezifischer T-Zellen verhindert werden soll.
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Eine funktionell (mit dem Leseraster kompatibel) rearrangierte 3-Kette wird zunachst
mit einer a-Ersatzkette (pTa) als sog. pra-TCR an der Zelloberflache exprimiert. Dies
unterbindet weitere Umlagerungen und gibt das Signal zur Proliferation, zur
Expression der Korezeptoren und schlieBlich zur Umordnung der a-Kettengene'=.
Aufgrund der vielen verschiedenen V- und J-Gensegmente der a-Kette kdnnen hier
zahlreiche aufeinander folgende Genumordnungen stattfinden, so dass nach und
nach verschiedene oa-Ketten mit ein und derselben B-Kette als Partner exprimiert
werden. Dabei wird Uberpruft, ob der jeweilige a/p-TCR den korpereigenen MHC
erkennt. Dieser Vorgang, wird so lange fortgesetzt bis entweder eine positive
Selektion erreicht wird, oder die Zelle in Apoptose geht1.

Die Organisation und Umlagerung der TCRy- und TCRé-Loci, auf die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit allerdings nicht naher eingegangen werden soll, ahnelt
derjenigen der TCRa- und TCRB-Loci, sie besitzen jedoch beide wesentlich weniger
V-Segmente. Die Gene der 5-Kette befinden sich innerhalb des a-Locus, so dass

jede a-Umordnung zum Verlust des 6-Locus auf dem entsprechenden Allel fuhrt.

| Keimbahn-DNA TCR« |

Rekombination

‘ Umgeordnete DNA ‘

Transkription
Spleiken

Translation

Translation

Spleiken

Transkription

‘ Umgeordnete DNA ‘

Rekombination

| Keimbahn-DNA TCRg |

T Dg1 JBT DE2 B2

Abbildung 1: Umordnung und Expression der Gene fir die TCR a- und p-Kette. Uberarbeitet nach

Janeway et al.
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1.1.2.2 Modelle zur Bestimmung der a/B- bzw. y/é-Linienzugehdrigkeit

Im Hinblick auf die Regulationsmechanismen, die daflir verantwortlich sind, ob sich
eine T-Zelle zu einer a/p- oder einer y/5-T-Zelle entwickelt, gibt es verschiedene
Theorien, aber noch kein allgemeingiiltiges Konzept'#%92,

Derzeit werden im Wesentlichen drei Modelle, wie T-Zellen sich zu o/p- oder y/3-T-
Zellen entwickeln, diskutiert, wobei verschiedene Untersuchungsergebnisse jeweils
fur, aber auch gegen die einzelnen Theorien sprechen.

Das erste Modell geht davon aus, dass ein funktionelles Rearrangement der
entsprechenden Ketten bzw. die Expression des pra-o/p-TCR oder des y/6-TCR die
Linienzugehorigkeit bestimmt. Variationen dieser Theorie sind einerseits, dass die 3-
Kette erst rearrangiert wird, wenn das y/6-Rearrangement nicht erfolgreich war, und
andererseits, dass die Loci simultan rearrangiert werden, und das zuerst erfolgreiche
Rearrangement die Zugehorigkeit definiert. Allerdings mussten im ersten Fall in o/p-
T-Zellen vorwiegend nicht-funktionelle y/6-Rearrangements vorliegen und in y/5-T-
Zellen kein rearrangiertes pB-Gen, wahrend im zweiten Fall Uberwiegend nicht-
funktionelle Rearrangements der irrelevanten Loci zu erwarten waren. Zu beiden
Varianten passt, dass kaum funktionelle y/6-Rearrangements in o/p-T-Zellen
gefunden wurden. Gegen diese Theorie spricht allerdings, dass abhangig von der
Zellpopulation in 30-70% der v/5-T-Zellen funktionell rearrangierte B-Gene und
mitunter sogar intrazellulare TCRp-Proteine in v/6-T-Zellen nachgewiesen werden
kénnen 893,

Das zweite Modell besagt, dass die Vorlauferzellen schon vor den Rearrangements
auf eine Linie festgelegt sind. Hierbei mussten funktionelle Rearrangements der
anderen Linie zufallig verteilt sein, was Rearrangementanalysen jedoch nicht
belegen konnten®%%3.

Nach dem dritten Modell, fiir das insbesondere neuere Untersuchungsergebnisse
sprechen, hangt die Entwicklungsrichtung von der Signalstarke des TCR ab. Starke
Signale begunstigen nach dieser Theorie eine v/5-, schwachere Signale eine o/fp-
Linienzugehorigkeit®?2.

Zusammenfassend ist derzeit allgemein akzeptiert, dass die Entwicklung der y/3-Linie
ein funktionelles TCRy- und TCRG&4-Rearrangement sowie ein TCRy/8-Signal
erfordert, wahrend die Entwicklung der o/B-Linie eine funktionelle B-Umlagerung mit

anschlieBendem pra-TCR Signal voraussetzt®.
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1.1.2.3 T-Zell-Rezeptor Signaltibertragungswege

Bindet ein Antigen, das vom TCR erkannt wird (siehe 1.1.3), an den
Rezeptorkomplex, wird eine Signalkaskade aktiviert.

Signale fur eine effiziente Reaktion der T-Zelle kann der TCR-Komplex nur
aussenden, wenn er mit den Korezeptoren CD4 oder CD8 interagiert, die ihrerseits
an MHC-II- bzw. MHC-I-Molekule binden. Dadurch kénnen CD4 bzw. CD8 und die
Tyrosinphosphatase CD45 in raumliche Nahe zueinander gebracht und die
rezeptorstandigen Proteintyrosinkinasen Lck und Fyn aktiviert werden, die
Tyrosinreste in den Carboxytermini des TCR- und CD3-Molekuls phosphorylieren.
Die phosphorylierten Tyrosinreste dienen als Bindungsstellen fur weitere Kinasen
und andere Signaltransduktionsmolekule, wie ZAP-70, LAT und SLP-76, die das
Signal verstarken und weiterleiten. Dabei bindet zum Beispiel SLP-76 an die
Phospholipase C-y (PLC-y) sowie an GEFs und Tec-Kinasen, die dadurch aktiviert
werden.

PLC-y spaltet ihrerseits Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) in Diacylglycerin
(DAG) und Inositoltriphosphat (IPs). DAG und Ca?* aktivieren die Proteinkinase C
und diese wiederum den Transkriptionsfaktor NFkB. IP; erhéht die Ca*
Konzentration in der Zelle und aktiviert so die Phosphatase Calcineurin, die ihrerseits
den Transkriptionsfaktor NFAT aktiviert. Die aktivierten GEFs aktivieren Ras,
wodurch eine MAP-Kinasen-Kaskade induziert wird, die wiederum zur Aktivierung
von Fos, einem Element des Transkriptionsfaktors AP-1, fuhrt.

Die am Ende der Signalkaskade stehenden Transkriptionsfaktoren induzieren eine
spezifische Gentranskription, die letztlich zur Proliferation und Differenzierung der T-
Zelle fiihrt (Abbildung 2)".
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Ca*

[ Calcineurin']l MI;K I
: boE Y
v i erx

| NF-ATc |
+

JHK
| NFxB | AP

Proliferation und Differenzierung

Abbildung 2: Vereinfachtes Schema der intrazellularen Signallibertragungswege, die durch

Aktivierung des TCR-Komplexes induziert werden.

1.1.3 T-Zell-Differenzierung/-Aktivierung

1.1.3.1 T-Zell-Reifung im Thymus

T-Zellen entstehen primar im Knochenmark, verlassen dieses jedoch noch als
Vorlauferzellen und reifen im Thymus. Bei der Reifung der T-Zellen durchlaufen
diese bestimmte Stadien, die durch das sukzessive Rearrangement und die
Expression der verschiedenen TCR-Gene sowie durch ein spezifisches
Expressionsmuster verschiedener anderer Oberflachenantigene (CD2, CD3, CD4,
CD8, CD44, CD25 und c-Kit) gekennzeichnet sind. Bestimmte Kombinationen von
Zelloberflachenmolekilen konnen folglich als Marker fur die verschiedenen T-Zell-
Entwicklungsstadien angesehen werden.

Die Vorlauferzellen im Thymus entwickeln sich durch Wechselwirkungen mit dem
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Thymusstroma zu Thymozyten der T-Zelllinie. Diese Zellen exprimieren zunachst
CD44 und etwas spater CD25. Anschliel3end beginnt die Umlagerung der TCR-Gene
(siehe 1.1.2.1) und CD44 bleibt schwach exprimiert, bis ein funktioneller TCR
exprimiert wird. Im Fall einer o/p-Linienzugehorigkeit der T-Zelle, die fur die
vorliegende Arbeit relevant ist, wird zunachst eine pB-Kette zusammen mit einer a-
Ersatzkette (pTa) und CD3 an der Zelloberflache exprimiert. Der Zusammenschluss
zum CD3/Pra-TCR-Komplex fuhrt dazu, dass die Zellen mit der Umlagerung des
Gens fir die p-Kette aufhdren, in den Zellzyklus eintreten und proliferieren. Dartber
hinaus kommt es zum Expressionsverlust von CD25 und c-Kit und zur Expression
von CD2 sowie spater von CD4 und CD8. Diese CD4"CD8" ,doppelt* positiven Zellen
lagern das TCRa-Gen um und exprimieren den o/fTCR-CD3-Komplex, woraufhin sie
selektioniert werden konnen (siehe unten). Die Zellen verlassen letztlich als CD4"
oder CD8" Zellen den Thymus. Die Thymozyten werden dabei nach der CD4-/CD8-
Expression grob in die Stadien: Doppelt negativ, doppelt positiv und einfach positiv
eingeteilt.

Nach der Expression des TCR wird der Rezeptor auf seine Antigen-
erkennungseigenschaften gegenuber Molekulen in seiner unmittelbaren Umgebung
hin Gberpruft. Die Spezifitat und Affinitdt des Rezeptors fir diese Antigene
entscheidet daruber, ob die Zelle Uberlebt und sich weiterentwickelt, oder ob sie in
Apoptose geht, ohne das Reifestadium erlangt zu haben. TCR, die mit kdrpereigenen
Antigenen nur schwach interagieren, Uberleben durch positive Selektion, die durch
Erkennung von Selbst-MHC/Selbst-Peptidkomplexen auf Thymusepithelzellen
zustande kommt und die Ubermittlung eines Uberlebenssignals zur Folge hat.
Autoreaktive TCR hingegen, die hoch spezifisch an kdrpereigene Antigene binden,
senden ein Signal aus, das zur Apoptose fluhrt, entsprechend einer negativen
Selektion. Die meisten T-Zellen sterben durch negative Selektion im Thymus, es

verlassen nur etwa 2-4% der T-Zellen den Thymus als reife T-Zellen'.

1.1.3.2 Antigenerkennung und Bildung von Effektorzellen

Positiv selektionierte T-Zellen reifen heran, verlassen den Thymus und rezirkulieren
im Blut bzw. den peripheren lymphatischen Organen, wo sie auf ihr spezifisches
Fremdantigen treffen und aktiviert werden kénnen. Treffen sie dort nicht auf ihr
spezifisches Antigen und werden nicht aktiviert, verlassen sie das Gewebe und

werden erneut durch Lymphe und Blut transportiert. Zytokine und Chemokine steuern
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die Fahigkeit der T-Zellen ihre verschiedenen Zielorte zu finden. Wenn eine naive T-
Zelle ihren Peptid/MHC-Liganden erkennt, wird die Assoziation zwischen den beiden
Zellen stabilisiert und die klonale Proliferation sowie die Differenzierung induziert. Die
hierdurch entstehenden Tochterzellen sind ,bewaffnete® T-Effektorzellen, die schnell
in Aktion treten kdnnen, wenn sie auf der Oberflache einer anderen Zelle (Zielzelle)
auf ihr spezifisches Antigen stol3en.

Das Erkennen des Peptid/MHC-Liganden durch den TCR reicht aber fur die T-
Zellaktivierung nicht aus, zusatzlich wird der kostimulatorische Rezeptor CD28
bendtigt. Die antigenprasentierenden Zellen sind dendritische Zellen, Makrophagen
und B-Zellen und exprimieren ihrerseits kostimulatorische Faktoren (vor allem B7.1
und B7.2) die an CD28 binden. Die naive T-Zelle wird nur dann aktiviert, wenn zur
gleichen Zeit dem TCR das spezifische Antigen und CD28 ein B7 Molekul prasentiert
wird. Dadurch wird die Synthese von IL-2 sowie des IL-2-Rezeptors induziert, was zu
einem vollstandigen Durchlaufen des Zellzyklus fuhrt, der durch Antigenkontakt nur
bis zur G1-Phase gelangt. Auf diese Weise kdnnen sich die aktivierten T-Zellen so
haufig teilen, dass aus einer Zelle Tausende von Tochterzellen entstehen. Darlber
hinaus fordert IL-2 auch die Differenzierung dieser Zellen zu bewaffneten T-
Effektorzellen.

Die wichtigsten Aufgaben von T-Zellen sind die Elimination Virus-infizierter Zellen
durch zytotoxische CD8'-T-Zellen und die Aktivierung von Makrophagen durch T-
Helfer-(Ty)1-Zellen, die zusammen die zellvermittelte Immunitat bilden sowie die
Aktivierung von B-Zellen durch Ty1- und Th2-Zellen. Letzteres fuhrt dazu, dass
verschiedene Antikérpertypen flr die humorale Immunreaktion gebildet werden
kénnen. Naive CD4"-T-Zellen differenzieren nach ihrer Aktivierung entweder zu Ty1-
oder Ty2-Zellen, die jeweils unterschiedliche Zytokine synthetisieren und sich daher
in ihrer Funktion unterscheiden. Welche Entwicklungsrichtung eine T-Zelle
einschlagt, hangt unter anderem davon ab, welche Zytokinexpressionsmuster durch
den Erreger induziert werden, welche Kostimulatoren benutzt werden und wie der
Peptid-MHC-Ligand aussieht.

Die Effektorfunktionen werden ihrerseits von dem Spektrum an Effektormolekilen,
die von den T-Zellen exprimiert werden, bestimmt. Zytotoxische T-Zellen
synthetisieren zytotoxische Effektormolekile (Perforin, Granzyme, FAS-Ligand
(FASL)) und Zytokine (IFN-y, TNF-o/B), wahrend Ty1- bzw. Tu2-Zellen Makrophagen-
bzw. B-Zell- aktivierende Effektormolekile (GM-CSF, CD40-Ligand, IL-4, IL-5) und

9
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andere Zytokine (IL-3, IL-10) exprimieren bzw. sezernieren.

Die wichtigsten Signale, die eine T-Zelle empfangt, und die Uber ihre Entwicklung,
Aktivierung und Lebensdauer entscheiden, hangen von ihrem TCR ab. Diese
Vorgange werden aber auch noch durch die Aktivierung weiterer Rezeptoren
beeinflusst, beispielsweise den IL-1-Rezeptor, den Toll-Rezeptor, oder andere
Zytokin-Rezeptoren, die ihrerseits den JAK/STAT-Signalweg aktivieren.

Nach der Elimination des jeweiligen Erregers werden die aktivierten T-Effektorzellen
nicht mehr bendtigt und das Ausbleiben der Antigenstimulation fihrt dann letztlich

zur Apoptose’.

1.1.3.3 Funktionelle T-Zell-Populationen

Geleitet durch lymphoide Chemokine, die ihre entsprechenden Rezeptoren auf der T-
Zelloberflache finden, zirkulieren reife naive T-Zellen kontinuierlich durch das Blut

10,11

und lymphatische Organe Die Expression des Chemokinrezeptors CCR7

ermoglicht den T-Zellen den Eintritt in die T-Zonen der Lymphknoten Uuber

hochendotheliale Venolen'®"3,

Diese und weitere, durch Antigenstimulation
hervorgerufene'*'® Veranderungen in der Expression bestimmter Oberflachen-
antigene, betreffen auch die CD45-Isoformen. Naive T-Zellen exprimieren CD45RA
aber nicht CD45R0O, wahrend T-Zellen, die bereits auf ihr Antigen getroffen sind, das

umgekehrte Expressionsmuster zeigen'®®

. Die CD27-Expression charakterisiert
weitere Untergruppen (Abbildung 3). CD27 ist in naiven T-Zellen schwach exprimiert
und wird nach Antigenerkennung hochreguliert. Im Verlauf der weiteren

Differenzierung geht die Expression irreversibel verloren'®?’

. Wahrend spaterer
Differenzierungsstadien wird die CD45-SpleilRvariante CD45RA in manchen Zellen,
vor allem in CD8" T-Zellen, erneut exprimiert, wahrend CD45RO nicht mehr
exprimiert wird?%2>14,

Der Differenzierungsprozess hangt hierbei letztlich von der Art der Stimulation ab.
Wenn die T-Zelle mit einer Antigenmenge stimuliert wird, die den Schwellenwert nicht
erreicht®®, oder polarisierende Zytokine wie IL-4 oder IL-12 - durch die sich die T-
Zelle entweder zu einer Ty1- oder Ty2-Zelle entwickelt - fehlen, dann proliferiert die
naive T-Zelle und entwickelt sich zur zentralen Gedachtniszelle (central memory,
Tcwm). Diese Zellen expandieren klonal und exprimieren kontinuierlich CD27 und
CCR7, was dazu fuhrt, dass sie in die T-Zonen der Lymphknoten gelangen, wo sie
von weiteren professionellen antigenprasentierenden Zellen stimuliert werden

kénnen™. Nach einer zweiten Begegnung mit dem Antigen kénnen Ty dendritische
10
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Zellen aktivieren, antigenspezifische B-Zellen unterstitzen oder eine neue Reihe von
Effektorzellen produzieren'. Diese Zellen besitzen somit die Eigenschaft sich selbst
zu erneuern und zu Effektorzellen zu differenzieren' >,

T-Zellen kdnnen durch entsprechende TCR Stimulation auch direkt zu Effektorzellen
differenzieren, die spater in Apoptose gehen oder sich zu Effektor-Gedachtniszellen
(Tem) entwickeln. Effektorzellen und Tegm exprimieren weder CD27 noch CCR7. Aus
diesem Grund zirkulieren sie nicht in die Lymphknoten zurtck, sondern verlassen
das Blut am Ort der Entziindung'®. Effektorzellen kénnen auf Antigene direkt
reagieren, wahrend Tgm, die keine unmittelbaren Effektorfunktionen besitzen, von
nicht-professionellen antigenprasentierenden Zellen aktiviert werden mussen. Diese
beiden Zelltypen exprimieren eine identische Kombination von Oberflachenantigenen
und unterscheiden sich nur durch diese funktionellen Charakteristika, so dass sie
allein anhand ihres Phanotyps nicht voneinander unterschieden werden konnen.
Lediglich graduelle Unterschiede der Bcl-2-Expression, die in Tgy zunimmt bzw. in
der Expression von FAS, die in Tgy abnimmt, kdnnen trotzdem Hinweise auf den

einen oder anderen Zelltyp geben™.

CCR7* CD45+R o
c CD27
O |Non-Effektor CCR7*
CD45RA" 8
CD45R0 ﬁ i O
OO | oy / Zentrale
CCRY/ 5 > Gedéchtniszelle
O\ g =
_ T Effektor-
T naiv g A Gedachtniszelle
g O
"] %
o))
= CCR7- CD45R0-
< | Effektor CO27
FAS
BCL-2

Abbildung 3: Veradnderungen im Phanotyp von reifen T-Zellen nach Antigenerkennung. Uberarbeitet

nach Sallusto und Geginat et al.™.
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Eine weitere Gruppe funktioneller T-Zellen sind die regulatorischen T-Zellen (Treg)
(friher Suppressor-T-Zellen). Diese kénnen die Proliferation und Funktion
autoreaktiver Zellen, wie aktivierte T- und B-Zellen und antigenprasentierende Zellen,
die die Toleranz gegenuber korpereigenen Zellen/Antigenen verloren haben,
unterdriicken®®. Neben ihrem suppressiven Potential bei Autoimmunreaktionen,
konnen Treg, von denen eine erhohte Anzahl und Aktivitat in verschiedenen

26-30

Tumoren gefunden wurde“”™", auch an der Progression maligner Neoplasien beteiligt

sein, indem sie die korpereigene Immunantwort gegenlber sog. Tumorantigenen
unterdriicken®"%2,

Treg exprimieren CD4, CD25 (IL-2Ra), FoxP3, CTLA4, CD62L, OX40, GITR, TGF-B,
CD95, PD-L1, HLA-DR, CD122 (IL-2Ry), CD45RO und einen o/B-TCR32332%34
FoxP3 ist ein Transkriptionsfaktor, der ausschlieRlich von Treg exprimiert wird®>
als transkriptioneller Repressor fungiert *® und dem eine Schliisselfunktion in der
Entwicklung und Funktion von Treg beigemessen wird®.

Neben naturlichen Treg existieren auch adaptive Treg, die erst nach Aktivierung
suppressive Eigenschaften erlangen. Adaptive Treg entwickeln sich in der Peripherie
und sind gewebe- bzw. fremdantigenspezifisch. Sie entwickeln sich durch niedrige
Antigendosen, Immuntherapie oder orale Toleranz, ein Mechanismus, der verhindert,
dass fremde Nahrungsproteine vom Immunsystem wie echte Pathogene behandelt
werden®¥33494%  Natiirliche Treg entstehen offenbar vorwiegend im Thymus und
zeigen eine Spezifitdt fur Autoantigene, die von Thymusepithelien prasentiert
werden. Beide Treg-Populationen agieren wahrscheinlich Zellkontakt- und Zytokin-
abhangig, wobei als mogliche suppressive Mechanismen dieser Zellen die
Herunterregulation kostimulatorischer Moleklle auf dendritischen Zellen, eine
Sekretion bestimmter Zytokine (vor allem IL-10 und TGFp), aber auch zytolytische
Mechanismen (FAS) diskutiert werden.

Als Hauptunterscheidungsmerkmal zwischen naturlichen und adaptiven Treg wird der
immunologische Kontext angesehen: Es wird angenommen, dass naturliche Treg am
effektivsten lokal antigenspezifisch an nicht-entzindlichen, autoreaktiven, sich
selbstlimitierenden Immunreaktionen mitwirken, wahrend adaptive Treg induziert
werden, um pathologische Immunantworten zu unterdricken und selbst-
zerstorerischen Entzindungsreaktionen (z.B. durch Mikroben, Transplantate,

Autoimmunerkrankungen) entgegenzuwirken46'49.
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1.1.4 Der FAS-Signalweg

Nach Beendigung der Immunantwort gehen die klonal expandierten T-Zellen in
Apoptose’. Die am besten untersuchte Art der Apoptose in T-Zellen wird iiber den
FAS-Rezeptor, der zur Familie der TNF-Rezeptoren gehc’jrt50, vermittelt. Im Verlauf
einer adaptiven Immunantwort wird in den T-Zellen normalerweise sowohl die
Expression von FAS als auch von seinem Liganden induziert, was autokrin oder
parakrin Apoptose auslost®'.

Alle Signalubertragungswege, die den programmierten Zelltod auslésen, fuhren zur
Aktivierung einer Reihe von Cysteinproteasen, den Caspasen’, die Peptidketten
hinter Asparaginsaureresten abspalten. Durch Wechselwirkungen des monomeren
FAS mit dem homotrimeren FAS-Liganden wird die Bildung von FAS-Trimeren
induziert, *.Im intrazytoplasmatischen Anteil besitzt der FAS-Rezeptor die sog. ,death
domain“ (DD), an die dann das intrazellulare Adaptermolekul FADD Uber seine DD
binden kann. Die Effektordomane von FADD rekrutiert die Procaspase 8 und/oder die
Procaspase 10. Damit ist der ,death inducing signaling complex® (DISC) entstanden.
Wird genugend aktive Caspase 8 generiert, kann diese die Procaspase 3 direkt
aktivieren und die Effektor-Caspase 3 entstehen lassen (Apoptosetyp 1). Wird
Apoptose in Lymphozyten durch Glukokortikoide, DNA-Schadigung oder
intrazellulare Signale ausgeldst, bildet sich der DISC nur eingeschrankt (Apoptosetyp
Il). Das schwache proapoptotische Signal kann dann Uber einen mitochondrialen
Weg verstarkt werden. Caspase 8 spaltet das proapoptotische Molekul Bid, das
daraufhin in der Mitochondrienmembran die Oligomerisation von Bax und/oder Bak
induziert. Dadurch werden proapoptotische Molekile, wie Cytochrom c, aus dem
mitochondrialen Membranzwischenraum freigesetzt. Cytochrom ¢ kann mit Apaf-1,
dATP und Procaspase 9 assoziieren und ein sogenanntes Apoptosom bilden. In
diesem Komplex wird die Procaspase 9 gespalten und aktiviert ihrerseits Caspase 3.
Dieser Signalweg wird von pro- und antiapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Familie
reguliert. Wahrend Bcl-2 antiapoptotisch wirkt, kann das proapoptotische Molekdl
Bim mit Bcl-2 oder seinen Homologen interagieren und deren antiapoptotische
Wirkung neutralisieren. Ein irreversibler Schritt der Apoptose ist die Aktivierung des
Caspase-Substrats DFF, das als Endonuklease die DNA degradiert®®®’.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der FAS-Signalwege. Apoptosetyp | (links) und Il (rechts).

Uberarbeitet nach Krammer et al.*®.

1.1.5 Der CTLA-4-Signhalweg

Ein weiterer wichtiger Signalweg zur Herunterregulation der T-Zellantwort ist der
CTLA-4-Signalweg. CTLA-4, ein Mitglied der Immunglobulin-Supergen- (CD28-)
Familie, deren variable, immunglobulinahnliche extrazellulare Domanen an Liganden
auf antigenprasentierenden Zellen binden, vermittelt koinhibitorische Effekte®® . Die
Aminosauresequenz von CTLA-4 zeigt eine etwa 30%ige Homologie zu CD28,
dessen Kostimulation flr die T-Zellaktivierung unerlasslich ist (siehe 1.1.3.2). CTLA-4
lasst sich in ruhenden T-Zellen nicht nachweisen und wird erst auf aktivierten T-
Zellen nach Antigenkontakt proportional zur Starke des TCR-Signals fur etwa 1-2
Tage® exprimiert. Dadurch dass CTLA-4 die Liganden B7.1/B7.2 von CD28 mit sehr

t62,63

viel hdherer Affinitat binde wird eine kompetetive Hemmung der Immunantwort

erreicht; ein Regulationsmechanismus, der zur peripheren Toleranz und zur
Beendigung einer T-Zell-Antwort beitragt®®.
CTLA-4 ist auch fur die Apoptose terminal differenzierter Lymphozyten

verantwortlich, wobei die genauen molekularen Mechanismen, die zur
14
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Apoptoseinduktion und Hemmung aktivierter T-Zellen fuhren, noch nicht vollstandig
geklart sind. Wenn CTLA-4 nach Ligandenbindung mit dem TCR ligiert®,
phosphorylieren Kinasen der Src-Familie (Lck, Fyn, Lyn) Tyrosinreste im
intrazytoplasmatischen Anteil von CTLA-4. Die entstanden Phosphotyrosine
rekrutieren u.a. die Phosphatasen SHP-2 und PP2A, die TCR-abhangige Signalwege
inhibieren, indem sie den CD3-Komplex und MAP-Kinasen dephosphorylieren. Durch
die Dissoziation von PP2A vom intrazellularen CTLA-4-Ende wird wahrscheinlich der
Proteinkinase B (PKB/Akt) Signalweg inhibiert und/oder die Aktivitat von Cbl-b und
Rap1 gesteigert. In der Folge werden die Transkriptionsfaktoren NF-xB, AP-1 und
NFAT nicht aktiviert und die Immunantwort supprimiert. Insbesondere PP2A scheint
ein attraktiver Kandidat fur die Transduktion der CTLA-4 vermittelten Signale zu sein,
da diese Phosphatase die Aktivitat der Proteinkinase B hemmen kann und damit
einen gut etablierten negativen Effekt auf Differenzierung und Zellwachstum
hat®®¢26%6T (Apbildung 5).
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Abbildung 5: TCR-Signalwege in Kombination mit kostimulatorischen (CD28- hellgrau) und
inhibitorischen (CTLA-4-) Signalwegen.

15




Theoretischer Hintergrund

Im Tiermodell entwickeln CTLA-4-defiziente Mause eine bereits in den ersten 3-5
Lebenswochen zum Tode fuhrende lymphoproliferative Erkrankung, die durch eine
zunehmende Akkumulation von T-Lymphozyten in peripheren Iymphatischen
Organen charakterisiert ist. Diese zeigen einen Phanotyp von aktivierten T-Zellen
und sind groRer als die T-Zellen in Wildtyp-Mausen. Das Verhaltnis von CD4" zu

|66,67

CD8" T-Zellen st allerdings norma Interessanterweise wird dieses

Krankheitsbild in CTLA-4" Mausen, die kein CD4 exprimieren oder deren CD28-

abhangige Kostimulation gestort ist, nicht beobachtet®'.

1.2 Periphere T-Zell-Lymphome (PTCL)

Periphere T-Zell-Lymphome (PTCL) sind Neoplasien des lymphatischen Systems,
die sich von reifen, postthymischen T-Lymphozyten ableiten. Da natirliche
Killerzellen (NK-Zellen) ontogenetisch nahe mit den T-Zellen verwandt sind, werden
Tumoren der NK-Zellen gemeinsam mit den T-Zell-Lymphomen klassifiziert®®.

An PTCL erkranken meist altere Patienten, Manner sind haufiger betroffen als

71 Die einzige Ausnahme ist das ALK1" (anaplastic lymphoma kinase)

Frauen
grol3zellig anaplastische Lymphom (ALCL), das vor allem bei Kindern und jungen
Erwachsenen beobachtet wird"2.

Die Patienten prasentieren sich Ublicherweise mit einer generalisierten
Lymphadenopathie im bereits fortgeschrittenen Stadium 11l oder IV, das Mediastinum
ist aber, im Gegensatz zu den T-lymphoblastischen Lymphomen der Vorlauferzellen,
selten involviert. Bei mehr als der Halfte der Patienten sind neben den Lymphknoten
auch extranodale Lokalisationen (Knochenmark, Milz, Leber) befallen”’. Ein Teil der
PTCL entstehen primar aullerhalb der Lymphknoten in der Haut, dem
Gastrointestinaltrakt, dem Respirationstrakt, der Leber, der Milz, den Knochen oder
dem Zentralnervensystem.

PTCL sind in Europa und der westlichen Welt mit einem Anteil von ungefahr 8% aller
Lymphome selten”’. Im Konsultations- und Referenzzentrums fiir Lymphknoten-
pathologie des Pathologischen Instituts der Universitat Wirzburg wurden zwischen
1986 und 2001 2753 der insgesamt 23881 untersuchten Lymphome (11,5%) als
PTCL diagnostiziert. Hiervon waren 36% periphere T-Zell-Lymphome, nicht weiter
spezifiziert (PTCL-NOS), 27% angioimmunoblastische T-Zell-Lymphome (AILT) und
10% ALCL.
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1.2.1 Atiologie

Die Atiologie der PTCL ist in der Gberwiegenden Mehrzahl der Falle noch ungeklart.
Bei etwa 15% der Patienten mit PTCL sind jedoch anamnestisch Erkrankungen des
Immunsystems oder lymphoproliferative Erkrankungen bekannt. Beispielsweise liegt
einem Teil der Enteropathie-assoziierten T-Zell-Lymphome eine glutensensitive
Zoliakie, bei der es sich um eine Autoimmunerkrankung handelt, als auslosender
Faktor zugrunde™ . Auch bei immunsupprimierten Patienten, beispielsweise nach
Organtransplantationen, werden gehauft T-Zell-Lymphoproliferationen beobachtet
(Ubersicht in).

Auch bestimmte Viren konnen in der Pathogenese von T-Zell-Lymphomen eine
grolRe Rolle spielen. So ist zum Beispiel das adulte T-Zell-Lymphom/Leukamie
(ATLL) mit dem humanen T-lymphotropen Virus 1 (HTLV-1) assoziiert. Insbesondere
in bestimmten Regionen Sudjapans und in der karibischen Bevolkerung afrikanischer
Abstammung ist ein grofler Teil der Einwohner mit HTLV-1 infiziert. In den
japanischen Endemiegebieten haben 8-10% der Bevdlkerung Antikdrper gegen
HTLV-1, wobei das Risiko seropositiver Patienten, an einem HTLV-1-assoziierten
ATLL zu erkranken, fiir Manner bei 7% und fiir Frauen bei 3% liegt®.

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) kann in fast 100% der insbesondere in Asien und
Mittel- bzw. Sidamerika haufigen nasalen T/NK-Zell-Lymphome nachgewiesen
werden, wenngleich seine genaue Rolle in der Pathogenese dieser Erkrankungen
noch nicht verstanden ist.””®'. Auch nodale PTCL sind in Siidostasien haufiger EBV-
assoziiert, als in Europa. Wahrend in einer Serie von 205 nodalen PTCL unseres
eigenen Materials lediglich zwei (1%) EBV-assoziiert waren, findet sich in einer
jungeren japanischen Studie unter 136 nodalen T-Zell-Lymphomen in 16% eine EBV-
Assoziation®.

Genetische Aberrationen sind in zahlreichen PTCL zu finden. PTCL-NOS und ALK
ALCL unterscheiden sich zwar hinsichtlich ihrer genetischen Aberrationen vom
Enteropathie-Typ des T-Zell-Lymphoms, von der T-Zell prolymphozytischen
Leukamie und vom ATLL, zeigen jedoch untereinander neben gemeinsamen auch
differente  Aberrationen. Auch zwischen AILT und PTCL-NOS konnten
unterschiedliche genetische Aberrationen gefunden werden, wahrend sich unter den
PTCL-NOS eine Gruppe abzeichnet, die rekurrente chromosomale Verluste von 5q,
12q und 10q aufweist®*®°. Fiir hepatosplenische y/8-Lymphome ist ein Isochromosom

7q als primére genetische Aberration typisch®”.
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Eine Analogie zu den B-Zell-Lymphomen, in denen die Immunglobulinleicht- oder
Schwerkettengene haufig Partner von Translokationen und einer konsekutiven
molekularen Dysregulation bestimmter Proteine sind, findet sich fur die TCR-Gene
nicht. Die chromosomalen Loci des TCRo/6-Gens (14q11), des TCRp-Gens
(7934~q36) und des TCRy-Gens (7g15) sind nur selten Partner chromosomaler
Translokationen in PTCL%%°, In lymphoblastischen Lymphomen der Vorlduferreihe
sind die TCR-Gene hingegen in 30% der Falle an chromosomalen Translokationen
beteiligt™.

Eine typische genetische Alteration in ALCL ist das Rearrangement t(2;5)(p23;935),

das zu einer Uberexpression der ALK-Kinase fiihrt (siehe Abschnitt 1.2.3.1).

1.2.2 Klassifikation peripherer NK/T-Zell-Lymphome

In der Vergangenheit wurden verschiedene Klassifikationen®>® fiir maligne
Lymphome vorgeschlagen, die das zum jeweiligen Zeitpunkt verfligbare Wissen
systematisch zusammengefasst haben. Die Prinzipien, nach denen klassifiziert
wurde, waren dabei durchaus unterschiedlich und anderten sich im Laufe der Zeit.
Idealerweise sind die Kategorien einer Klassifikation biologisch ,richtig®, in der Praxis
unterscheidbar (also diagnostizierbar) und therapeutisch/prognostisch relevant.

Nach der Entdeckung der Dichotomie des Immunsystems und der Unterscheidung
von T- und B-Zellen empfahl zuerst Cooper 1966, auch die Klassifikation maligner
Lymphome an dieser Unterscheidung zu orientieren®®. Bis sich diese biologische
Einteilung durchsetzte, vergingen jedoch noch mehrere Jahre.

Die in Europa gebrauchliche KIEL-Klassifikation der Non-Hodgkin-Lymphome (NHL)
klassifizierte in ihrer ursprunglichen Form von 1974 die NHL ausschlie3lich anhand
morphologischer Kriterien. Innerhalb der so definierten Kategorien wurde dann die
Abstammung von T- und B-Lymphozyten, soweit das damals moglich war,
beriicksichtigt™?’.

Erst als die KIEL-Klassifikation 1988 uUberarbeitet wurde, wurde die konsequente
Trennung der T- und B-Zell-Lymphome als ein grundlegendes Prinzip der

rt94,98

Klassifikation eingefuh . Dieser Ansatz war vorher auch durch Lukes und

Colling®1%

vertreten worden. Damit orientierte sich die Lymphom-Klassifikation an
den biologischen Verhaltnissen reaktiver Lymphozyten. Lymphome wurden anhand
der postulierten korrespondierenden Normalzelle klassifiziert und benannt, und B-

und T-Zell-Lymphome wurden einander hypothetisch gegenlbergestellt. Von den
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Autoren selbst wurde jedoch die Klassifikation insbesondere fur die T-Zell-Lymphome
als praliminar angesehen®, da keine ausreichenden Kenntnisse der postthymischen
T-Zell-Entwicklung vorhanden waren. Die relevanten Lymphozytenpopulationen
wurden erst in jungerer Zeit durch Antikdrper gegen Differenzierungsmolekile
immunhistochemisch unterscheidbar.

Einige grundlegende Konzepte der KIEL-Klassifikation waren anhand der haufigeren
B-Zell-Lymphome erarbeitet worden und lieRen sich nicht ohne weiteres auf die T-
Zell-Lymphome Ubertragen. Insbesondere war die klinische Gruppierung in niedrig-
und hochmaligne Lymphome fir die T-Zell-Lymphome umstritten. Anteile mit ,Zyten®
und ,Blasten®, also mit morphologisch niedrig- und hochmalignen Anteilen, konnen in
PTCL auch simultan vorkommen. Ferner wurde die bei B-Zell-Lymphomen
beobachtete Progression eines ,zytischen“ (niedrigmalignen) Tumors in einen
,blastischen® (hochmalignen) Tumor nicht gefunden, vielmehr sind PTCL durch eine
starke Variabilitat ihrer Morphologie und auch ihres Immunphanotyps
charakterisiert®. Wahrend die klinische Gruppierung in niedrig- und hochmaligne
Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) fur die B-Zell-Lymphome eine grofe Kklinisch-
therapeutische Relevanz hatte und bis heute die Struktur klinischer Studien in
Deutschland beherrscht, war das fur PTCL nicht der Fall. Daruber hinaus war die
KIEL-Klassifikation anhand nodaler Lymphome erarbeitet worden, so dass
extranodale Lymphome nur analog klassifiziert werden konnten, was die Erkennung
ihrer Besonderheiten erschwerte.

Die in den achtziger und frihen neunziger Jahren in Nordamerika vorherrschend
verwendete Lymphomeklassifikation, die ,Working Formulation for Clinical Usage* %,
basierte konzeptionell darauf, das Wachstumsmuster und die Zytologie der
Lymphominfiltrate am HE-Schnitt retrospektiv mit dem klinischen Verlauf zu
korrelieren. Inzwischen haben sich aber die Therapiemodalitaten fur Lymphome
geandert, so dass diese Kategorien nicht mehr prognostisch relevant sind. Da in
dieser Klassifikation der Immunphanotyp der Tumorzellen keine Rolle spielte, waren
T-Zell-Lymphome keiner eigenstandigen Kategorie zuzuordnen. Die diagnostische
Reproduzierbarkeit und die therapeutische Relevanz fir diese Lymphome war
deshalb gering”", so dass dieses Konzept inzwischen verlassen wurde.

Die derzeit gultige ,World Health Organisation® (WHO) -Klassifikation maligner
Lymphome (Tabelle 2) aus dem Jahr 2001%® basiert auf einem Vorschlag einer

internationalen Gruppe von Hamatopathologen, der ,Revised European-American
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Lymphoma*“ (REAL) -Klassifikation®. Sie lehnt sich konzeptionell stark an die Kiel-
Klassifikation an, da eine Klassifikation der malignen Lymphome anhand der
korrespondierenden Normalzelle angestrebt wird, allerdings werden jetzt neben den
Neoplasien der Lymphknoten auch extranodale Lymphome mit aufgelistet.

Die REAL- und WHO-KIlassifikation vertreten das Konzept, unterscheidbare Entitaten
zu definieren. Die einzelnen Entitaten sind durch ihre morphologischen,
immunphanotypischen, genetischen und klinischen Eigenschaften charakterisiert.
Zusatzlich zur Morphologie werden also auch die klinische Prasentation und
moderne Untersuchungsmethoden wie die Immunhistochemie und molekulare
Genetik in die Krankheitsdefinitionen integriert'®"'%%®®  Entitaten haben damit auch
therapeutische und prognostische Implikationen.

Innerhalb dieser Entitaten werden morphologische Varianten, klinische Subtypen und
verschiedene prognostische Faktoren beschrieben'®"1%2,

Die Klassifikation der PTCL gestaltet sich aber auch in der WHO-Klassifikation bis
heute schwierig, da Funktion und Entwicklungsstadien der postthymischen T-
Lymphozyten im Lymphknoten nur unzureichend zur Morphologie korreliert werden
konnen. Funktio-morphologische Einheiten, ahnlich den Follikeln des B-Zell-Systems,
bei denen die einzelnen Entwicklungsstadien der B-Zellen in ihrer Morphologie und
Lokalisation gut definiert sind, sind fiir die T-Zellen nicht bekannt'®,

So dominiert fur die Klassifikation der PTCL die klinische Prasentation, da andere
Parameter haufig unspezifisch sind und insbesondere Morphologie und
Immunphanotyp allein keine klinisch relevanten Gruppen definieren'®*®®. Anhand der
primaren klinischen Prasentation kann man innerhalb der T-Zell-Lymphome drei
Gruppen unterscheiden (Tabelle 2), namlich solche mit dominant nodaler,

extranodaler oder leukamischer Prasentation'0’:10%104.102.
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Pradominant nodal
PTCL-NOS

AILT

ALCL

Pradominant extranodal

Extranodales NK/T-Zell-Lymphom, nasaler Typ
Enteropathie-Typ des T-Zell-Lymphoms (+ Enteropathie)
Hepatosplenisches T-Zell-Lymphom

Subkutanes Panniculitis-ahnliches T-Zell-Lymphom
Mycosis fungoides

Primare kutane CD-30" T-Zell Lymphoproliferationen

Pradominant leukamisch, disseminiert
T-Zell Prolymphozytische Leukamie

T-Zell granulare lymphozytische Leukamie
Aggressive NK-Zell Leukamie

Sézary Syndrom

Adulte T-Zell-Lymphom/Leukamie (HTLV-1%)

Tabelle 2: WHO-Klassifikation der PTCL, mit Unterteilung nach der dominanten klinischen

Prasentation.

Die REAL- und WHO-Klassifikation verzichten auf zahlreiche morphologisch
definierte Kategorien der Kiel-Klassifikation, da sich diese als mangelhaft

19695 ynd klinisch nicht relevant’®'%" herausgestellt hatten. Stattdessen

reproduzierbar
wurde eine ,Entitat® der sogenannten nicht weiter spezifizierten PTCL (PTCL-NOS)
eingefuhrt, die als ,Sammeltopf‘ alle nicht besser definierten PTCL umfasst. Sie
korrespondiert zu zahlreichen eigenstandigen Kategorien der Kiel-Klassifikation, wie
dem kleinzelligen, gemischten klein- und grofRRzelligen und grofl3zelligen T-Zell-
Lymphomen, dem T-Zonen-Lymphom und dem Iymphoepithelioiden (Lennert)
Lymphom. Diese Kategorien werden als morphologische Varianten weitergeflhrt.
Zusammen stellen sie die grofdte Gruppe in unserem Material dar. Weitere haufige

Entitaten sind das AILT und das ALCL.
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1.2.3 Wichtige Subtypen nodaler PTCL

1.2.3.1 Grof3zellig anaplastisches Lymphom (ALCL)
ALCL wurden erstmals 1985 als distinkte Entitat der PTCL, die CD30 exprimiert,

beschrieben'®®. Die WHO-Klassifikation der malignen Lymphome®® unterscheidet
systemische und primar kutane Formen, wobei die systemischen 26% aller PTCL
ausmachen'%. Morphologisch dhneln die groBen polymorphen Tumorzellen den sog.
Reed-Sternberg-Zellen in  Hodgkin-Lymphomen und ihr Wachtumsmuster
unterscheidet sich von dem der meisten anderen PTCL (Abbildung 6). ALCL werden
aufgrund eines TCR-Rearrangements in den Tumorzellen als T-Zell-Lymphome
definiert'"°.

Inzwischen unterscheidet man ALCL mit einer Uberexpression der ALK-
Tyrosinkinase von Tumoren, die dieses Molekul nicht exprimieren. Diese
Uberexpression entsteht in den meisten Fallen durch die Translokation
t(2;5)(p23;q35), bei der das konstitutiv exprimierte Nucleophosmin-Gen mit dem ALK-
Kinase-Gen fusioniert'’’. Das entstehende Fusionsprotein fiihrt zu einer
unregulierten  Uberexpression der ALK-Kinase, einer Tyrosinkinase der

112114 "In einem kleineren Teil der Falle kénnen auch

Insulinrezeptor-Superfamilie
andere Translokationspartner fir das ALK-Kinase-Gen nachgewiesen werden
(Ubersicht in'"®), eine Uberexpression filhrt jedoch unabhangig von der zugrunde
liegenden Aberration zum gleichen Tumor und ist in etwa 50% der ALCL
nachweisbar''®''*. Die pathologische Expression der ALK-Kinase kann auch an
Paraffinmaterial immunhistochemisch mit dem Antikérper ALK1, der gegen die ALK-
Kinase Domane der Fusionsproteine gerichtet ist, detektiert werden.
ALK1" ALCL unterscheiden sich von den ALK1’, morphologisch identischen
Tumoren: ALK1" ALCL treten tiberwiegend bei Kindern auf und haben im Gegensatz
zu anderen systemischen T-Zell-Lymphomen bei aggressiver Chemotherapie eine
extrem gute Prognose mit einem 5-Jahres-Uberleben von etwa 80%. Demgegenber
treten ALK1" ALCL Uberwiegend bei alteren Patienten auf und haben eine ahnlich
schlechte Prognose wie andere PTCL"'"8,
Die wissenschaftlichen Ansatze vieler Arbeitsgruppen konzentrieren sich in den
letzten Jahren auf die molekularen Mechanismen der ALK-Uberexpression und ihre
biologischen = Konsequenzen, wahrend in ALK  Fallen der exakte
Transformationsmechanismus noch unbekannt ist''®. Somit fehlt ein einheitliches
Konzept fir ALK* und ALK ALCL.
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Abbildung 6: Typisches histologisches Bild eines nodalen ALCL (HE, links) mit Expression von CD30

in den Tumorzellen (CD30, rechts).

1.2.3.2 Angioimmunoblastisches T-Zell-Lymphom (AILT)

Eine neben dem ALCL ebenfalls gut definierte Entitat der nodalen PTCL ist das AILT.
Dieses Lymphom wurde ursprunglich als angioimmunoblastische Lymphadenopathie

120124 und zeichnet sich klinisch durch eine

mit Dysproteinamie (AILD) beschrieben
generalisierte Lymphadenopathie, Hepatosplenomegalie, Fieber, Hautausschlage,
Anamie und immunologische Abnormalitaten aus'. Histologisch ist die normale
Lymphknotenarchitektur durch ein diffuses Infiltrat aus kleinen, mittelgroRen und
groRen atypischen Lymphozyten, Plasmazellen, eosinophilen Granulozyten und
Histiozyten aufgehoben. Zusatzlich findet sich eine ausgepragte Proliferation von
hochendothelialen Venolen (Abbildung 7). Diagnostisch ist insbesondere die
Proliferation von Netzwerken follikularer dendritischer Zellen bedeutsam, die die AILT
von den PTCL-NOS unterscheidet'?*'?" (siehe Abbildung 7).

Lange Zeit gab es eine Kontroverse, ob die Erkrankung als Lymphom
121,122

123,125,126,124

oder pathologische Immunreaktion anzusehen ist, da die Patienten meist an
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121,122,127

schweren Infektionen und nicht am Lymphom selbst versterben In den

127-129

achtziger Jahren wurden jedoch chromosomale Aberrationen und klonal

130-136

rearrangierte TCR-Gene nachgewiesen , S0 dass die Erkrankung als ,T-Zell-

Lymphom vom AILD-Typ* in die Kiel-Klassifikation® und als AILT in spatere
95,68

Klassifikationen

aufgenommen wurde (siehe 1.2.2).

> i i "W

Abbildung 7: AILT (HE) mit prominenter ,ballen-artiger” Proliferation der follikuldren dendritischen
Zellen im Zentrum des Bildes.

Immunhistochemische Untersuchungen dieser Lymphome gestalteten sich jedoch
schwierig, da neben den Tumorzellen auch zahlreiche reaktive T-Zellen im Infiltrat
enthalten sind, und sich die ohnehin meist subtilen zytologischen Atypien speziell an
Gefriermaterial kaum dem immunhistochemischen Signal zuordnen lassen’®'3"143,
Deshalb verwundert es nicht, dass unterschiedliche Phanotypen der Tumorzellen
beschrieben wurden, wobei in der Mehrzahl der Untersuchungen, die Tumorzellen

als CD4"* und nur sehr selten als CD8"* angesehen wurden'#414%:134.146.135,147,70,148,137-

139,149,140-143,136_
Weitere Untersuchungen zur Phanotypisierung des AILT basieren auf Arbeiten von
Peter Isaacson und Ahmed Dogan'®, die in 19 von 20 Féllen eine Expression von
CD10 in den Tumorzellen beobachtet haben. CD10 ist ein Molekll, das
ublicherweise in unreifen T- und B-Lymphozyten, in follikularen B-Zellen, aber auch
in T-Zellen in frthen Stadien der Apoptose nachgewiesen wurde. CD10 hat eine
Endopeptidaseaktivitat, fir die verschiedene Funktionen diskutiert werden: CD10
kénnte einerseits Proteine mit proinflammatorischer Aktivitat spalten, die von
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apoptotischen Zellen freigesetzt werden und so vor einer Entzindungsreaktion
schitzen. Andererseits kdnnte CD10 aber auch proapoptotisch wirken, indem es

Zytokine degradiert, die einen Apoptose-protektiven Effekt haben''1%2.

1.2.3.3 PTCL-not otherwise specified (PTCL-NOS)

Die verschiedenen Erkrankungen, die in der Gruppe der PTCL-NOS
zusammengefasst sind, haben ein sehr unterschiedliches morphologisches Bild®.
Die Tumorzellen weisen irregulare, pleomorphe Zellkerne auf, die auch innerhalb
desselben Tumors variabel geformt sind und embryonenartig gefaltet sein kénnen.
Manchmal sind die zytologischen Atypien jedoch so gering, dass die Tumorzellen
von aktivierten T-Lymphozyten kaum oder gar nicht unterschieden werden kénnen®®.
Als recht spezifisches Merkmal kommen in PTCL haufig Zellen mit klarem
Zytoplasma vor, das sich in der PAS-Reaktion nicht anfarbt. Diese sog. Klarzellen
lassen bereits morphologisch an ein PTCL denken. Das inflammatorische
Begleitinfiltrat ist variabel, es enthalt aktivierte Venolen, eosinophile Granulozyten
und Histiozyten, aber auch zahlreiche kleine und aktivierte T-Zellen'39%154.155

Da die PTCL-NOS mit 36% aller T- und NK-Zell-Lymphome die grofdte Gruppe
darstellen, ware eine Subklassifizierung wiinschenswert. An Versuchen dazu hat es
nicht gemangelt. Wie oben ausgefuhrt (siehe 1.2.2), wurden in der Kiel-

Klassifikation'%%%*

zahlreiche Entitaten unterschieden, die nach der Zellgrofle
(kleinzellige, mittelgroRzellige und grof3zellige pleomorphe T-Zell-Lymphome), nach
dem Infiltrationsmuster (T-Zonen-Lymphom) oder nach einem prominenten
Hintergrundinfiltrat (lymphoepithelioides (Lennert-) Lymphom) bezeichnet wurden.
Auch wenn diese Kategorien weder ausreichend reproduzierbar, noch klinisch
relevant sind, um als diagnostizierbare Krankheitsentitaten in der WHO-Klassifikation
aufgelistet zu sein, handelt es sich doch um morphologische Spielarten innerhalb der
PTCL-NOS. Diese Varianten sind u.a. wichtig, um die verschiedenen histologischen

Erscheinungsformen der entsprechenden Entitat zuordnen zu kénnen.
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Abbildung 8: Typische Morphologie eines PTCL-NOS (HE) mit einem gemischten Infiltrat von

Tumorzellen, die zum Teil ein typisches klares Zytoplasma aufweisen, und relativ wenigen reaktiven
Zellen.
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2 Molekularbiologische und immunhistologische
Untersuchungen an ALCL, AILT und PTCL-NOS -
Kurzdarstellung und Diskussion der publizierten

Ergebnisse

2.1 Identifizierung der Tumorzellen in PTCL (Publikation 1)

PTCL wurden immunhistochemisch meist hinsichtlich ihrer Zugehorigkeit zur CD4-
bzw. CD8-Subpopulation und hinsichtlich zytotoxischer Eigenschaften untersucht.
Die publizierten Serien, die inzwischen mehr als 600 PTCL umfassen, zeigen eine
heterogene Datenlage'”70:198-160140161162 "y die Einteilung in CD4* und CD8*
Tumoren vornehmen zu kénnen, wurden die beiden Populationen haufig quantitativ
miteinander verglichen und die dominierende Population als neoplastisch
angesehen163’7°. Allerdings war in mehreren Serien das Verhaltnis zwischen CD4"
und CD8" Zellen ausgeglichen'®, so dass sich in einer Serie von 174 PTCL in 36%

R In einer

der Falle die Linienzugehorigkeit des Tumors nicht definieren lie
durchflusszytometrischen Untersuchung konnte in sechs von 31 PTCL keine
Pradominanz eines Subtyps festgestellt werden'®.

Bereits in den spaten 80er und frihen 90er Jahren wurden an Gefriermaterial
immunhistochemische Doppelfarbungen durchgefihrt, um die Proliferationsfraktionen
der CD4" und CD8" Populationen zu bestimmen. Hintergrund dieser Untersuchungen
war die Annahme, dass die neoplastische T-Zell-Population eine hohere Proliferation
aufweisen sollte’® 1'% Djese Studien, bei denen fiir die Mehrzahl der PTCL ein
CD4" Phanotyp ermittelt wurde, waren allerdings dadurch erschwert, dass man bei
der bekanntermal3en schlechten morphologischen Auflosung am Gefriermaterial, das
immunhistochemische Signal haufig nicht eindeutig einzelnen Zellen zuordnen
konnte'®”.

Auch hinsichtlich der Expression zytotoxischer Proteine (TIA-1, Granzym B oder
Perforin) in bestimmten T-Zell-Lymphom-Entitaten kommen die verschiedenen
Studien zu unterschiedlichen Ergebnissen''%'®

Die unterschiedlichen Ergebnisse sind im Wesentlichen darauf zurlickzuflhren, dass
reaktive und neoplastische T-Zellen morphologisch schwer voneinander zu

unterscheiden sind'?®%>1%4195.189 = 7 mal leichte zytologische Atypien auch in
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reaktiven T-Lymphozyten beobachtet werden kénnen'"°.

Untersuchungen an AILT verdeutlichen die Problematik des Tumorinfiltrats:
Klonalitatsanalysen, basierend auf einer PCR-Amplifikation der TCRy-Kette, ergaben
ein monoklonales Amplifikat in 69% der Falle, wobei der quantitative Anteil dieses
Amplifikates an allen PCR-Produkten derselben Multiplex-PCR zwischen 11% und
78% lag. Obwohl diese Untersuchungen nicht mit einer streng quantitativen Methode
durchgefuhrt wurden, geben sie einen Hinweis darauf, dass in relativ vielen AILT nur
ein kleiner Teil der T-Lymphozyten im Infiltrat dem neoplastischen Klon zuzuordnen
ist'®°.

Eine numerische Dominanz einer T-Zell-Subpopulation (CD4 oder CD8) definiert also
nicht zwingend einen neoplastischen Klon, zumal die Verteilung der T-Zell-
Subpopulationen auch im reaktiven Lymphknoten stark schwanken kann'%>1%°,

Eine eindeutige Unterscheidung der Tumorzellen von reaktiven T-Zellen gelingt
jedoch Uber den TCR, der in den Tumorzellen klonal rearrangiert ist und auf der
Zelloberflache exprimiert wird. Bekanntermalien leiten sich die meisten PTCL von
a/p-T-Zellen ab®®'' so dass neben einer rearrangierten TCRy-Kette auch ein
Rearrangement der o- und B-Kette nachgewiesen werden kann (siehe 1.1.3).
Aufgrund der hohen Variabilitat des TCR (siehe 1.1.2.1) ist das Vorliegen einer
identischen Nukleotidsequenz der CDR3-Region in den Tumorzellen und T-Zellen
des reaktiven Begleitinfiltrates statistisch betrachtet praktisch unmaoglich. Allein durch
die hohe Variabilitat der V-Segmente der TCRp-Kette wird bereits eine gute
Unterscheidung von Tumorzellen und reaktiven T-Zellen moglich, so dass mit
Antikorpern, die gegen die verschiedenen V-Segmente der TCRp-Kette gerichtet
sind, eine ldentifizierung der Tumorzellen immunhistochemisch mdglich sein sollte.
Derartige Antikoérper sind fur etwa zwei Drittel der verschiedenen V-Segmente der
TCRp-Kette, jedoch nicht der TCRa-Kette, verfugbar.

Um eine spezifische Identifizierung und Phanotypisierung der Tumorzellen in PTCL
vornehmen zu konnen, haben wir deshalb einen kombinierten molekularbiologischen
und immunhistochemischen Ansatz entwickelt, der im Wesentlichen auf der
genetischen Heterogenitat der TCRpB-Kette basiert. Mittels eines PCR-Ansatzes, der
aus einer Kombination von 25 verschiedenen VB-Primern mit zwei verschiedenen Jp-
Primersets besteht, lasst sich die in den Tumorzellen klonal rearrangierte
VB-Subfamilie des TCR identifizieren. Handelt es sich hierbei um eine Subfamilie,

die aus mehreren Segmenten besteht, lasst sich das rearrangierte Vp—-Segment
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durch Sequenzierung des PCR-Produkts weiter spezifizieren. Ist ein entsprechender
Antikérper gegen dieses VB-Segment verfugbar, lassen sich die Tumorzellen mit
hoher Spezifitdt immunhistochemisch detektieren (Abbildung 9). Diese Untersuchung
ist allerdings nur am Gefrierschnitt moglich, da die hierfir kommerziell erhaltlichen
Antikorper generell nicht paraffingangig sind. In immunhistochemischen
Mehrfachfarbungen kann die Expression beliebiger weiterer Antigene in Kombination
mit dem jeweiligen Vp-Antikdrper untersucht und so der Tumorzellphdnotyp
bestimmt werden, ohne dass das Ergebnis durch das Expressionsmuster der

reaktiven T-Zellen verfalscht wird (Publikation 1'72).

T-Zell Rezeptor 8 Gen-FamiIie

VB1 VB2 VBn CB1 DR2 CR2
” \
DB2 JB2 CR2
Rearrangement — PCR

anti-TCRV[(9

_ /LCDS
Expression *004

Immunhistochemie

T-Zelle )

Abbildung 9: Molekulare Typisierung von PTCL mittels PCR und Verwendung der Ergebnisse (hier
Familie VB 9), um die Tumorzellen in der Mehrfachfluoreszenz-Immunhistochemie zu identifizieren

und zu phanotypisieren.

Mit dieser Methode konnten wir das in den Tumorzellen rearrangierte Vp-Segment in
allen untersuchten PTCL-NOS (13/13) und in 11 von 13 AILTs definieren. In den
beiden Ubrigen AILT-Fallen zeigte sich ein oligoklonales Rearrangement. In beiden

Gruppen waren jeweils gegen sieben der rearrangierten Vp-Segmente Antikorper
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erhaltlich, mit denen wir diese Falle in Doppelfarbungen mit Antikbrpern gegen CD3,
CD5, CD4, CD8 und gegen zytotoxische Molekile mit einem konfokalen
Laserscanning-Mikroskop analysiert haben. In 9 der 14 Falle lag die Anzahl der mit
dem entsprechenden Vp-Antikorper angefarbten Tumorzellen bei weniger als 50%
des gesamten CD3" T-zelluldren Infiltrates. Dieses Ergebnis zeigt deutlich die
Uberlegenheit der von uns gewahlten Methode zur Phéanotypisierung der
Tumorzellen gegenulber friheren, allein auf quantitativen Unterschieden basierenden
Untersuchungen. In allen 14 Fallen konnte ein einheitlicher Phanotyp fir den
jeweiligen Tumor bestimmt werden. Alle AILT und 4 von 7 PTCL-NOS waren CD4",
wahrend die drei Ubrigen PTCL-NOS doppelt negativ (CD4 CD8") waren. Hinsichtlich
der Expression von CD3 und CDS5 ergab sich innerhalb der beiden Entitdten kein
einheitliches Bild. Eine Expression zytotoxischer Molekile lie® sich nur in einem
AILT-Fall nachweisen.

Die Phanotypen der Tumorzellen, die sich aus den Doppelfarbungen ergeben haben,
wichen in 11 von 14 Fallen von den Phanotypen ab, die zuvor von uns mit
konventioneller Immunhistochemie (Einfachfarbungen und morphologischer
Identifizierung der Tumorzellen) ermittelt worden waren.

Somit kann durch Kombination der TCRVB-PCR mit immunhistochemischen
Mehrfachfarbungen eine erheblich zuverlassigere Detektion und Charakterisierung
der Tumorzellen in PTCL erreicht werden. Vor allem zur Charakterisierung von
Tumoren, die nur relativ wenige oder nur gering atypische Tumorzellen enthalten, ist

diese Methode derzeit die einzige, mit der valide Ergebnisse zu erzielen sind.

2.2 Untersuchungen zum TCR-Rearrangement und zur TCR-
Expression in ALCL (Publikation 2)

Im Rahmen der oben beschriebenen Untersuchungen zur Tumorzellphanotypisierung
in PTCL (siehe 2.1) haben wir auch ALCL analysiert. Allerdings zeigte sich in den
entsprechenden Farbungen mit dem Antikorper, der gegen das mittels PCR
definierte, in den Tumorzellen rearrangierte VB-Segment gerichtet sein sollte, kein
spezifisches Signal in den Tumorzellen. Lediglich einzelne reaktive T-Zellen, in
denen das entsprechende V[p-Segment ebenfalls rearrangiert ist, lieRen eine
spezifische, membrangebundene Positivitdt erkennen (Abbildung 10, links). In den
Fluoreszenzmehrfachfarbungen lie3 sich den Tumorzellen, die im Gegensatz zu

anderen PTCL durch ihre anaplastische Zytologie auch am Gefrierschnitt zweifelsfrei
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erkennbar sind, zwar ein eindeutiger Phanotyp zuordnen, dieser korrelierte aber nie
einheitlich mit dem der VpB-positiven Zellen (Abbildung 10, links, CD4 grin CDS8 blau,
VB rot). Weitere immunhistochemische Untersuchungen der ALCL mit zwei
Antikorpern (BF1 bzw. 6F1), die alle o/p- bzw. y/5-TCR - unabhangig vom jeweiligen
Rearrangement - erkennen (Abbildung 10, rechts) zeigten lediglich eine Anfarbung
kleiner reaktiver T-Zellen.

Diese Befunde veranlassten uns, in 19 ALCL-Fallen (9 ALK und 10 ALK"), von
denen uns Gefriermaterial vorlag, systematisch das Rearrangement der - und v-
TCR-Gene und ihre Expression zu untersuchen. Hierfur haben wir die im Rahmen

des Biomed-2 Projekts'”

entwickelten Clonality Assays, mit denen in einem
Multiplex-PCR-Ansatz das Rearrangement der TCRp-, TCRy- und TCR&-Kette
dargestellt werden kann sowie die oben beschriebenen Antikorper BF1 und &F1
verwendet. Dartber hinaus haben wir die Expression von CD3, das mit dem TCR
eng assoziiert ist, und von Molekulen, die eine Rolle in der TCR-abhangigen

Signaltransduktion spielen, wie beispielsweise LAT und ZAP-70, untersucht und mit

der Expression in anderen PTCL verglichen (Publikation 2'74).

A KRR

Abbildung 10: ALCL: Links: Dreifachfarbung,(CD4 grun, CD8 blau, TCRV} rot). Die CD4-CD8-
TCRVB- Tumorzellen kommen in dieser Abbildung nicht zur Anfarbung. BF1-Farbung (rechts oben)

und dF 1-Farbung (rechts unten) mit Positivitat lediglich in kleinen reaktiven T-Zellen des

Hintergrundinfiltrates. Weitere Erlauterungen siehe Text.
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In 14 (74%) der 19 untersuchten ALCL waren sowohl die TCRp- als auch die TCRy-
Gene klonal umgelagert. In jeweils einem Fall war die TCRp-, nicht aber die TCRy-
Kette rearrangiert, bzw. umgekehrt. Lediglich drei Falle - alle ALK™ ALCL - zeigten
kein Rearrangement der TCR-Gene. Allerdings stellten die Tumorzellen in diesen
Fallen nur eine recht kleine Population des Gesamtinfiltrates dar, die moglicherweise
fur die Detektion eines vorhandenen Rearrangements nicht ausreichend war.
Demgegenuber konnten wir in den allermeisten PTCL-NOS und AILT (siehe 2.3)
klonale TCR-Rearrangements und die Expression des entsprechenden TCR
nachweisen.
Trotz des in der Mehrzahl der Falle auf genomischer Ebene nachweisbaren TCR-
Rearrangements war eine Expression des o/B-TCR nur in 2 von 46 (4%)
immunhistochemisch untersuchten ALCL mit dem BF1-Antikdrper detektierbar. Diese
beschrankte sich bei den beiden Fallen allerdings jeweils nur auf eine Subpopulation
der Tumorzellen. Dartber hinaus lie3 sich in beiden Fallen weder eine Expression
von CD3 noch von ZAP-70 zeigen, was eine TCR-vermittelte Signaltransduktion
ebenfalls unmdglich macht (siehe Abbildung 11 links). Eine Expression des y/6-TCR
mit dem oF1-Antikdrper war in keinem der Falle nachweisbar. Im Gegensatz dazu
wurde der o/p-TCR in allen AILT und in 86% aller PTCL-NOS exprimiert, wahrend in
einem PTCL-NOS die Expression des y/5-TCR nachgewiesen werden konnte.
Interessanterweise konnten in keinem ALCL samtliche untersuchte Komponenten
(TCR, CD3, ZAP-70) des proximalen TCR Signalweges gemeinsam nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 11 rechts) und nur in wenigen der untersuchten ALCL
konnten Uberhaupt TCR-assoziierte Signaltransduktionsmolekulle detektiert werden.
Im Gegensatz dazu waren der TCR, CD3 und assoziierte Signaltransduktions-
molekule in den meisten PTCL-NOS und AILT vollstandig exprimiert.
Weiterfuhrend haben wir die Expression des mit ZAP-70 interagierenden Moleklils
LAT untersucht (siehe Abbildung 2), welches in uber 85% der ALCL Falle ebenfalls
nicht nachgewiesen werden konnte. Auch der Transkriptionsfaktor NFATc1, ein weit
distal in der Signalkaskade des TCR gelegenes Molekdul, fehlt in ALCL (personliche
Mitteilung, Arbeitsgruppe Prof. Serfling), wahrend eine starke Expression von
NFATc1 in anderen PTCL detektiert werden kann. Interessanterweise zeichnen sich
auch klassische Hodgkin-Lymphome und plasmoblastische Lymphome, also
Tumoren der B-Zell Reihe, die ebenfalls keinen spezifischen Antigenrezeptor
exprimieren, durch eine fehlende Expression von NFATc1 aus'”.
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Abbildung 11: ALCL: Links: Doppelfarbung mit CD30 (griin) und BF1 (rot). Rechts: Dreifachfarbung mit
CD30 (grin), CD3 (blau) und ZAP-70 (rot). Erlauterungen siehe Text.

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass sowohl in ALK1" als auch in ALK1
ALCL die Expression des TCR-Komplexes bzw. assoziierter Signaltransduktions-
molekulle gestort ist, und dieser Befund somit unabhangig von der Transformation
durch eine ALK1-Translokation ein gemeinsames Merkmal dieser Lymphome
darstellt.

Ursachen konnen in Mutationen der kodierenden oder regulierenden Regionen der
TCR-Gene oder im Fehlen von TCR-spezifischen Transkriptionsfaktoren liegen. Auch
posttranskriptionelle Mechanismen, die die RNA Prozessierung oder die

176,177

Proteinstabilitat betreffen, sind denkbar . Befunde in ALCL-Zelllinien lassen

insbesondere Stérungen auf DNA- oder Transkriptionsebene vermuten, da haufig
keine vollstandige TCRB-mRNA nachgewiesen wurde'’®'7?,
Wahrend Signale uUber den TCR in naiven T-Zellen zur Aktivierung und

Differenzierung fuhren, vermitteln sie in bereits aktivierten Zellen Wachstumsstop
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und Apoptose'’. Sie hemmen Zykline, unterstiitzen die FAS-vermittelte Apoptose®’

und blockieren Zytokinsignale, die Uiber den JAK/STAT-Weg vermittelt werden'®.

Die Tumorzelltransformation beinhaltet in ALK ALCL auch mitogene Signale durch
eine direkte Phosphorylierung von STAT3 durch ALK1'®'8 |n denselben
Mechanismus greift auch der Verlust des TCR-Signals ein. Wahrend
physiologischerweise die STAT3-Aktivierung durch das TCR-Signal negativ
beeinflusst wird, wird diese Hemmung bei fehlendem TCR aufgehoben. Dadurch
kann das Fehlen des TCR-Signalwegs auch fur sich genommen in ALK™ ALCL zur

Transformation beitragen (Abbildung 12).
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Abbildung 12: TCR-Signalwege in aktvierten T-Zellen. Weitere Erlauterungen siehe Text.

In der Praxis kann die fehlende TCR-Expression genutzt werden, um ALCL von

anderen CD30  PTCL abzugrenzen, da CD30" PTCL-NOS und intestinale T-Zell-
Lymphome im Gegensatz zu ALCL einen TCR bzw. NK-Zell-Rezeptoren
exprimieren®>®® und unter Verwendung des paraffingingigen BF1-Antikdrpers diese
Untersuchung auch in der Routinediagnostik moglich ist.

Neben den oben beschriebenen Konsequenzen der TCR-Signaltransduktion auf die
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Zelle, fuhren sowohl die Signalwege des T-Zell-, als auch des B-Zell-Rezeptors zu

einer Modellierung des Aktin-Zytoskeletts'®>"8°,

Dieser Zusammenhang kann
moglicherweise eine biologische Erklarung dafur bieten, dass die Tumorzellen des
Hodgkin-Lymphoms und des ALCL, denen der Ausfall dieser Signalwege gemeinsam

ist, sich in ihrer anaplastischen Morphologie so ahnlich sehen.

2.3 Identifizierung der korrespondierenden Normalzelle von ALCL,
AILT und PTCL-NOS (Publikation 3)

Mit Hilfe unseres kombinierten Ansatzes zur Identifikation der Tumorzellen (vgl.2.1)
sollte die Expression weiterer Antigene in PTCL-NOS und AILT bestimmt werden, um
diese Lymphome, analog zur Klassifikation der B-Zell-Lymphome (vgl. 1.2.2), einem
bestimmten Differenzierungsstadium der T-Zell-Entwicklung zuordnen zu kdnnen.
Wie unter 1.1.3.3 beschrieben, sind bereits viele Antigenkombinationen, die eine
bestimmte Differenzierungsstufe der T-Zellentwicklung definieren, bekannt. Die
Expression verschiedener differenzierungsassoziierter Marker wurde in PTCL zwar
schon untersucht, allerdings nicht mit dem Ziel, diese mit den normalen T-Zell-
Populationen zu korrelieren''%. Aufgrund unserer Ergebnisse zur fehlenden TCR-
Expression in ALCL wurden die Mehrfachfarbungen in diesen Tumoren mit CD30 als
spezifischem Tumorzellmarker durchgefiihrt (Publikation 3'%°).

Die hierarchische Clusteranalyse der entsprechenden Antigenexpression ergab drei
Gruppen, die den AILT, den ALCL und einem Teil der PTCL-NOS entsprachen.

Alle AILT zeigten einen homogenen Effektorzellphanotyp (CD45RA/CD45R0O*/CD27
/CCRY’), mit positiver FAS- und negativer Bcl-2-Expression, die die Abgrenzung der
Effektorzellen von Tcm ermoglichen. Die Mehrheit der Falle exprimierte CXCR3 und
CD69'°, was auf eine Ty1-Differenzierung hinweist. Dieses Differenzierungsstadium
liefert moglicherweise eine Erklarung fir einige der AILT-typischen morphologischen
Eigenschaften, wie die Proliferation follikular dendritischer Zellen und
hochendothelialer Venolen, und auch fiur die groRe Anzahl eosinophiler Granulozyten
und anderer nicht-neoplastischer Zellen im Hintergrundinfiltrat’*>'%°. Hinsichtlich der
klinischen Eigenschaften von AILT korreliert die Rezirkulation von Effektorzellen in
peripherem Gewebe mit der starkeren extranodalen Beteiligung in AILT verglichen
mit PTCL-NOS. Die generalisierte Lymphadenopathie lasst sich damit allerdings
nicht erklaren. CTLA-4 war in dieser Studie nur in AILT, jedoch in keinem PTCL-NOS

exprimiert.
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Auch den ALCL konnte ein Effektorzellphanotyp zugeordnet werden, wobei CD27,
CD45RA und CCR7 durchweg negativ und Bcl-2 in den meisten Fallen negativ
waren. Zusatzlich zu der Negativitat fur CD45RA wurde CD45RO in 6 von 15 Fallen
ebenfalls nicht exprimiert, was ungewohnlich fur reaktive T-Zellen ist. Die Expression
von zytotoxischen Molekulen und von Aktivierungsmarkern (z.B. Negativitat des Ty1-
assoziierten Aktivierungsmarkers CD69 in ALCL) unterschieden sich allerdings von
den Ergebnissen in AILT. Da ALCL TCR und TCR-Signalmolekule fehlen (siehe 2.2),
konnen die Tumorzellen nicht Gber ihren TCR aktiviert werden und zeigen eventuell
deshalb auch kein normales Expressionsmuster eines bestimmten T-Zell-
Differenzierungsstadiums. Ob diese Tumoren alle zu einem ganz bestimmten T-Zell-
Entwicklungsstadium gehoren oder als gemeinsames Merkmal nur das Fehlen der
funktionellen TCR-Signale teilen, muss in weiteren Untersuchungen geklart werden.
Bei den insgesamt 8 untersuchten PTCL-NOS konnten lediglich 5 einem
gemeinsamen Cluster zugeordnet werden. Diese Falle waren alle CD4" und zeigten
einen Phanotyp (CD45RA/CD45R0O*/CD27"), der charakteristisch fiir Tey ist. Zudem
exprimierten diese Falle Bcl-2 und waren fast alle (80%) CCR7". Unter den PTCL-
NOS zeichnet sich somit eine Gruppe von Tumoren ab, die sich im
Entwicklungsstadium von AILT und ALCL unterscheidet, und die durch eine
homogenen Phanotyp charakterisiert ist, der langlebigen Tcum entspricht.

Die ubrigen drei PTCL-NOS konnten bei Negativitat fur CD4, CD8 und CD27 sowie
uneinheitlicher Expression von CD45RA und CD45RO nicht eindeutig einem
Differenzierungsstadium zugeordnet werden. Grundsatzlich kann es sich hierbei um
einen simplen Verlust dieser kostimulatorischen Molekile im Sinn eines aberranten
Phanotyps handeln, wobei doppelt negative reaktive T-Zellen generell noch nicht gut
charakterisiert sind. Fur diese Mdglichkeit spricht die einheitliche Negativitat von
CD27 in allen drei Tumoren, die nur bei T-Zellen nach Antigenkontakt beobachtet
wird'®%2" - Andererseits lasst sich aber auch nicht ausschlieRen, dass sich diese
Tumoren von ,echten” doppelt negativen T-Zellen ableiten, bei denen sich nur die
Expression von CD45RA, CD45R0O und CD27 unabhangig von der MHC-Restriktion
verandert hat.

Auch von anderen Arbeitsgruppen wurden durch immunhistochemische oder cDNA-
Microarray-Studien bestimmte Subgruppen von PTCL-NOS identifiziert. Dabei
wurden durch die Untersuchung von Aktivierungs- bzw. Ty-Zellmarkern verschiedene

prognostische Subgruppen definiert, die aktivierten funktionellen oder nicht-
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funktionellen T-Zellen bzw. Ty1- oder Ty2-Entwicklungsstadien zugeordnet werden
konnten'®" 194198 \yeiterhin wurden PTCL-NOS in Abhangigkeit von ihrer CCR3-
CCR4- bzw. CXCR3-Expression in drei Gruppen eingeteilt, deren Prognose jeweils
der von ALCL, ATLL bzw AILT, dhnelte'®. Im Rahmen einer anderen Arbeit wurden
zwei Gruppen mit und ohne Expression zytotoxischer Marker gebildet, die ebenfalls
eine unterschiedliche Prognose aufwiesen®. Eine Analyse von Genexpressions-
profilen ergab ebenfalls drei Subgruppen von PTCL-NOS: Die erste zeigte eine
Uberexpression von Genen, die bereits in anderen Tumoren (z.B. diffusen
grof3zelligen B-Zell-Lymphomen) mit einer schlechten Prognose assoziiert waren. Die
zweite Gruppe zeigte eine Uberexpression von Genen, deren Proteine bei der T-
Zellaktivierung und der Apoptose beteiligt sind, wahrend die dritte, histiozytenreiche
Gruppe vor allem durch Gene, die der Makrophagen-/Histiozytenlinie zugeordnet
werden konnten, charakterisiert war?®'. Weiterhin wurde in PTCL-NOS im Vergleich
zu normalen T-Zellen eine Uberexpression von Genen nachgewiesen, die eine Rolle
bei der Antiapoptose, Proliferation, Zelladhasion und Zell-Matrix-Interaktion
spielen?%22% \Wesentliche weiterfiinrende Schlussfolgerungen wurden jedoch aus
den bislang vorliegenden Genexpressionsdaten von beiden Arbeitsgruppen nicht
gezogen. Fur die Genexpressionsstudien wurde allerdings mRNA aus
Gesamtgewebe verwendet, das, wie oben beschrieben, neben den Tumorzellen
auch einen unterschiedlich grofden Gehalt an reaktiven Zellen enthalt, wodurch sich
derzeit nicht sagen lasst, ob das Expressionsmuster den Tumorzellen oder den
reaktiven Infiltratzellen zuzuordnen ist*®*,

In den letzten Jahren wurden neben PTCL-NOS auch andere T-Zell-
Lymphomentitaten (z.B. AILT, ALCL, ATLL, NK-Zell-Lymphome, intestinale,
lymphoblastische, angiozentrische und kutane T-Zell-Lymphome) anhand von
Tumorgewebe und teilweise auch anhand von Tumorzelllinien im Hinblick auf
allgemeine Expressionsmuster, Ty-Differenzierungmarker, T-Zell-Aktivierungsmarker,
Chemokine, Chemokinrezeptoren und Zytokine untersucht'®”199:205.206,192.207.201.208
Rahmen dieser Arbeiten wurde auch Uber die Zuordnung von AILT zu Ty1-Zellen,
von ALCL zu Ty2-Zellen und von lymphoblastischen Lymphomen und ATLL zu nicht-
funktionellen T-Zellpopulationen spekuliert’*'9"1%° Diese Ergebnisse zeigen somit
hinsichtlich der AILT eine Ubereinstimmung mit unseren Daten. Im Gegensatz dazu
konnten wir in keinem ALCL die Th2-typische Markerkonstellation CCR4"/CXCR3"

nachweisen, wenngleich CD69, ein Marker der in erster Linie mit einer Ty1-
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Differenzierung in Verbindung gebracht wird'®®'®* in allen ALCL Féllen negativ war.
Bei den Untersuchungen der oben genannten Arbeitsgruppen zeigte jedoch die
Mehrzahl der ALCL eine fur Th2 typische Expression von CCR4 und CXCR3.

Eine unterschiedliche Expression von einzelnen Markern oder Gruppen von Genen
kann Hinweise auf die Mechanismen der Tumorzelltransformation geben, wobei
insbesondere die Kenntnis der zur Tumorzelle korrespondierenden Normalzelle und
Kenntnis und Vergleich von funktionellen Eigenschaften von Normal- und
Tumorzellen zusatzliche wesentliche Anhaltspunkte geben konnen.

Auf dem Boden unserer Ergebnisse lassen sich Hypothesen zur
Tumorzelltransformation aufstellen: Die Tumorzellen des AILT, die einen
Effektorzellphanotyp aufweisen, entgehen im Gegensatz zu normalen Effektorzellen
der Apoptose, was einen starken Hinweis auf einen Apoptosedefekt als
entscheidenden Mechanismus der neoplastischen Transformation liefert (siehe 2.5).
Die PTCL-NQOS, die zu Tcu korrespondieren, zeigen oft eine hohe Proliferationsrate,
wohingegen Tcum normalerweise sehr langsam proliferieren. Ein  wesentlicher
Transformationsmechanismus bei diesen Lymphomen konnte somit in die Regulation
des Zellzyklus eingreifen.

Zusammenfassend kann die Korrelation nodaler PTCL zu den verschiedenen
Entwicklungsstadien reaktiver T-Zellen Forschungsansatze liefern, mit denen sich die

Biologie von PTCL weiter klaren und verstehen lasst.
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Abbildung 13: Zuordnung von AILT, ALCL und PTCL-NOS zu den Entwicklungsstadien der

korrespondierenden Normalzelle. Weitere Erlauterungen siehe Text
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2.4 FoxP3 Expression in PTCL (Publikation 4)
Da die grofle Gruppe der PTCL-NOS bekanntermalien aus morphologisch und

klinisch sehr heterogenen T-Zell-Lymphomen besteht und wir bislang nur einen Teil
der Falle den sog. Tcm zuordnen konnten, besteht weiterhin ein gro3es Interesse
daran, innerhalb der PTCL-NOS weitere homogene Untergruppen definieren zu
kénnen. In diesem Zusammenhang haben wir untersucht, ob es innerhalb dieser
Entitat Falle gibt, die sich von sog. regulatorischen T-Zellen (Treg) ableiten. Wie
unter 1.1.3.3 ausgefuhrt, eignet sich hierfur insbesondere der Transkriptionsfaktor
FoxP3, der ausschlieflich von diesem Zelltyp exprimiert wird®*>". (Publikation 4,
Bonzheim et al., Manuskript eingereicht).

Wir konnten in 63 PTCL (23 AILT, 32 PTCL-NOS, zwei primar kutane T-Zell-
Lymphome, vier T-Zell-Lymphome vom Enteropathietyp, ein hepatosplenisches T-
Zell-Lymphom und ein T/NK-Zell-Lymphom vom nasalen Typ) lediglich einen Fall
identifizieren, der FoxP3 exprimierte. In den Ubrigen Fallen fanden sich lediglich
FoxP3" Zellen im Hintergrundinfiltrat.

Das FoxP3" PTCL-NOS zeichnete sich durch ein ungewodhnlich tumorzellreiches,
diffuses Infiltrat verschieden grofer, atypischer Zellen, bei weitgehend fehlendem
reaktiven Hintergrundinfiltrat aus, was im Gegensatz zu der typischen Morphologie
der meisten anderen PTCL steht.

In den immunhistochemischen Doppelfarbungen mit dem tumorzellspezifischen Vf3-
Antikdrper (V5s1) zeigte sich ein Phanotyp, der sehr gut zu Treg passt: FoxP3,
CD4", CD25, CD45R0O", CTLA-4", und FAS®. Wenngleich die Mehrzahl der Treg
CD25" ist, wurden auch CD25 humane und murine Treg beschrieben?04220943.210-212
so dass die CD25 Negativitat der Tumorzellen keinen Widerspruch zum Treg-
Phanotyp darstellt.

Der klinische Verlauf des Patienten mit dem FoxP3* PTCL-NOS war in der
Zusammenschau mit unseren Untersuchungen hochst interessant: Bei dem 59 Jahre
alten Mann, der in verschiedenen Lokalisationen pathologisch vergrollerte
Lymphknoten aufwies, wurde seinerzeit (1996) die Diagnose eines
immunoblastischen NHL (Kiel-Klassifikation) gestellt, welches nach der aktuellen
WHO-KIlassifikation zu den PTCL-NOS gehort. Funf Tage nach Beginn der
Chemotherapie verschlechterte sich sein Allgemeinzustand, er Uberstand die
aplastische Phase und zwei Infektionen, verstarb aber bereits einen Monat nach

Diagnosestellung.
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Insbesondere aufgrund von zwei Uberlegungen liegt es nahe, dass einige der
morphologischen und klinischen Eigenschaften des von uns beschriebenen Falles
mit den regulatorischen Eigenschaften der Tumorzellen erklart werden konnten. Zum
einen zeigte der Tumor ein beinahe kohasives Wachtumsmuster, das sehr selten in
PTCL beobachtet wird, da gewohnlich zahlreiche reaktive T- und B-Zellen zwischen

den Tumorzellen liegen'"

. Im vorliegenden Fall konnten die den Treg eigenen,
immunsuppressiven Eigenschaften der Tumorzellen die Ursache des fehlenden
reaktiven Hintergrundinfiltrates  sein. Zum anderen konnten diese
immunsuppressiven Eigenschaften die normalerweise vorhandene antitumorale
Immunitat unterdrickt und damit zu dem ungewohnlich schnellen Versterben des
Patienten beigetragen haben. Folglich konnte der regulatorische Phanotyp der
Tumorzellen die besondere Aggressivitat dieses Lymphoms erklaren.

PTCL, die sich von Treg ableiten, scheinen zumindest in der kaukasischen
Bevolkerung sehr selten zu sein. Nach unserem Wissen wurde ein solcher Fall bisher
nicht beschrieben.

Allerdings wurden bereits einige extranodale PTCL beschrieben, die sich von Treg
ableiten. Darunter waren Falle von HTLV-1-assoziierten ATLL, die FoxP3

213214198215 \nd sich interessanterweise auch durch eine schlechte

exprimieren
Prognosen auszeichnen®'®®2"_ Der regulatorische Phanotyp korreliert weitgehend
mit der HTLV-1-Infektion. In einer Serie kutaner T-Zell-Lymphome waren 3 von 3
HTLV® Fallen FoxP3", wahrend nur 3 von 12 HTLV" Fallen Foxp3™ waren. Da mit
diesem Retrovirus infizierte CD4" T-Zellen einen regulatorischen Phanotyp
entwickelten®'®, konnte die Expression von FoxP3 in diesen Lymphomen Folge der
Virusinfektion sein. In dem von uns beschriebenen FoxP3" Fall konnten wir jedoch
eine HTLV-1 Infektion als Ursache des regulatorischen Phanotyps mittels PCR
ausschlieBen. In einer anderen Studie wurde fur kutane T-Zell-Lymphome die
Induktion eines regulatorischen Phanotyps nach Interaktion mit Autoantigen-
prasentierenden dendritischen Zellen, beschrieben?'.

In einer kirzlich veroffentlichten Untersuchung wurde eine FoxP3-Expression in ALK"
ALCL Zelllinien nachgewiesen®. Um diese Daten anhand von primarem
Patientenmaterial Gberpriifen zu kénnen, haben wir sechs ALK" und 15 ALK  ALCL
auf eine FoxP3 Expression hin untersucht. Dabei konnten wir in 4 von 6 ALK™ ALCL
und in einem von 15 ALK™ ALCL eine FoxP3 Expression detektieren, die in letzterem

jedoch meist nur schwach und nicht in allen Tumorzellen nachweisbar war. Somit ist
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der Unterschied in der FoxP3-Expression zwischen ALK" und ALK ALCL signifikant.

Darlber hinaus haben wir in diesen Lymphomen auch die Expression von CD4,
CD25, CD45RO, FAS und CTLA-4 untersucht, wobei sich hier eine heterogene und
nicht mit dem regulatorischen Phanotyp korrelierbare Expression zeigte. Auch durch
eine Clusteranalyse dieser Treg-Marker konnten die FoxP3-positiven ALK® ALCL-
Falle nicht einer gemeinsamen Subgruppe zugeordnet werden.

Die FoxP3-Expression in ALK® ALCL scheint somit aufgrund der ungleich starken
und nicht in allen Tumorzellen nachweisbaren Expression von FoxP3 und der
heterogenen Expression der anderen Treg-Marker, im Gegensatz zu dem oben
beschriebenen FoxP3" PTCL-NOS, reguliert zu sein. Die Induzierbarkeit von FoxP3
in ALCL wird durch das Fehlen anderer regulatorischer Eigenschaften untermauert.
Der regulatorische Phanotyp ist demnach in erster Linie als ein Epiphanomen und
nicht als inharente Eigenschaft dieser Tumoren anzusehen. Dies passt zu den
kirzlich veroffentlichten Untersuchungen, in denen gezeigt werden konnte, dass der
regulatorische Phanotyp (die FoxP3-Expression) in ALK™ ALCL Zelllinien durch ALK
induziert wird, indem STAT3, das durch NPM/ALK aktiviert wird, die FoxP3-, IL-10-
und TGFB-Expression aktiviert. IL-10 und TGF sind immunosuppressive Zytokine,
die einerseits von Treg sezerniert werden kdnnen, andererseits aber auch einen
Treg-Phanotyp und eine Treg-Funktion induzieren kénnen?2°%2,

Im Gegensatz zu den HTLV-1-assoziierten Lymphomen und den ALCL, bei denen
der regulatorische Phanotyp in erster Linie sekundar durch abberante Aktivierung
induziert wird, spricht das histologische, immunhistochemische und klinische Bild des
von uns beschriebenen FoxP3" PTCL-NOS dafiir, dass der Treg-Phanotyp eine
wesentliche, determinierende Eigenschaft dieser Tumorzellen darstellt und sich diese

somit tatsachlich von naturlichen Treg ableiten.

2.5 Molekulargenetische Untersuchungen des FAS- und CTLA-4-
Gens in AILT und PTCL-NOS (Publikation 5)

Unsere Untersuchungen zur ldentifizierung der korrespondierenden Normalzelle von
ALCL, AILT und PTCL-NOS (siehe Publikation 3) haben gezeigt, dass die
Tumorzellen des AILT mit terminal differenzierten  Ty1-Effektorzellen
korrespondieren, Zellen deren natirliches Schicksal die Apoptose ist. Dieser
programmierte Zelltod ist fir die Beendigung physiologischer Immunreaktionen

unabdingbar?*.
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Storungen physiologischer Apoptosemechanismen kdnnen bekanntermalen
wesentlich zur Entstehung maligner Lymphome beitragen, so stellt beispielsweise die
unregulierte Uberexpression von Bcl-2 aufgrund einer Translokation den primaren
Transformationsmechanismus in follikularen B-Zell-Lymphomen dar?®°.

Wie bei follikularen B-Zell-Lymphomen wird auch von den neoplastischen T-Zellen
der AILT CD10 exprimiert™® (1.2.3.2). Diese neutrale Peptidase wird in reaktiven T-

rt’™"152  Auch in akuten

Zellen fruhzeitig nach Induktion der Apoptose exprimie
lymphatischen Leukémien der Vorlaufer T-Zellen markiert CD10 Zellen, die auf dem
Weg in die Apoptose sind®%.

CD10 kann also als Indikator dafiir angesehen werden, dass in einer Zelle Apoptose
induziert wurde. Allerdings kann in CD10" Zellen die Apoptose durch physiologische
oder pathologische Mechanismen noch verhindert werden, beispielsweise durch eine
positive Selektion Uber den Antigenrezeptor oder durch eine Uberexpression des Bcl-
2-Proteins. So war in einer untersuchten Serie die Apoptoserate in AILT niedriger als
in anderen nodalen PTCL?’. Nach unseren eigenen Untersuchungen ist Bcl-2 in den
Tumorzellen der AILT allerdings nicht exprimiert. Eine andere Arbeitsgruppe fand
eine Expression von Bcl-2 in 6 von 14 AILT, konnte allerdings nicht ausschlie3en,
dass es sich bei den Bcl-2* Zellen um untermischte reaktive Zellen handelte®®.
Andere Proteine der Bcl-2-Familie wurden bisher nicht untersucht.

Aufgrund des T-Zell-Entwicklungsstadiums (siehe oben) und der CD10-Expression
haben wir begonnen, Untersuchungen zur Apoptose in AILT durchzufihren.
Zunachst haben wir verschiedene Proteine, die bei der Apoptose eine wichtige Rolle
spielen, untersucht und mit der CD10 Expression, die in 12 von 20 Fallen in den
Tumorzellen nachweisbar war, korreliert.

Bei diesen Untersuchungen haben wir Hinweise darauf gefunden, dass eine
Interaktion zwischen FAS und FAS-Ligand (FASL) in der Pathogenese der AILT eine
Rolle spielen kann?®: In immunhistochemischen Mehrfachfarbungen konnten wir
zeigen, dass die Tumorzellen der AILT in 19 von 20 Fallen den FAS-Rezeptor
exprimieren, ein Molekul, das durch Bindung des FASL die Apoptosemaschinerie in
Gang setzt. In AILT liegen die Tumorzellen, die in allen Fallen selbst FASL™ waren,
typischerweise inmitten der proliferierten Netzwerke follikularer dendritischer Zellen,

die ihrerseits FASL exprimieren (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Doppelfarbung fiir FASL (griin) und CD3 (rot): Die CD3" Tumorzellen liegen inmitten
der FASL positiven Netzwerke follikularer dendritischer Zellen. In der Mitte der Abbildung ist ein Gefaly
zu sehen, dessen Endothelien ebenfalls FASL exprimieren.

Wegen diesen engen raumlichen Verhaltnissen besteht die Moglichkeit einer
Interaktion zwischen FAS und FASL, und damit einer Ubermittlung des
Apoptosesignals an die Tumorzellen der AILT. Die frihe Effektor-Caspase 3, die im
Signalweg der FAS-Aktivierungskaskade gelegen ist und normalerweise die FAS-
getriggerte Apoptose vermittelt, liegt in den Tumorzellen jedoch nur als inaktive
Procaspase vor.

Zu dieser Beobachtung passt, dass die Apoptose sowohl morphologisch als auch in
TUNEL-Untersuchungen kein wesentliches Phanomen bei AILT darstellt'. Aus
diesem Grund lasst sich vermuten, dass die FASL-induzierte Apoptose in einem
frGhen Stadium durch einen bisher unbekannten Mechanismus wieder gestoppt wird.
Diese Hypothese wird durch eine morphologische Ahnlichkeit friiher Formen des
AILT zu dem histologischen Bild, das man bei Kindern mit einem autoimmunen

t230—232

Lymphoproliferationssyndrom (ALPS) sieh , unterstutzt, da diese Erkrankung
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auf einem hereditaren Defekt des FAS-Gens beruht.

Patienten mit AILT haben derzeit eine sehr schlechte Prognose. Sie sterben in den
meisten Fallen nicht an einer Tumorprogression, sondern an den Folgen der
Immundysregulation und den damit einhergehenden Infektionen. Krankheits-
symptome, die denen der AILT in gewisser Weise ahneln, werden auch bei Mausen
beobachtet, die Defekte des FAS-?** oder CTLA-4-Gens®* bzw. von Effektor-
Caspase-Genen®* aufweisen.

Einer Vielfalt von Autoimmunphanomenen liegen Apoptosestorungen, im speziellen
auch FAS-Mutationen, in Lymphozyten zugrunde, die mit einer Pradisposition zur
Entstehung von Lymphomen, aber auch von anderen malignen Tumoren

236-251  |nteressanterweise wurden somatische Mutationen des

einhergehen kdnnen
FAS-Gens in 16 von 150 verschiedenen Non-Hodgkin-Lymphomen der T- und B-Zell-
Reihen, darunter ein ALCL, beschrieben®* wobei AILTs in dieser Serie nicht
enthalten waren.

Auch eine Assoziation von sogenannten ,single nucleotide polymorphisms® (SNPs)
im FAS-Gen mit Autoimmunerkrankungen #°??°® bzw. mit der Tumorprogression bei
Neoplasien der Cervix uteri®®® wurde beschrieben.

Wie unter 1.1.5 gezeigt ist CTLA-4 ebenfalls ein Molekl, das an der Beendigung der
Immunantwort beteiligt ist. Sowohl eine Expression von FAS, als auch von CTLA-4
ist in den von uns untersuchten AILT immunhistochemisch nachweisbar. Ob diese
Proteine jedoch funktionell wirksam sind, konnten wir bislang nicht untersuchen, da
fur die entsprechenden in vitro Experimente grof3e Mengen an viablen Tumorzellen
bendtigt werden.

Mutationen im codierenden, wie auch im nicht codierenden Bereich des CTLA-4-
Gens wurden in verschiedenen Studien ebenfalls als primarer Kandidat fur die
genetische Suszeptibilitdt bei Autoimmunerkrankungen angesehen®*®?**. Dariiber
hinaus sind bestimmte Promotorvarianten beispielsweise mit der Entwicklung von

NHL assoziiert?®®

und werden zwar nicht mit der initialen Entwicklung, aber mit der
Progression beim Mammakarzinom in Verbindung gebracht®®. Die am haufigsten
untersuchten SNPs des CTLA-4-Gens sind im Exon 1 +49A/G, in der Promotor
Region —-318C/T, -1662, -1722 und in der 3’-untranslatierten Region CT60A/G
gelegen.

Diese Daten legen die Hypothese nahe, dass mdglicherweise auch bei der

Pathogenese des AILT Stérungen der Apoptose eine wesentliche Rolle spielen.
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Aufgrund der oben beschriebenen immunhistochemischen Untersuchungen kamen
diesbezuglich in erster Linie Defekte im FAS- bzw. im CTLA-4-Signalweg in Frage.
Um dieser Hypothese weiter nachzugehen haben wir SNPs des FAS- und des CTLA-
4-Gens untersucht und mit PTCL-NOS bzw. Daten aus der Normalbevolkerung
verglichen (Publikation 5, Bonzheim et al, Manuskript eingereicht).

SNPs verursachen nicht direkt Erkrankungen, aber sie kdnnen dazu beitragen, dass
ein Individuum eine bestimmte Krankheit mit einer bestimmten Wahrscheinlichkeit
entwickelt. Die meisten SNPs verhalten sich stumm, das heift sie Uben keinen
wahrnehmbaren Effekt auf die Genfunktion oder den Phanotyp aus. Nichtsdestotrotz
konnen sie einen wesentlichen Einfluss auf die individuelle Suszeptibilitat fur
bestimmte Erkrankungen und Medikamentenreaktionen haben. Desweiteren wird
davon ausgegangen, dass auch bestimmte Kombinationen von SNPs, die mehrere
verschiedene Gene betreffen, mit einer Pradisposition fur bestimmte Erkrankungen
einhergehen koénnen®’. Derartige Allelvariationen in Promotorregionen kdnnen
beispielsweise die quantitative und/oder qualitative Expression eines Rezeptors
beeinflussen, wenn Bindungsstellen fur Trankriptionsfaktoren oder regulatorische
Domanen verandert sind.

Wir haben bevorzugt SNPs im FAS-Gen analysiert, die schon im Zusammenhang mit
B-Zell-Lymphomen (z.B. multiples Myelom, follikulares Lymphom, diffuses
grol3zelliges B-Zell-Lymphom), aber auch Autoimmunerkrankungen (z.B. Diabetes
mellitus Typ |, multiple Sklerose, systemischer Lupus erythematodes, Sjogren-
Syndrom) untersucht wurden?°8:269.255.270.258.256.257 ' Ehanfa|ls untersucht wurden SNPs
im CTLA-4-Gen, die bereits im Zusammenhang mit Lymphomen (z.B.
Marginalzonen-Lymphom, follikulares Lymphom, Mantelzell-Lymphom, diffuses
groRzelliges B-Zell-Lymphom, Burkitt-Lymphom und T-Zell-Lymphom), anderen
malignen Tumoren (z.B. Mammakarzinom) und auch mit verschiedenen
Autoimmunerkrankungen (z.B. M. Basedow, rheumatoide Arthritis, multiple Sklerose,
systemischer Lupus erythematodes, Asthma bronchiale, Diabetes mellitus Typ |,
Thymom-assoziierte Myasthenia Gravis, M. Addison, Zdliakie, primare biliare
Sklerose) beschrieben Wurden266‘265‘264’263’271’272’262’273'275‘261’276’277.

Nach Literaturangaben flihren ein Teil dieser CTLA-4-SNPs zu einer veranderten
Promotoraktivitat, einer ineffizienten Protein-Prozessierung, einer reduzierten CTLA-
4-Expression, insbesondere auch von der |6slichen CTLA-4-Isoform, und haben

insgesamt eine Auswirkung auf die durch CTLA-4 ausgelbte Kontrolle der T-
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Zellproliferation?’8:279:277:261

Wir haben an 10 AILT und 10 PTCL-NOS insgesamt 29 SNPs und drei Mutationen in
den codierenden und flankierenden Regionen des FAS-Gens untersucht (6
Promotor-, 13 Exon-, 10 Intron-, 3 3’UTR-SNPs) und die Allelfrequenzen sowie die
Genotypen mit denen gesunder Kontrollindividuen verglichen, sofern Kontrolldaten in
der Population PDR90 der SNP-Datenbank zur Verfigung standen.
Zusammenfassend fanden wir beim Vergleich von AILT mit PTCL-NOS signifikante
Unterschiede in den Allelfrequenzen von drei Gen-Loci (-691t>c, IVS4+699T>C,
IVS7+312C>T). Allerdings liegen die Werte der Allelfrequenzen der Kontrollfalle
genau zwischen AILT und PTCL-NOS. Daruber hinaus zeigten sich Unterschiede in
den Genotypfrequenzen von vier SNPs (IVS2+176C>T, IVS4+699T>C, A/T(735)G/C,
€.699(+82)c>g) zwischen allen drei Gruppen (AILT, PTCL-NOS und Kontrollen). Zu
den in unseren Untersuchungen auffalligen SNPs ist in der Literatur bislang eine
Assoziation von A/T(735)G/C mit Multipler Sklerose ?*° und von (c.699(+82)c>g and
IVS2+176C>T) mit dem Sjdgren-Syndrom®’ beschrieben.

Eine Clusteranalyse der beiden Lymphomentitaten und Kontollen mit den Daten der
kombinierten Genotypen von 20 der oben erwahnten SNPs ergab eine Gruppe von 7
von 10 AILT, die ein hohes MaR an Ahnlichkeit aufwies, wahrend die anderen drei
AILT naher mit PTCL-NOS oder Kontrollen verwandt waren.

Um der Frage nachzugehen, ob der SNP in der Promotorregion (SNP-691t>c), bei
dem sich ein signifikanter Unterschied zwischen AILT und PTCL-NOS gezeigt hatte,
einen Effekt auf die FAS-Expression haben kénnte, haben wir die 10 PTCL-NOS und
9 von 10 AILT immunhistochemisch mit einem FAS-Antikérper untersucht. Hierbei
zeigte sich im Vergleich zu den PTCL-NOS eine signifikant starkere FAS Expression
in den Tumorzellen der AILT. Durch eine gemeinsame Clusteranalyse der
Expressions- und Promotor-SNP-Daten wurde dies untermauert, da alle AILT in einer
Untergruppe clusterten und den gleichen Promotor-Genotyp in Verbindung mit einer
FAS-Expression zeigten. Dagegen wiesen PTCL-NOS sowohl eine heterogene FAS-
Expression als auch einen uneinheitlichen Genotyp auf.

Zur Frage, ob der SNP in der Promotorregion zu Veranderungen an
Transkriptionsfaktorbindungsstellen fihrt, die jedoch in dieser Lokalisation (noch)
nicht beschrieben sind, haben wir die jeweilige Sequenz mit Angaben in einer
entsprechenden Datenbank verglichen ?®° und hier potentielle Bindungsstellen fiir die

Transkriptionsfaktoren AML-1a und c-Myc gefunden. Wahrend AML-1a mit einem
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Score von 83,4 binden kdnnte, wenn an dieser Stelle Thymin verwendet wird und c-
Myc mit einem Score von 80,9, wenn stattdessen Cytosin verwendet wird, erkennen
beide Transkriptionsfaktoren die Bindungsstelle mit dem jeweils anderen Nukleotid
rein theoretisch nicht mehr. Daraus konnte geschlossen werden, dass der
Transkriptionsfaktor c-Myc in AILT, bei denen wir im Gegensatz zu einem Teil der
PTCL-NOS stets auf beiden Allelen die Thymin-Variante dieses SNP nachweisen
konnten, im Gegensatz zu einem Teil der PTCL-NOS, an diese Promotorregion nicht
binden kann.

Die quantitativen Unterschiede in der FAS-Expression, die wir in AILT und PTCL-
NOS gesehen haben, auf Unterschiede in den SNPs zurickzuflhren, ware allerdings
nach der vorliegenden Datenlage gewagt, da bereits die verschiedenen T-Zell-
Entwicklungsstadien, von denen sich diese Tumoren ableiten (siehe 2.3),
physiologische Unterschiede in der FAS-Expression aufweisen und sich daruber
hinaus zwischen AILT und den Kontrollen keine Unterschiede bezuglich der SNPs
nachweisen liel3en.

Um dieser Frage weiter nachzugehen, musste die Starke der FAS-Expression in den
Tumorzellen direkt mit der in reaktiven T-Zellen des entsprechenden
Differenzierungsstadiums verglichen werden, was uns allerdings derzeit aus
technischen Grinden nicht mdglich ist. Bindungsstudien im Hinblick auf eine
potentielle Promotorinteraktion mit den Transkriptionsfaktoren AML-1a und c-Myc
konnten Hinweise darauf geben, ob der entsprechende Promotor-SNP eventuell
doch eine relevante Bedeutung fur die FAS-Expression haben konnte.

Bei den funf untersuchten polymorphen Loci des CTLA-4-Gens konnten wir keine
signifikanten Unterschiede zwischen AILT, PTCL-NOS bzw. der Kontrollgruppe
nachweisen, wenngleich immunhistochemische Untersuchungen zur CTLA-4
Expression einen signifikanten Unterschied zwischen PTCL-NOS und AILT ergaben.
Dies scheint aber in diesem Kontext eher ein Phanomen der unterschiedlichen T-
Zell-Differenzierungsstadien zu sein (siehe 2.3), da auch durch Clusteranalysen der
kombinierten Genotypen bzw. der CTLA-4 Expression mit den Promotor-SNP-
Genotypen keine Assoziationen zu den beiden Lymphomentitaten hergestellt werden
konnte.

Die einzige bislang veroffentlichte Arbeit, in der CTLA-4-SNPs in NHL untersucht
wurden, ergab zwar Unterschiede in der Haufigkeit des +49AA-Genotyps im

5

Vergleich zur Kontrollgruppe®®, eine detaillierte Auswertung und insbesondere ein
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Vergleich mit unseren Daten ist allerdings bei fehlender Aufschllisselung nach den
einzelnen Lymphomentitaten nicht moglich.

Zusammenfassend konnten wir mittels SNP-Analysen zwar in AILT im Vergleich zu
PTCL-NOS Unterschiede in der FAS-Expression in Verbindung mit einem Promotor-
SNP bzw. mit kombinierten SNP-Genotypen fur das FAS-Gen zeigen, konnten aber
weder fur das FAS- noch fur das CTLA-4-Gen relevante Unterschiede zwischen AILT
und Kontrollindividuen nachweisen, die eine Assoziation bestimmter SNPs mit dieser
Erkrankung nahelegen.

Um der nach wie vor naheliegenden Hypothese eines Apoptosedefekts als
pathogenetisch relevanten Faktor in AILT nachzugehen sind somit weiterfihrende
Untersuchungen der FAS- und CTLA-4-Signalwege und anderer Apoptose-
assoziierter Molekule notig.
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3 Zusammenfassung/Ausblick

Ziel der in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Untersuchungen war eine nahere
Charakterisierung von peripheren T-Zell-Lymphomen (PTCL). Hierfur wurden im
Wesentlichen zwei Ansatze verfolgt:

Im ersten Ansatz sollten fur die Tumorzellen der verschiedenen PTCL
korrespondierende Normalzellen identifiziert werden, um deren Eigenschaften und
Funktionen mit denen der neoplastischen Zellen vergleichen zu konnen.

Im zweiten Ansatz sollten die hierdurch gewonnenen Erkenntnisse in weiterfihrende
Untersuchungen umgesetzt werden, um Hinweise auf die Mechanismen der
Tumorzelltransformation in den verschiedenen PTCL zu erhalten.

Zur Bearbeitung des ersten Ansatzes wurde eine PCR-basierte Methode entwickelt,
mit der sich das in den Tumorzellen klonal rearrangierte T-Zell-Rezeptor (TCR)V-
Segment bestimmen lasst, um anschlieBend den Phanotyp der Tumorzellen unter
Zuhilfenahme eines gegen dieses Segment gerichteten Antikdrpers in
immunhistochemischen Mehrfachfarbungen zu definieren. Es konnte gezeigt werden,
dass sich angioimmunoblastische T-Zell-Lymphome (AILT) und grofzellig
anaplastische Lymphome (ALCL) jeweils einer T-Effektorzell-Population und eine
Untergruppe der peripheren T-Zell-Lymphome, nicht weiter spezifiziert (PTCL-NOS)
einer T-Gedachtniszell-Population zuordnen lassen.

Ausgehend vom Phanotyp bereits bekannter T-Zell-Subpopulationen wurde dariber
hinaus versucht, aus der heterogenen Gruppe der PTCL-NOS weitere Untergruppen
einem bestimmten T-Zell-Entwicklungsstadium zuzuordnen. Die diesbezlglichen
Ergebnisse legen nahe, dass es eine seltene Gruppe von PTCL gibt, die sich von
regulatorischen T-Zellen ableitet, und sich durch einen sehr aggressiven
Krankheitsverlauf auszeichnet. Diese Erkenntnis konnte in Zukunft Auswirkungen auf
das therapeutische Vorgehen, beispielsweise in Form einer individuell abgestimmten,
aggressiveren Therapie, haben.

Als wegweisender Nebenbefund der durchgefiihrten PCR-basierten immun-
histochemischen Untersuchungen sind die Ergebnisse der Analysen von ALCL
anzusehen. Bei diesen Tumoren konnte gezeigt werden, dass die fehlende
Expression von TCR sowie TCR-assoziierten Molekulen trotz des Vorhandenseins
klonal rearrangierter TCR ein wesentliches Merkmal dieser Entitat darstellt. Diese

Erkenntnis stellt eine neue vereinigende Eigenschaft von ALK (anaplastic lymphoma
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kinase) und ALK" ALCL dar, die insbesondere auch zur Abgrenzung gegeniiber
anderen CD30" PTCL in der Diagnostik herangezogen werden kann. Inwiefern das
Fehlen der uber den TCR vermittelten Signale, die normalerweise Uber den
JAK/STAT Weg die Proliferation hemmen und letztlich zu Wachstumsstopp und
Apoptose flhren, auch zur Tumorzelltransformation beitragt, muss in weiteren
Untersuchungen geklart werden. TCR-knock-out/down Experimente bzw. die
Reexpression eines TCR in entsprechenden ALCL-Zelllinien konnten diese Aspekte
weiter beleuchten. Ein weiterer interessanter Aspekt sind die Parallelen zu dem
morphologisch ahnlichen Hodgkin-Lymphom, das sich von B-Zellen ableitet, jedoch
ebenfalls keinen B-Zellrezeptor (BCR) exprimiert. Das abberante TCR/BCR-Signaling
konnte zu der ungewohnlichen, anaplastischen Morphologie der neoplastischen
Zellen in beiden Lymphomen beitragen, da auch Veranderungen des Aktin-
Zytoskeletts durch diese Signalkaskaden vermittelt werden. Hier konnten
insbesondere vergleichende Untersuchungen zu einem besseren Verstandnis dieser
Tumoren beitragen.

Der Befund, dass die Tumorzellen des AILT einen Effektorzellphanotyp aufweisen,
hat uns dazu veranlasst, nach Ursachen zu suchen, die in den Tumorzellen die bei
diesem Zelltyp zu erwartende Apoptose verhindern. SNP-Analysen und
immunhistochemische Untersuchungen der Apoptose-assoziierten CTLA-4- und
FAS-Gene bzw. deren Expression haben jedoch keine Hinweise auf einen hier
gelegenen Apoptosedefekt ergeben. Es sind somit weiterfUhrende Untersuchungen
der FAS- und CTLA-4-Signalwege sowie anderer Apoptose-assoziierter Molekile
notig, um der nach wie vor naheliegenden Hypothese eines Apoptosedefekts als
pathogenetisch relevanten Faktor in AILT nachzugehen.

Ein anderer Anstol3 zu weiterfUhrenden Untersuchungen von AILT, die im Anschluss
an die hier beschriebenen Projekte fortgesetzt werden, ergab sich durch
Beobachtungen aus den PCR-Experimenten zur Identifizierung der klonal
rearrangierten TCRVp-Ketten. Die nahere Analyse der PCR-Amplifikate in AILT Iasst
vermuten, dass in AILT, im Gegensatz zu den anderen PTCL, offenbar relativ haufig
mehrere klonale TCRp-Rearrangements auftreten, wenngleich noch nicht klar ist
inwiefern diese neoplastische oder nicht-neoplastische Klone reprasentieren bzw. nur
ein AILT-typisches PCR-Artefakt darstellen.

Diesbezlglich wurde bereits eine umfangreiche PCR-Analyse im Hinblick auf das
Vorhandensein mehrerer in AILT, PTCL-NOS und ALCL klonal expandierter T-

50



Zusammenfassung

Zellpopulationen begonnen.

Aus den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Untersuchungen haben sich
zahlreiche neue Aspekte ergeben, die Ausgangspunkt fur ein besseres Verstandnis
der Biologie dieser Erkrankungen sein konnen. Nicht zuletzt konnten diese
Ergebnisse dazu beitragen eine Klassifikation der T-Zell-Lymphome zu erstellen, die
sich analog zu der Klassifikation der B-Zell-Lymphome an der korrespondierenden
Normalzelle orientiert und letztlich die Diagnostik und Therapie und damit die

Prognose dieser Tumoren verbessert.

Summary

The aim of our study was a more specific molecular characterisation of peripheral T-
cell ymphomas (PTCL). Towards this goal, we primarily chose two approaches:

The first approach was to identify the normal counterparts of the neoplastic T-cells in
different subtypes of PTCL in order to compare the features and functions of normal
and neoplastic T-cells.

The second approach dealt with potential mechanisms of tumor cell transformation
that may occur in these non-neoplastic counterparts of PTCL during tumorigenesis.

In the first approach, we developed a PCR-based method which allows the
identification of the clonally rearranged T-cell receptor (TCR)VB segment of the
neoplastic T-cells. Subsequent phenotyping of the tumor cells was done with an
antibody against this segment performing immunohistochemical double- and triple
stains. Angioimmunoblastic T-cell lymphomas (AILT) and anaplastic large cell
lymphomas (ALCL) could both be related to effector cells, whereas a subgroup of
PTCL not otherwise specified (PTCL-NOS) showed a corresponding memory cell
population. Furthermore, based on defined T-cell populations, attempts to assign
further subgroups within the heterogeneous group of PTCL-NOS provided evidence
of rare cases derived from regulatory T-cells with an aggressive clinical course. In the
future, this finding may have implications for the therapeutic management leading to
a more individualized therapy.

We gained additional insights from our PCR-based immunohistochemical
investigations which may be of major importance for the pathogenesis of ALCL.
Specifically, we could demonstrate that the lack of TCR expression and of TCR-
associated molecules is an essential feature of this entity, despite the existence of

clonally rearranged TCR genes. This perception presents a new unifying feature of
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anaplastic lymphoma kinase (ALK) and ALK" ALCL, which is particularly useful in
discriminating ALCL from other CD30" PTCL in the diagnostic setting. Further
investigations are needed to clarify to what extent the lack of TCR mediated signals,
which normally inhibit proliferation by the JAK/STAT pathway leading to growth arrest
and apoptosis, also contributes to tumor cell transformation. TCR-knock-down
experiments in normal T-cells and TCR re-expression in corresponding ALCL cell
lines might shed additional light on these aspects. The parallels to the
morphologically similar Hodgkin lymphoma which is derived from B-cells, are another
interesting aspect, since these tumors do not express a B-cell receptor (BCR). The
aberrant TCR/BCR signaling could contribute to the abnormal anaplastic morphology
of the neoplastic cells in both lymphoma entities, since changes of the cytoskeleton
are induced by the TCR/BCR signal cascades as well. Thus, comparative analyses
could contribute to a better understanding of these tumors.

The finding of AILT tumor cells showing an effector cell phenotype led us to search
for reasons why apoptosis is inhibited in the tumor cells, whereas in normal T-cells of
this differentiation state apoptosis generally occurs. Both analyses of single
nucleotide polymorphisms (SNPs) and immunohistochemical studies of the
apoptosis-associated CTLA-4 and FAS genes, however, did not provide any
evidence of a defective apoptotic pathway based on these SNPs. Therefore, further
investigations of the FAS and CTLA-4 pathways as well as other apoptosis-
associated molecules are needed to identify factors that result in defective apoptosis
of AILT cells.

Additional investigations resulted from our observations of the PCR experiments
which we conducted to identify the clonally rearranged TCRVp chains in AILT. A
detailed analysis of the PCR amplifications in AILT led to the observation that in
AILT, in contrast to other PTCL, frequently more than one clonal TCRp
rearrangement arises. It is not yet clear, however, to what extent these additional
clones represent neoplastic or non-neoplastic T-cells or exhibit an AILT typical
artefact of the PCR approach, respectively. To address this question, we already
started an extensive PCR analysis to search for the existence of multiple clonally
expanded T-cell populations in AILT, PTCL-NOS and ALCL.

Our work may help to provide a better understanding of the biology of PTCL and
could contribute to the development of an improved classification of T-cell

lymphomas, which is based on corresponding normal T-cell counterparts, analogous
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to the classification of B-cell lymphomas. An improved molecular characterization of

PTCL is a prerequisite for the development of novel therapeutic approaches.
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5 Anhang

5.1 Abkirzungen

AILT

ALCL
ALK
ALPS
AP-1
Apaf-1
Bak

Bax
Bcl-2

Bid
Cbl-b
CCR
C-Region
DAG
dATP
DD

DFF
DISC
D-Region
EBV

Egr

ERK
FADD
FASL
Fos
FoxP3
Fyn

GEF
GM-CSF

»=angioimmunoblastic T-cell ymphoma®“, angioimmunoblastisches T-Zell-
Lymphom

»anaplastic large cell ymphoma®“, groRzellig anaplastisches Lymphom
»=anaplastic lymphoma kinase*®

autoimmunes Lymphoproliferationssyndrom

wactivator protein-1“

»apoptotic protease activating factor-1”

,Bcl-2 antagonist killer”

,Bcl-2 associated x protein”

.B-cell ymphoma 2“

,BH3-interacting domain death agonist”

,Cas-Br-M ecotropic retroviral transforming sequence 2”

~,cc-motif receptor”

“constant region”, konstante Region

Diacylglycerin

Desoxyadenosin-5'-Triphosphat

,2death domain”

,DNA fragmentation factor”

»death inducing signaling complex”

Ldiversity“ Region

Epstein-Barr Virus

.early growth response*

“extracellular-signal regulated kinase”

,FAS-associated death domain complex”

FAS-Ligand

»homologue of Finkel-Biskis-Jinkins murine osteogenic sarcoma virus”
~forkhead box p3”

Kinase der Src-Familie

»-guanine-nucleotide exchange factors”

Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor
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HE Hamatoxylin-Eosin

HTLV-1 »,human T-cell leukaemia virus type 1%, humanes T-Zell-lymphotropes
Virus 1

IFN Interferon

IL Interleukin

IP3 Inositoltriphosphat

JAK Janus Kinase

J-Region ,joining region®, verbindende Region

LAT Hslinker of activation in T-cells”

Lck .leukocyte-specific protein tyrosine kinase”

Lyn Kinase der Src-Familie

MAPK ,mitogen-activated protein kinase*

MHC “major histocompatibility complex”, Haupthistokompatibilitatskomplex

NFAT ,nuclear factor of activated T-cells”

NF«B ,huclear factor «-B”

NHL Non-Hodgkin-Lymphom

NK-Zellen  Naturliche Killerzellen

PAS Perjodsaure Schiff

PCR Polymerase Kettenreaktion

PIP, Phosphatidylinositolbisphosphat

PKB/AKT  Protein Kinase B

PKC Proteinkinase C

PLC-y Phospholipase C-y

PP2A Protein Phosphatase 2A

PTCL .peripheral T-cell ymphoma“, peripheres T-Zell-Lymphom
PTCL-NOS PTCL ,not otherwise specified®, ,unspecified, nicht weiter spezifiziert
Rap1 ,Ras related protein 1”

REAL .Revised European-American Lymphoma”

SHP-2 »orc homology2 (SH2) domain containing protein-tyrosine phosphatase”
SLP-76 »,SoH2 domain-containing leukocyte-specific phosphoprotein of 76kDa”
SNP »Single nucleotide polymorphism”

SODD ,Silencer of death domains”

Src ,V-Src avian sarcoma”

STAT ,signal transducers and activators of transcription”
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Tem
TCR
Tec
Tewm

TF

TNF
Treg
TUNEL
V-Region
WHO
ZAP-70

,central memory T-cell, zentrale Gedachtniszelle
»1-cell receptor®, T-Zell Rezeptor

sransient erythroblastopenia of childhood”
.effector-memory T-cell®, Effektor-Gedachtniszellen
Transkriptionsfaktor

Tumornekrosefaktor

regulatorische T-Zellen

sterminal transferase dUTP nick end labeling”
variable Region

»World Health Organisation®

C-Ketten assoziiertes Protein mit 70 kDa
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