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1 Einleitung

1.1 T-Non-Hodgkin-Lymphome

1.1.1 De�nition

Lymphome sind eine heterogene Gruppe von Neoplasien mit Ursprung im lymphatischen

Gewebe. Sie werden unterteilt in Hodgkin-Lymphome (HL) und Non-Hodgkin-Lymphome

(NHL). HL haben ihren Ursprung überwiegend in B-Lymphozyten und sind durch die An-

wesenheit von Sternberg-Reed-Zellen und Hodgkin-Zellen im histologischen Bild erkennbar.

NHL gehen entweder auf B-Zellen oder T-Zellen zurück. Die meisten NHL haben ihren Ur-

sprung in der B-Zell-Linie, und nur ein kleiner Anteil geht aus T-Zellen hervor (Canellos

et al. 2006).

Grundsätzlich werden die T-NHL in unreife (�lymphoblastische�) und in reife, so genannte

�periphere� Lymphome unterteilt. Während die unreifen T-Zell-Neoplasien von T-Zell-Prä-

kursorzellen aus dem Knochenmark und dem Thymus abstammen, gehen periphere T-Zell-

Neoplasien aus T-Zellen hervor, deren Di�erenzierung innerhalb des Thymus bereits abge-

schlossen ist, das heiÿt, aus reifen T-Lymphozyten auÿerhalb des Thymus. Diese T-Zellen

haben sowohl das Stadium der Umlagerung der T-Zell-Rezeptorgene als auch der positiven

und negativen Selektion gegen Antigene durchlaufen und wandern als T-Zell-Rezeptor-(TCR)-

αβ-positive Zellen, die entweder CD4 oder CD8 exprimieren, oder als TCR-δγ-positive Zel-

len, die meist CD4- und CD8-negativ sind, in die �Peripherie� (Mitrou 2001, S. 221-234).

Diese T-Lymphozyten sind die Ursprungszellen der peripheren T-Zell-Lymphome. Die T-

lymphoblastischen Lymphome als Vertreter der Präkursor-T-Zell-Neoplasien machen im Kin-

desalter den gröÿten Teil der T-Zell-Lymphome aus, während sie beim Erwachsenen mit etwa

2 % angegeben werden (Hoelzer et al. 2002).

1.1.2 Epidemiologie

Die malignen Lymphome stellen 3 % aller weltweit auftretenden Krebserkrankungen dar und

sind in Europa die fünfthäu�gste maligne Erkrankung nach Lungen-, Brust-, Dickdarm- und

Prostatakrebs (Groves et al. 2000). Die reifen T-Zell- und NK-Zell-Neoplasien sind selten

und nur für 10 % aller weltweiten NHL-Erkrankungen verantwortlich. Die Häu�gkeit von

peripheren T-NHL unterliegt starken regionalen Ein�üssen und schwankt zwischen 1,5 % in

Kanada und 18,3 % in China. Auch die Häu�gkeitsverteilung der verschiedenen Subgruppen

zeigt starke geogra�sche Unterschiede (Rüdiger et al. 2002).
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1.1 T-Non-Hodgkin-Lymphome

So ist das adulte T-Zell-Lymphom (ATLL) mit dem humanen T-Zell-Leukämie-Virus Typ 1

(HTLV1) assoziiert und kommt besonders häu�g im südlichen Japan und in den karibischen

Ländern vor, wo das HTLV1 endemisch ist. Das intestinale T-Zell-Lymphom kommt in erster

Linie bei Patienten mit unbehandelter glutensensitiver Enteropathie vor. Daher beobachtet

man in Gebieten wie Groÿbritannien, wo die Zöliakie vermehrt auftritt, eine erhöhte Inzidenz

dieser sonst seltenen Subgruppe.

Ein weiterer Faktor, der die Inzidenz von T-Zell-Lymphomen und NK-Zell-Lymphomen

beein�usst, ist die Herkunft der Patienten. Nasale NK- und T-Zell-Lymphome kommen bei

Asiaten sehr viel häu�ger als bei Menschen anderer genetischer Herkunft vor. Weitere Popu-

lationen mit einem erhöhten Risiko für diese EBV-assoziierten Krankheiten (EBV, Epstein-

Barr-Virus) sind indianische Völker in Nord- und Südamerika. Es wird postuliert, dass eine

genetische Prädisposition, die mit einem Immundefekt gegenüber dem EBV verbunden ist, für

diese Verteilung der EBV-assoziierten Lymphome verantwortlich ist (Jaffe 2006; Isaacson

und Wright 1978). Die in Mitteleuropa häu�gsten Subtypen sind das unspezi�sche periphe-

re T-Zell-Lymphom (PTCL), das angioimmunoblastische T-Zell-Lymphom (AILT) und das

anaplastische groÿzellige T-Zell-Lymphom (ALCL) mit und ohne ALK-Expression (Rüdiger

et al. 2002).

1.1.3 Klassi�kation

Hinter dem Begri� Lymphom verbirgt sich eine Vielzahl an unterschiedlichen und eigenstän-

digen Krankheitsentitäten. Die Klassi�kation de�niert diese spezi�schen lymphatischen Neo-

plasien und bildet damit die Grundlage für die reproduzierbare Diagnose und eine optimal

angepasste Therapie.

Die aktuell gültige WHO-Klassi�kation basiert auf der REAL-Klassi�kation (�Revised Euro-

pean American Lymphoma Classi�kation�,Harris et al. 1994). Die WHO-Klassi�kation de-

�niert die Non-Hodgkin-Lymphome nach zytomorphologischen, immunologischen und geneti-

schen Kriterien. Grundsätzlich erfolgt eine Unterscheidung in B- und T-/NK- Zell-Lymphome

sowie unreife (lymphoblastische) und reife (periphere) Lymphome. Die reifen Lymphome kön-

nen weiter in primär leukämische, primär nodale und primär extranodale Lymphome unterteilt

werden (siehe Tabelle 1.1). Die WHO-Klassi�kation stellt das erste weltweit akzeptierte Ein-

teilungssystem der malignen Lymphome dar und ermöglicht damit den Vergleich klinischer

und wissenschaftlicher Studien auf internationaler Ebene. Die WHO-Klassi�kation ist keine

endgültige Klassi�kation. Vielmehr muss jede klinische Klassi�zierung als permanenter Pro-

zess angesehen werden. So wird in der WHO-Klassi�kation die Möglichkeit erwähnt, mittels

Genexpressionsanalyse in naher Zukunft Untereinheiten di�user B-Zell-Lymphome mit pro-

gnostischer Relevanz zu de�nieren (Canellos et al. 2006; Hiddemann et al. 2004).

ALK-positive und ALK-negative Lymphome Zu den häu�geren T-Zell-Lymphomen gehö-

ren in Europa das periphere unklassi�zierte T-Zell-Lymphom, das angioimmunoblastische T-

Zell-Lymphom und das groÿzellige anaplastische Lymphom (ALCL). Nach molekularen und

2



1.1 T-Non-Hodgkin-Lymphome

Tabelle 1.1: Klassi�kation der T-Zell-Neoplasien nach WHO (Quelle: Pfreundschuh 2004, S. 32)

Vorläufer T-Zell-Neoplasien

T-lymphoblastische(s) Leukämie/Lymphom
Blastisches NK-Zell-Lymphom

periphere T-Zell-Neoplasien

primär leukämische Lymphome
T-Zell-Prolymphozyten-Leukämie
Lymphozytische groÿgranuläre T-Zell-Leukämie
Agressive NK-Zell-Leukämie
�Adulte� T-Zell-Leukämie

primär extranodale Lymphome
Extranodales NK-/T-Zell-Lymphom, nasaler Typ
T-Zell-Lymphom vom Enteropathie-Typ
Hepatosplenisches T-Zell-Lymphom
Primär kutanes anaplastisches groÿzelliges Lymphom
Subkutanes Pannikulitis-ähnliches T-Zell-Lymphom
Mycosis fungoides
Sézary-Syndrom

primär nodale Lymphome
Peripheres unklassi�ziertes T-Zell-Lymphom
Angioimmunoblastisches T-Zell-Lymphom
Groÿzelliges anaplastisches Lymphom

klinischen Kriterien können mehrere Entitäten des ALC-Lymphoms unterschieden werden:

das primär systemische, ALK-positive ALC-Lymphom, das primär systemische ALK-negative

ALC-Lymphom und das primär kutane ALC-Lymphom. Die Expression des ALK-Proteins

bei der primär systemischen ALC-Lymphom-Entität ist Folge chromosomaler Translokationen,

meist t(2;5), und kann heute durch immunhistologische Färbungen zuverlässig nachgewiesen

werden (siehe auch Abschnitt 1.1.6, Seite 5). Das ALK-positive ALC-Lymphom tritt vor allem

bei jungen männlichen Patienten auf und besitzt nach Chemotherapie eine günstige Prognose.

Im Gegensatz dazu �nden sich ALK-negative ALC-Lymphome bei älteren Patienten, zeigen

ein ausgewogenes Geschlechtsverhältnis und gehen mit einer ungünstigeren Prognose einher

(Foss et al. 2000).

1.1.4 Klinik

Hauptsymptom eines malignen Lymphoms ist üblicherweise die schmerzlose Vergröÿerung ei-

nes oder mehrerer Lymphknoten. Beim Knochenmarkbefall können Symptome einer Anämie,

Thrombozytopenie oder Leukozytopenie auftreten. Die In�ltration der Leber und Milz mit

konsekutiver massiver Vergröÿerung kann zu abdominellen Beschwerden führen. Allgemein-

symptome (B-Symptome) wie Fieber, Nachtschweiÿ und Gewichtsverlust können begleitend

auftreten und gelten als prognostisch ungünstiges Zeichen. Blutsenkungsgeschwindigkeit, LDH

und ÿ2-Mikroglobulin sind häu�g erhöht.
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1.1 T-Non-Hodgkin-Lymphome

1.1.5 Therapie und Prognose

Die Basis der Vorhersage des Krankheitsverlaufs bilden prognostische Faktoren. Diese liefern

Informationen über den zu erwartenden Verlauf einer Erkrankung unter einer bestimmten

Therapie. Die Prognose ist nicht nur für die Aufklärung des Patienten entscheidend, sondern

ermöglicht auch die De�nition eines Patientenkollektivs und insofern eine Vergleichbarkeit von

Therapien unterschiedlicher Studien. Vor allem aber für die Therapieplanung ist die progno-

stische Einschätzung bei Diagnosestellung von herausragender Bedeutung. In prospektiven

Studien wurden fünf unabhängige prognostische Parameter identi�ziert und im Internatio-

nalen Prognose-Index (IPI) zusammengefasst: Alter, Allgemeinzustand, Stadium nach Ann

Arbor, Extranodalbefall und Serumlaktatdehydrogenase. Der auf robusten klinischen Parame-

tern basierende IPI bildet die biologische und prognostische Heterogenität der Lymphome nur

unzureichend ab. Neue Erkenntnisse legen nahe, dass der IPI möglicherweise durch biologische

Prognosefaktoren verbessert werden kann, wie es am Beispiel der ALK-positiven Lymphome

gezeigt werden konnte (Pfreundschuh 2004).

Von der französischen Studiengruppe GELA wurde 1998 gezeigt, dass die Prognose pe-

ripherer T-Zell-Lymphome nach konventioneller Therapie mit einer Anthrazyclin-haltigen

Polychemotherapie signi�kant schlechter ist als bei aggressiven B-Zell-Lymphomen. Bei den

228 Patienten mit peripheren T-Zell-Lymphomen betrug die CR-Rate 54 %, bei den B-Zell-

Lymphomen 63 % (p=0,004). Die 5-Jahres-Überlebensrate war mit 41 % gegenüber 53 %

signi�kant schlechter (p=0,0004). Nach Abzug der 45 Patienten mit anaplastisch-groÿzelligen

T-Zell-Lymphomen betrug das 5-Jahres-Überleben der restlichen T-Zell-Lymphome sogar nur

noch 35 %. In dieser Studie konnte auch für die T-Zell-Lymphome eine klare Korrelation der

Prognose mit dem IPI gezeigt werden (Gisselbrecht et al. 1998). Aufgrund dieser unbe-

friedigenden Therapieergebnisse wurde versucht, durch Modi�kationen Anthrazyclin-basierter

Schemata eine Verbesserung der Ergebnisse zu erzielen, die jedoch bisher ohne Erfolg blieben.

Aus diesem Grund wird die Primärtherapie bei peripheren T-NHL in der Regel mit einer Po-

lychemotherapie nach dem CHOP- oder CHOP-like-Schema mit oder ohne Hinzunahme von

Etoposid (CHOEP) durchgeführt. Eine Erhöhung der Dosisintensität durch Verkürzung der

Intervalle von 3 auf 2 Wochen (CHO(E)P-14) ist zwar nicht belegt, wird jedoch als biologisch

sinnvoll angesehen und von den Autoren empfohlen. Eine allgemein anerkannte, durch pro-

spektive Studien abgesicherte Standardchemotherapie ist jedoch nach wie vor nicht etabliert

(Hiddemann et al. 2004).

1.1.6 Ätiologie und Pathogenese

Lymphome stammen von transformierten Lymphozyten ab und damit von Zellen, die ver-

mehrt Noxen (bakteriell, chemisch, physikalisch) ausgesetzt sind. Zudem sind die Lymphozy-

ten genetisch instabiler, da sie rasch proliferieren und präformierte genetische Schwachstellen

aufweisen, die durch die somatische Rekombination und Mutation der T-Zell-Rezeptorgene

bedingt sind. Eine groÿe Anzahl von experimentellen und klinischen Arbeiten liefert Hinweise

darauf, dass zum einen Immunsuppression, Immundysfunktion und Autoimmunerkrankungen,
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1.2 Zytokine und ihre Bedeutung bei malignen Lymphomen

zum anderen Expositionen gegenüber spezi�schen Noxen wie Chemikalien, Viren oder Bakteri-

en zu einem erhöhten Risiko für die Entstehung maligner Lymphome führen. Zusätzlich spielt

die genetische Prädisposition eine wichtige Rolle in der Pathogenese der malignen Lymphome

(Pfreundschuh 2004).

Ein Drittel der peripheren T-NHL und beinahe alle NK-Zelltumoren manifestieren sich ex-

tranodal (Greer et al. 2001). Chronische virale, bakterielle oder allergene Antigenstimuli

in verschiedenen extranodalen Regionen wie Darm, Haut oder Nase führen zur Ansammlung

von T-Zellen mit A�nität zu diesen Regionen. Diese chronische Entzündung begünstigt geneti-

sche Veränderungen, die letztlich zu einer malignen Entartung führen. So wird bei der ATLL

dem humanen T-Zell-Leukämie-Virus Typ 1 (HTLV1, Tajima et al. 1987) und bei dem

nasalen NK-/T-Zell-Lymphom dem Epstein-Barr-Virus (EBV, Chan A et al. 1999) eine

wichtige pathogenetische Bedeutung zugeschrieben. Ein Beispiel für eine chronische allergi-

sche Stimulation ist das Gluten, das eine Zöliakie verursacht und bei Patienten in Verbindung

mit genetischen Veränderungen zur Entstehung eines intestinalen T-Zell-Lymphoms beitra-

gen kann. Die Pathogenese der peripheren T-Zell-Neoplasien auf molekularer Ebene ist noch

weitgehend ungeklärt. Die einzige periphere T-Zell-Neoplasie mit einer gut charakterisierten

Pathogenese ist das anaplastische groÿzellige T-Zell-Lymphom (ALCL). Für diese Entität

konnte in den 80er-Jahren gezeigt werden, dass das ALCL mit einer balancierten chromo-

somalen Translokation t(2;5)(p23;q35) assoziiert ist (Mason et al. 1990; Bitter et al.

1990). Diese Translokation führt zur konstitutionellen Expression eines Fusionsproteins mit

Tyrosinkinaseaktivität, (NPM-ALK ), welches über Aktivierung verschiedener intrazellulärer

Signalwege zur malignen Transformation der Lymphozyten führt (Kutok und Aster 2002).

Die beschriebene Translokation wird in ungefähr 75 % aller ALK-positiven ALCL-Fälle ge-

funden (Duyster et al. 2001). In den verbleibenden 25 % der Fälle können verschiedene

Rearrangements von 2p23 gefunden werden. Diese seltenen Rekombinationen führen zu einer

Fusion von ALK mit verschiedenen Partnergenen (Drexler et al. 2000).

1.2 Zytokine und ihre Bedeutung bei malignen Lymphomen

Im komplexen Zusammenspiel zwischen den Komponenten des Immunsystems spielen Zyto-

kine eine essenzielle Rolle. Zytokine sind von Zellen sezernierte Protein- und Peptidfaktoren,

die nach ihrer Bindung an den entsprechenden Rezeptor pleiotrope Reaktionen auslösen kön-

nen. Diese können entweder autokrin auf die sezernierende Zelle selbst oder aber parakrin

auf andere Zellen wirken. Zytokine werden allgemein eingeteilt in die Familie der Interleukine,

Interferone, Tumornekrosefaktoren. Ihre Aufgabe in der Regulation schlieÿt wichtige Prozesse,

wie die Kontrolle zellulärer und humoraler Immunantworten, Entzündung, die Angiogenese

und andere ein.

Zytokine spielen sowohl bei der Erzeugung einer proin�ammatorischen als auch einer anti-

in�ammatorischen Immunantwort eine kritische Rolle. So werden zum Beispiel Zytokine wie

TNF-α als proin�ammatorisch angesehen, während Zytokine wie IL-10 antiin�ammatorisch
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1.2 Zytokine und ihre Bedeutung bei malignen Lymphomen

wirken. Daneben wirken Zytokine wie Il-4 als wichtige Regulatoren der Th1/Th2- Immunant-

wort.

� Maligne Lymphome sind durch Störungen der normalen Proliferation und Di�erenzie-

rung von Zellen des Immunsystems gekennzeichnet. Zytokine und Zytokinrezeptoren

sind zentrale Regulatoren dieser Prozesse, daher ist ihre Beteiligung an der Transforma-

tion von Zellen wahrscheinlich.

� Im Hinblick auf die tief greifenden biologischen E�ekte der Zytokine ist es nicht überra-

schend, dass ihre Aktivität eng reguliert wird. Zytokine werden nur synthetisiert, wenn

sie benötigt werden (Whicher und Evans 1990; Akira et al. 1990). Es ist davon

auszugehen, dass im Lymphom � entweder in den Lymphomzellen selbst oder/und in

den lymphomin�ltrierenden Immunzellen � diese strengen Regulierungsmechanismen

auÿer Kraft gesetzt sind und dadurch bestimmte Zytokine kontinuierlich sezerniert wer-

den. Durch die autokrine und parakrine Sekretion solcher Zytokine könnten Tumorzellen

ihr Wachstum selbst stimulieren und sich so unabhängig vom exogenen Kontrollmecha-

nismus machen. Die von Lymphomzellen ausgeschütteten Zytokine induzieren nicht nur

eine zelluläre Reaktion, sondern rekrutieren auch weitere Zellen zur Produktion von

weiteren Zytokinen. Diese parakrine Sekretion von Zytokinen durch reaktive Zellen in

der Umgebung des Tumors könnte einen weiteren Wachstumsvorteil für die Tumorzel-

len darstellen. Beispiele für einen autokrinen Wachstumse�ekt konnten in verschiedenen

Studien gezeigt werden (Merz et al. 1991; Jücker et al. 1991). Auch parakrine

E�ekte auf das Lymphomwachstum sind beschrieben (Kadin 1990; Dancescu et al.

1992).

� B-Symptome wie Fieber, Nachtschweiÿ und Gewichtsverlust werden häu�g bei malignen

Lymphomen beobachtet. Diese systemischen Symptome, die auch prognostische Bedeu-

tung haben, könnten durch besonders intensive Produktion bestimmter Zytokine � ent-

weder durch Lymphomzellen oder durch reaktive Zellen � hervorgerufen sein. An den

typischen Veränderungen verschiedener Laborwerte bei Lymphompatienten sind vermut-

lich ebenfalls bestimmte Zytokine beteiligt. So ist der prognostisch wichtige LDH-Wert

nicht nur Ausdruck von Tumorwachstum und -zerfall, sondern spiegelt auch die Immun-

reaktion zwischen Wirt und Lymphom wider (Tracey et al. 1988). Auch die polyklo-

nale Hypergammaglobulinämie, hämolytische Anämie sowie zirkulierende Immunkom-

plexe und Kälteagglutinine können wohl auf eine dysregulierte humorale Immunreaktion

zurückgeführt werden.

� Zytokine tragen zum charakteristischen histopathologischen Erscheinungsbild der Lym-

phome bei. Verschiedene Formen der Lymphome mit gleichem zellulären Ursprung könn-

ten durch die Heterogenität der Zytokinproduktion zu erklären sein. Beim Fortschreiten

eines Lymphoms unterliegen die Zellen zunehmend chromosomalen Änderungen und

werden in Bezug auf ihre biologischen Eigenschaften diversi�ziert. Dies führt dazu, dass

jedes Lymphom ein eigenes Zytokinexpressionsmuster aufweist. Diese ausgeschütteten
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1.3 Genetische Polymorphismen in Zytokingenen und Zytokinrezeptorgenen

Zytokine können reaktive Zellen anlocken, die ihrerseits bestimmte Zytokine produzie-

ren. So entsteht ein einzigartiges Mikromilieu, das für das spezielle histologische Bild

verantwortlich ist. Andererseits könnte die Heterogenität der Zytokinproduktion selbst

in der Ausprägung der Mikroumgebung des umgebenden Gewebes begründet sein, die

sich durch eine interindividuell unterschiedliche Abwehrreaktion ergibt (Hsu S et al.

1993).

� Es ist anzunehmen, dass in den meisten Fällen weder das Tumorzellwachstum noch die

assoziierten klinischen und histopathologischen Veränderungen über die Wirkung eines

einzelnen oder weniger Zytokine erklärt werden können. Diese Veränderungen gehen

eher auf eine abnorme Sekretion mehrerer Zytokine durch neoplastische Zellen und auch

reaktive Zellen zurück (Hsu S et al. 1993).

� Lymphompatienten zeigen häu�g eine signi�kante Verminderung der zellulären Immun-

antwort. Die Mechanismen der Immunsuppression, die bei T-NHLs beobachtet werden,

sind wie bei anderen Lymphomen komplex. Es wird angenommen, dass der Immundefekt

durch eine zytokinvermittelte Hemmung der zellulären Immunantwort hervorgerufen

wird (Kim E et al. 2005).

� Zytokine und ihre Rezeptoren werden in zahlreichen Studien mit lymphoproliferativen

Erkrankungen in Zusammenhang gebracht. So konnten bei Patienten mit malignen

Lymphomen erhöhte Serumkonzentrationen von bestimmten Zytokinen und löslichen

Rezeptoren nachgewiesen werden (Metkar et al. 2000; Trümper et al. 1994). In

klinischen Studien konnte belegt werden, dass erhöhte Serumspiegel von bestimmten

Zytokinen mit der Prognose bei Patienten mit malignen Lymphomen korrelieren. Inter-

individuelle genetische Variationen können die Funktion und Sekretion von Zytokinen

und den Rezeptoren beiein�ussen. So konnten kürzlich publizierte Studien zeigen, dass

Genvariationen einiger Zytokine mit der Suszeptibilität für Lymphome korrelieren, so z.

B. TNF oder IL-4. Weiterhin wurden einige der Polymorphismen assoziiert mit der Pro-

gnose von Lymphompatienten (Lan et al. 2006; Rothman et al. 2006;Warzocha

et al. 1998).

1.3 Genetische Polymorphismen in Zytokingenen und

Zytokinrezeptorgenen

Den Ïnternational Human Genom Project"(HGP) und Celera Genomics Corporation gelang

es bis zum Jahre 2001, nahezu alle DNA-Bausteine des menschlichen Genoms vollständig zu

sequenzieren. Auf Basis dieser Daten wird systematisch nach krankheitsrelevanten Genen und

deren Variationen gefahndet. Durch den Vergleich der Genome zweier beliebiger Individuen

wurden genetische Variationen genomweit beschrieben (Chakravarti 1999). Die häu�gste

genetische Variation ist der einfache Basenaustausch (single nucleotide polymorphisms, SNP),

bei dem es zum Austausch eines Basenpaares im DNA-Strang kommt. Nach Schätzungen
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der International SNP Map Working Group existieren ungefähr elf Millionen SNPs (Sachi-

danandam et al. 2001). Zehn Millionen dieser SNPs sind bereits bekannt (Hinds et al.

2005). Der gröÿte Teil der SNPs hat keine Auswirkungen auf den Phänotyp. Nur ein kleiner

Teil der identi�zierten Polymorphismen wirkt sich phänotypisch aus und ist vermutlich für

Krankheitsentstehungen relevant. SNPs, die in der kodierenden Region lokalisiert sind, kön-

nen zu einem Aminosäurenaustausch führen und sind damit in der Lage, die Struktur und

Funktion des Proteins zu verändern. Ein Polymorphismus, der eine Änderung der Protein-

funktion bewirkt, kann die Entstehung und den Verlauf einer Erkrankung beein�ussen. Es

ist auÿerordentlich schwierig, aus der hohen Zahl der SNPs diejenigen zu ermitteln, die die

Entstehung bestimmter Krankheiten begünstigen. Es gibt Hinweise darauf, dass einige Po-

lymorphismen die Expression sowie die Funktion der Zytokine bzw. Rezeptoren beein�ussen

könnten. In zahlreichen Arbeiten wurde gezeigt, dass Genvariationen mit dem Risiko und dem

Verlauf von bestimmten Krankheiten assoziiert sein können (Chanock 2001). Zytokin- und

Zytokinrezeptor-Genvariationen sind bereits intensiv bei Infektions- und Autoimmunerkran-

kungen analysiert worden. Erst später kamen Studien zu Tumorerkrankungen, darunter auch

Lymphome, hinzu (Hollegaard und Bidwell 2006).

1.4 IL-4 und der IL-4-Rezeptor

1.4.1 IL-4

IL-4 reguliert als Schlüsselzytokin die T-Zell-Di�erenzierung, indem es die Di�erenzierung

der T-Helferzelle zur Th2-Zelle induziert und die Th1-Immunantwort supprimiert. Sezerniert

von Th2-Zellen ist Il-4 für die Ausprägung und Aufrechterhaltung der Th2-Immunantwort

verantwortlich.

1.4.2 Der IL-4-Rezeptor

1.4.2.1 Struktur und Funktion des IL-4-Rezeptors

IL-4 vermittelt seine biologische Wirkung durch die Bindung an den IL-4-Rezeptor. Der funk-

tionelle IL-4-Rezeptor ist ein heterodimerer Rezeptorkomplex, der aus einer IL-4-Rezeptor-α-

Kette und einer akzessorischen Komponente besteht. In Abhängigkeit von der akzessorischen

Komponente werden zwei verschiedene IL-4R-Typen de�niert. Der Typ-I-Rezeptorkomplex

besteht aus der IL-4R-α-Kette und der cγ-Kette (common gamma chain)(Letzelter et al.

1998). Diese Kette ist auch Bestandteil der Rezeptoren für IL-2, IL-7, IL-9, IL-15 und IL-21.

Für hämatopoetische Zellen wurde ausschlieÿlich der Typ-I-Rezeptor-Komplex nachgewiesen

(Nelms et al. 1999). Der Typ-II-Heterodimerkomplex wird aus der IL-4R-α-Kette in Kom-

bination mit der IL-13R-α1-Kette gebildet. Im Gegensatz zum Typ-I-Rezeptor kommt der

IL-4R vom Typ II auf nicht hämatopoetischen Zellen vor (Murata et al. 1998).

Im ersten Schritt erfolgt die Bindung von IL-4 an die IL-4R-α-Kette. Diese Bindung zeich-

net sich durch eine besonders hohe A�nität aus, die fast die gesamte Bindungsa�nität des
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1.4 IL-4 und der IL-4-Rezeptor

Komplexes ausmacht. In einem zweiten Schritt bindet der IL-4/IL-4R-α-Komplex an die ak-

zessorische IL-4-Rezeptorkomponente, wobei die A�nität sehr niedrig ist. Jedoch ist diese

Bindung essenziell für die Aktivierung der Signaltransduktion (Nelms et al. 1999).

1.4.2.2 IL-4R-α-Kette

Die Klonierung der cDNA von der IL-4R-α-Kette führte zu einer ersten Charakterisierung

ihrer Funktionsweise (Idzerda et al. 1990; Galizzi et al. 1990). Die IL-4R-α-Kette ist

ein 140-kDa-Glykoprotein, bestehend aus 800 Aminosäuren. Das Vorläufermolekül trägt ein

25 Aminosäuren langes Signalpeptid (Miyajima et al. 1992). Der extrazelluläre Teil be-

steht aus 207 Aminosäuren und besitzt die für die Hämatopoetin-Rezeptorfamilie typischen

zwei Merkmale: vier hochkonservierte Cysteinreste in der membrandistalen Domäne und das

Aminosäuremotiv WSxWS in der membranproximalen Domäne, wobei x für eine nicht kon-

servierte Aminosäure steht (W-Tryptophan, S-Serin).

Der transmembranäre Teil besteht aus 24 Aminosäuren, das zytoplasmatische Fragment

ist 569 Aminosäuren lang. Letzteres weist im Gegensatz zur extrazellulären Domäne nur in

wenigen kurzen Fragmenten Sequenzhomologien mit anderen Zytokinrezeptoruntereinheiten

auf (Duschl und Sebald 1996). Daher ist über die Funktionsweise dieser Domäne nur

wenig bekannt. In zahlreichen Studien wurde der funktionelle Aufbau des intrazellulären Teils

von IL-4R untersucht, und es zeigen sich vier für die Signalvermittlung bedeutende Regionen:

l4R-Motiv (Insulin-IL-4 Rezeptor-Motiv): Die Sequenz wird so genannt, weil sie eine groÿe

Homologie zu Sequenzen der zytoplasmatischen Domäne des Insulinrezeptors besitzt.

Sie liegt zwischen der Aminosäure 412 und 532. Das Motiv ist für die Aktivierung von

IRS-1/2 und der damit verbundenen IL-4-induzierten Aktivierung der Proliferation ver-

antwortlich. Besonders bedeutend ist der stark konservierte zentrale Tyrosinrest Y472,

der von dem I4R-Motiv umgeben ist. IRS-1/2 (Insulin Receptor Substrate)-Moleküle

binden an das phosphorylierte 472Y mithilfe einer N-terminalen PTB-Domäne (Gu-

stafson et al. 1995). Die Substitution des Tyrosins durch Phenylalanin blockiert den

IRS-1/2-Signalweg, da in der IL-4R-α-Kette an der Position 472 nun keine Phosphory-

lierung mehr statt�nden kann. Weiterhin sind die Reste L464, P463, I466 im I4R-Motiv

für die Interaktion mit IRS-2 notwendig (Wang H et al. 1996; Zamorano et al.

1996).

STAT6-Region: Die Region liegt zwischen den Aminosäuren 533 und 632 und enthält drei

konservierte Tyrosinreste: Y550, Y578 und Y606. Die Aminosäuren, welche die Tyrosine

unmittelbar umgeben, sind GYK/QXF (Y550 in GYQEF, Y578 in GYKAF, Y606 in

GYKPF). STAT6 (Signal Transducer and Activator of Transcription) bindet an diese

phosphorylierten Tyrosinreste über seine SH2-Domäne und wird dadurch aktiviert. Die-

ser Signalweg vermittelt die Il-4-induzierte Genexpression (Ryan et al. 1996; Wang

H et al. 1996).
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Box-1-Region: Sie bindet und aktiviert JAK-Moleküle. Sie beginnt 237 Aminosäuren vom

Start des reifen Proteins und hat die Sequenz WWDXIPXP (Harada et al. 1998).

ID-1-Region: Diese Region liegt zwischen Aminosäuren 328 und 368 und ist sowohl für die

Proliferation wie auch für die STAT6-Aktivierung als Antwort auf IL-4 essenziell (Ha-

rada et al. 1998; Schultz et al. 1995).

1.4.2.3 Signaltransduktion des IL-4-Rezeptors

Ein wichtiges Merkmal aller Hämatopoetinrezeptoren ist das Fehlen einer intrinsischen Tyrosin-

kinase-aktivität der Rezeptorketten. Trotzdem werden der Rezeptor und diverse zytoplasma-

tische Proteine nach Bindung von IL-4 an den Rezeptorkomplex phosphoryliert. Vermittelt

wird dies über Tyrosinkinasen, die mit den Rezeptorketten assoziiert sind. Im Falle des IL-

4R-Komplexes sind das die Januskinasen JAK1 und JAK3 (Miyazaki et al. 1994), die

konstitutiv an die Homologie-Box 1 in der membranproximalen Region der beiden Rezep-

torketten gebunden sind (Ihle und Kerr 1995). Dabei ist JAK1 mit der IL-4R-α-Kette

assoziiert, JAK3 mit der cγ-Kette. Die Bindung von IL-4 führt zur Heterodimerisierung der

Rezeptorketten und triggert so die Autophosphorylierung und Aktivierung der Januskina-

sen. Diese wiederum können jetzt Tyrosinreste der intrazellulären Domäne der IL-4R-α-Kette

phosphorylieren, wodurch Bindungsstellen für verschiedene zytoplasmatische Signalproteine

entstehen, die ihrerseits durch die Januskinasen phosphoryliert werden. Zwei Wege für die

IL-4R-Signaltransduktion wurden beschrieben (Nelms et al. 1999). Wird der einzelne Tyro-

sinrest Y497 im schon erwähnten I4R-Motiv phosphoryliert, können hier IPS1 bzw. 4PS/IRS2

ankoppeln und ihrerseits durch die Januskinasen phosphoryliert werden (Sun et al. 1995).

Da das früher als 4PS (IL-4 induced phosphotyrosin substrates) bezeichnete Molekül (Cho-

marat und Banchereau 1997) wesentliche Strukturmerkmale zum IRS-1, dem wichtigs-

ten Phosphorylierungssubstrat der Rezeptoren für Insulin und IGF, aufweist, wurde es später

als IRS-2 bezeichnet (Sun et al. 1995). Phosphoryliertes IRS2 kann verschiedenen SH2-

Domänen enthaltende Signalmoleküle binden, was zu einer Aktivierung von Genen führt, die

für die Proliferation der Zelle verantwortlich sind (Sun et al. 1995). Der Transkriptionsfak-

tor STAT6 bindet in der Region der schon beschriebenen C-terminal gelegenen Tyrosinreste

Y575, Y603 und Y631. Zwei STAT6-Moleküle können nach ihrer Phosphorylierung dimerisie-

ren, translozieren in den Zellkern und binden dort an die Promotorregion von Genen, deren

Expression durch IL-4 hochreguliert wird, z. B. VCAM-1, Eotaxin, MCP-1, MCP-3, MHC-

Klasse II, IgE, IgG1, IL-4R-α-Kette (Malerba und Pignatti 2005).
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1.4.3 Polymorphismen im IL-4R-Gen

1.4.3.1 Einteilung der genetischen Variationen

Das Gen des IL-4 Rezeptors liegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms 16 im Bereich der

Bande 11.2-12.1 (Pritchard et al. 1991). IL-4R wird von insgesamt zwölf Exons kodiert.

Das translatierte IL-4R-Protein beinhaltet ein Signalpeptid (Exon 3- 4), eine extrazelluläre

Domäne (Exon 5- 7), eine transmembranäre Domäne (Exon 9) und eine intrazelluläre Domäne

(Exon 10-12). Exon 1 und 2 sind nicht translatierte Exons, Exon 8 ist nur in der löslichen,

durch alternatives Splicing entstandenen, Form enthalten (Kruse et al. 1999a).

Das humane IL-4R-Gen ist hoch polymorph. Nach Entdeckung der ersten Punktmutationen

(single-nucleotid-polymorphisms) im kodierenden Teil von IL-4R im Jahr 1997 (Deichmann

et al. 1997; Hershey et al. 1997) werden heute insgesamt 16 SNPs in der kodierenden

Region beschrieben (Ober et al. 2000;Wu et al. 2001). Von diesen 16 SNPs führen zehn

zu einem Aminosäureaustausch, sind also nicht synonyme SNPs. Im Abschnitt des IL-4R-

Gens, welcher für den intrazellulären Teil des IL-4R-Proteins kodiert, be�nden sich im Exon 12

neun nicht synonyme Varianten, in dem Abschnitt für den extrazellulären Teil im Exon 5 eine

nicht synonyme Variante (I50V). Zwei weitere SNPs (T-890C, T-1914C) und ein short-tandem-

repeat [(CAAAA)5-7 3600)] konnten in der 5'-Promotorregion von IL-4R nachgewiesen werden

(Hackstein et al. 2001). Im nicht kodierenden Bereich wurden ebenfalls zahlreiche SNPs

identi�ziert (Sherry et al. 2001). Die genomische Struktur des IL-4R-Gens inklusive der

nicht synonymen SNPs illustriert Abbildung 1.1.

Die Nomenklatur der SNPs richtet sich nach den Empfehlungen der �Nomenclature Working

Group� (Antonarakis 1998), nach denen für Polymorphismen mit Aminosäureaustausch

der AS-Einzelbuchstabencode verwendet wurde. Die Wildtyp-Aminosäure be�ndet sich vor

der Kodonnummer, die mutierte Aminosäure dahinter, wobei sich die Kodonnummern auf die

cDNA des reifen Proteins beziehen. Die IL-4R-Sequenz von Idzerda gilt als Wildtyp und

Abweichungen davon als Mutationen (Idzerda et al. 1990).

Die Tabelle 1.2 zeigt SNPs im kodierenden Teil des IL-4R-Gens mit der jeweiligen cDNA-

Position, die in dieser Arbeit untersucht wurden.

Tabelle 1.2: Übersicht über die in dieser Arbeit untersuchten SNPs im IL-R4-Gen (nach Sherry et al.

2001)

SNP rs-Nummer Sequenz Allelfrequenz
Wildtyp Mutation

I75V rs1805010 CGTGT(A/G)TCCCT 56,0 % 44,0 %
S503P rs1805015 GCAAC(T/C)CCCTG 73,9 % 26,1 %
Q576R rs1801275 CTATC(A/G)GGAGT 71,6 % 28,4 %
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Abbildung 1.1: Aufbau der genomischen Struktur des Interleukin-4-Rezeptor-Gens. Das Gen besteht aus
12 Exons (E1-E12) und 11 Introns (I1-I11). E1-E2 werden nicht translatiert. E3-E4 kodie-
ren das Signalpeptid, E5-E7 die extrazelluläre Domäne, E9 die transmembranäre Region
und E10-E12 die intrazelluläre Domäne. Exon 8 ist nur im löslichen, durch alternatives
Splicing entstandenen IL-4R enthalten. Dargestellt ist die Lokalisation der untersuchten
SNPs, welche in den Exons 5 und 12 lokalisiert sind (nach Wu et al. 2001, S. 129).

1.4.3.2 Genetische Assoziationsstudien

Die Genpolymorphismen des IL-4R-Gens wurden in zahlreichen Studien auf Assoziationen

mit verschiedenen Krankheiten untersucht. Die meisten Assoziationsanalysen wurden dabei

mit den IL-4R-Varianten Q576R, I75V, S503P durchgeführt. Es wurden mehrere Studien über

die genetische Assoziation von SNPs im IL-4R-Gen mit Atopie-Phänotypen publiziert (Hers-

hey et al. 1997; Andrews et al. 2001; Howard et al. 2002). Insgesamt bleiben die

Ergebnisse der genetischen Assoziationsstudien im Hinblick auf die Atopie jedoch kontrovers.

In einer Studie zu Ergebnissen bei Organtransplantationen konnte mittels Kaplan-Meier-

Analyse in einer Gruppe von 156 nierentransplantierten Patienten eine Assoziation von R576

mit einem verringerten Transplantatüberleben festgestellt werden (Hackstein et al. 1999).

In einer Studie von Kanemitsu et al. wurde bei Patienten mit systemischem Lupus erytho-

matodes (SLE) über ein häu�geres Vorkommen der SNPs R576 und I75 im Vergleich zu Kon-

trollprobanden berichtet (Kanemitsu et al. 1999). Als Erklärung wurde eine gesteigerte

IL-4-Rezeptor-Funktion durch diese Varianten postuliert. Dadurch würde ein Th2-dominantes

Milieu erzeugt, das zu einer Autoantikörperproduktion führt (Hackstein et al. 1999). Auch

Youn et al. konnten eine Assoziation der R576-Variante zum systemischen Lupus erytho-

matodes nachweisen (Youn et al. 2000). Der SNP R576 war in den funktionellen Analysen

mit einer gesteigerten Expression von CD23 bei den SLE-Patienten assoziiert.

Eine weitere Assoziation zeigte sich auch zur Progressiven systemischen Sklerodermie und

zum Sjögren-Syndrom. Die Studie von Daley et al. zeigte eine Assoziation von R576 zur

milderen, kutan limitierten Form der Mastozytose im Vergleich zur Mastozytoseform mit

Knochenmarkbeteiligung (Daley et al. 2001). Da die unphysiologische Vermehrung von
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Mastzellen durch IL-4 gebremst werden kann, wurde eine signalverstärkende Funktion der

R576-Variante auf den IL-4-Rezeptor postuliert (Daley et al. 2001). Bei Patienten mit

rheumatoider Arthritis fand sich in einer Studie von Prots kein Unterschied im Genotyp

in Bezug auf die untersuchten SNPs (I75V und Q576R) in Hinblick auf die Inzidenz der Er-

krankung. Es konnte jedoch ein signi�kanter Unterschied in Bezug auf den Verlauf (erosive

Form vs. nicht erosive Form) festgestellt werden (Prots et al. 2006). Andere Studien konn-

ten Assoziationen verschiedener SNPs mit der bronchopulmonalen Aspergillose (Knutsen et

al. 2006), sporadischem Nierenzellkarzinom (Nakamura et al. 2002) und Typ-1-Diabetes

belegen.

Zusammenfassend verdeutlichen diese Assoziationen der IL-4-Rezeptor-Genpolymorphismen

mit verschiedenen entzündlichen, autoimmunassoziierten und malignen Erkrankungen, dass

die genetischen Variationen tatsächlich funktionelle und klinische Relevanz haben könnten.

1.4.3.3 Funktionelle Bedeutung der Genpolymorphismen für die Signaltransduktion des

IL-4-Rezeptors

Zur Untersuchung des funktionellen Ein�usses des Aminosäurenaustausches auf die Signal-

transduktion des IL-4-Rezeptors wurden mehrere in-vitro-Expressionsstudien durchgeführt.

Ein zentraler Marker für die Signalweiterleitung im IL-4-Rezeptor stellt die IL-4-induzierte

CD23-Expression auf der Zellober�äche verschiedener Zellen dar.

Die beiden Varianten Q576R und S503P verursachen Aminosäureaustausche an kritischen

Bindungsstellen des IL-4-Rezeptors für intrazelluläre Proteine. Diese Tatsache macht eine

Beein�ussung der Signaltransduktion wahrscheinlich. P503 führt nahe der Bindungsregion

des I4R-Motivs zu einem Austausch von Serin nach Prolin. R576 führt zu einem Austausch

von Glutamin nach Arginin in der Nähe des Tyrosinrests auf Position 576 und könnte so

möglicherweise die Bindungsspezi�tät des angrenzenden Tyrosinrestes zu den Signaltransduk-

tionsmolekülen STAT6 und SHP-1 ändern (Kruse et al. 1999b; Hershey et al. 1997).

Der I75V-Polymorphismus ist assoziiert mit verstärkter STAT6-Aktivierung nach Stimula-

tion mit IL-4 (Mitsuyasu et al. 1998). Eine weitere Studie konnte ebenfalls eine erhöhte

STAT6-abhängige Transkriptionsaktivität nachweisen. Eine Beein�ussung der Th1/Th2- Dif-

ferenzierung der T-Lymphozyten durch die Genvariante konnte jedoch nicht gezeigt werden

(Stephenson et al. 2004).

1.4.4 Löslicher IL-4-Rezeptor

Zusätzlich zu dem 140 kDa groÿen transmembranen Glykoprotein wurde ein 40 kDa groÿer

löslicher IL-4-Rezeptor identi�ziert. Die lösliche Form kann entweder durch die limitierte Pro-

teolyse an der Zellober�äche mittels einer Metalloproteinase resultieren (Jung et al. 1999)

oder durch alternatives mRNA-Splicing gebildet werden (Kruse et al. 1999a). Verglichen

mit dem Transmembranrezeptor bindet der lösliche IL-4-Rezeptor IL-4 mit ähnlicher A�ni-

tät. Der lösliche IL-4-Rezeptor besitzt keine Signalfähigkeiten, und es wird vermutet, dass

dieser als Antagonist für IL-4 fungiert, indem er IL-4 bindet und so die Bindung an Zielzellen
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hemmt. Somit stellen die löslichen IL-4-Rezeptoren Regulatorproteine in der IL-4-Aktivität

dar (Jung et al. 1999; Bergin et al. 2006).

1.4.5 Bedeutung von IL-4 und des IL-4-Rezeptors für Lymphome

T-Zellen benötigen normalerweise in vitro endogene und exogene Zytokine für ihr Wachstum.

In mehreren Studien wurde nachgewiesen, dass T-Lymphozyten, die IL-2, IL-4 oder IL-9

produzieren, jedoch unabhängig von exogenen Zytokinen wachsen können (Tweeddale et

al. 1989; Uyttenhove et al. 1991; Noma et al. 1989). Insbesondere das Zytokin IL-4

nimmt dabei eine wichtige Rolle ein. So konnte Paul nachweisen, dass IL-4 von aktivierten

T-Zellen sezerniert wird und einen autokrinen T-Zell-Wachstumsfaktor darstellt (Paul 1991).

In-vitro-Studien haben gezeigt, dass IL-4 auch das potenteste Zytokin bei der Vermittlung

von Proliferation und Wachstum maligner T-Zellen darstellt (Raziuddin et al. 1998).

Das AILT-T-Zell-Lymphom exprimierte IL-4 deutlich häu�ger als andere T-Zell-Lymphom-

subtypen. Ohnishi et al. vermuteten, dass das von neoplastischen T-Zellen sezernierte IL-4

für die groÿe Vielfalt der Hintergrundzellen (Plasmazellen, Eosinophile) im histopathologi-

schen Bild verantwortlich ist (Ohnishi et al. 1990).

Es gibt Hinweise darauf, dass bei kutanenen T-Zell-Lymphomen eine permanente Aktivie-

rung der malignen T-Zellen vom Th2-Typ vorliegt. So konnten Zhang et al. bei Mycosis

fungoides und dem Sézary-Syndrom eine konstitutive Aktivierung von STAT3 in diesen Zellen

nachweisen (Zhang et al. 1996). Der genaue Auslöser für diesen Mechanismus ist unbekannt

(Asadullah et al. 1996; Kari et al. 2003; Hsu S et al. 1994; Vowels et al. 1994;

Vowels et al. 1992). Die konstitutive Aktivierung von diesen hautständigen, reifen CD-

4-T-Zellen bewirkt ein Th2-Zytokin-Expressionsmuster und folglich eine Fehlregulation der

Immunantwort. So konnte bei Patienten mit fortgeschrittenem kutanen T-Zell-Lymphom ne-

ben der erhöhten Th2-Zytokinproduktion ein Defekt in der Th1 Immunantwort nachgewiesen

werden. (Vowels et al. 1992; Wysocka et al. 2002) Dies wird so erklärt, dass die ge-

steigerte Th2-Zytokin-Produktion, insbesondere von IL-4 und IL-10, durch die aktivierten,

malignen T-Zellen die Th1-Immunreaktion supprimiert und auf diese Weise zum Fortschrei-

ten des Tumors beiträgt. Dies ist ein Mechanismus, der erklären könnte, auf welche Art und

Weise die Tumorzellen das Immunsystem umgehen (Kim E et al. 2005).

IL-4 scheint eine zentrale Rolle beim Fortschreiten der Tumors zu spielen.

Charakteristische immunologische Befunde, die mit einem Krankheitsfortschritt verbunden

sind, sind die Entwicklung einer peripheren Eosinophilie und erhöhte Serumwerte von IgE

(Wysocka et al. 2002). Insbesondere die periphere Eosinophilie wurde als ein unabhän-

giger Prognosefaktor für einen ungünstigen Verlauf identi�ziert (Tancrède-Bohin et al.

2004). Diese Befunde könnten auf die vermehrte Produktion von IL-4 im fortgeschrittenen

Stadium zurückzuführen sein, denn IL-4 ist essenziell für die Proliferation der eosinophilen

Granulozyten und für den Isotyp-Switch zu IgE.

Papadavid konnte zeigen, dass zytoplasmatisches IL-4 bei Patienten mit fortgeschrittenem

kutanen T-Zell-Lymphom (CTCL) in höherer Konzentration als bei Patienten mit einer frühen

Form von CTCL vorlag. Hingegen gab es keinen signi�kanten Unterschied zwischen Patienten
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in einem frühen Stadium der Erkrankung im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Es ergaben

sich jedoch auch bei diesem Vergleich tendenzielle, jedoch keine signi�kanten Hinweise auf

eine Erhöhung von IL-4 (Papadavid et al. 2003).

Zusammengefasst zeigen diese Befunde, dass die von IL-4 ausgehende Förderung der Proli-

feration und der entsprechende Immundefekt das Wachstum von T-Zell-Lymphomen fördern,

und einen Ein�uss auf die Progression der Erkrankung haben.
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1.5 TNF und der TNF-Rezeptor

1.5.1 Tumornekrosefaktor

Tumornekrosefaktor (TNF) ist ein pleiotropes Zytokin und gehört zur TNF-Superfamilie, die

mittlerweile insgesamt 19 Mitglieder umfasst. TNF wirkt im Organismus häu�g synergistisch

mit anderen Zytokinen und ist am Entzündungsprozess, an der Zellproliferation, der Zell-

di�erenzierung, der Immunantwort, der Nekrose und der Apoptose beteiligt. Die Ergebnisse

vieler Studien der letzten Jahrzehnte liefern Hinweise, dass dieses Zytokin neben seiner wich-

tigen physiologischen Rolle in viele pathophysiologische Prozesse involviert ist. So konnte ein

Ein�uss von TNF bei der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen wie systemischer Lu-

pus erythematodes, rheumathoide Arthritis oder chronisch entzündlichen Darmerkrankungen

wie Morbus Crohn nachgewiesen werden. Weiterhin spielt TNF eine wichtige Rolle in der

Pathogenese des septischen Schocks und der Kachexie.

Des weiteren spielt TNF eine wichtige Rolle bei der Entstehung maligner Tumoren. Zwar

wurde TNF ursprünglich als ein Zytokin beschrieben, das bei Tumoren eine hämorrhagische

Nekrose induziert, nach gegenwärtiger Ansicht gilt TNF jedoch als Wachstumsfaktor für eine

Vielzahl von Tumoren. Dabei fördert TNF die Proliferation, Invasion und Metastasierung von

Tumorzellen. TNF aktiviert über TNFRI den NF-κB-Signalweg und induziert auf diese Weise

die Expression verschiedener Gene, die an Invasion und Metastasierung beteiligt sind. Zusätz-

lich führt die Aktivierung von NF-κB zur Unterdrückung der Apoptose, was die Tumorgenese

weiter unterstützt (Aggarwal 2003).

1.5.2 Die TNF-Rezeptoren I und II

1.5.2.1 Struktur und Funktion der TNF-Rezeptoren

Seine biologische Funktion bei der Regulation des Immunsystems und bei pathophysiologi-

schen Prozessen vermittelt TNF durch Interaktion mit TNFRI und TNFRII. Beim TNFRI

und II handelt es sich um Typ-I-Transmembranproteine, die zur inzwischen 29 Rezeptoren

umfassenden TNF-Rezeptor-Superfamilie gehören (Hehlgans und Pfeffer 2005). Der TN-

FRI ist im Organismus konstitutiv und mit Ausnahme von Erythrozyten und ruhenden T-

Zellen ubiquitär exprimiert (Armitage 1994). Dagegen �ndet man den TNFRII hauptsäch-

lich auf Zellen des Immunsystems, wo seine Expression streng reguliert wird (Aggarwal

2003). Während die A�nität von TNFRII zum membranständigen TNF viel stärker ist als

die des TNFRI, bindet TNFRII den löslichen TNF-Liganden nur transient mit einer deutlich

niedrigeren A�nität und einer sehr kurzen Halbwertszeit (Krippner-Heidenreich et al.

2002). Der extrazelluläre Teil des TNFRI besteht aus einer Ligandenbindungsdomäne und

vier cysteinreichen Domänen, von denen jede typischerweise drei Cysteinbrücken aufweist

(Naismith und Sprang 1998). Über diese auch als pre-ligand-binding assembly domains

(PLAD) bezeichnete Domänen erfolgt die Trimerisierung des inaktiven Rezeptors (Chan F

et al. 2000). Weiterhin besitzt der TNFRI eine intrazelluläre Todesdomäne (Death Do-

main, DD), die zwischen Aminosäure 356 und 441 liegt. Während TNFRII eine ähnliche
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Ligandenbindungsdomäne und cysteinreiche Region wie TNFRI besitzt, weist der Rezeptor

keine Todesdomäne auf und gehört damit zur Gruppe der Non-DD-Rezeptoren innerhalb der

TNF-Rezeptor-Superfamilie.

1.5.2.2 Signaltransduktion der TNF-Rezeptoren

Beide Rezeptoren verfügen über verschiedene Signaltransduktionkaskaden. Nach Bindung des

Liganden an den TNFRI kommt es zur Rekrutierung der für die Signaltransduktion benötig-

ten Adapterproteine. Im ersten Schritt wird TRADD über seine Todesdomäne an den TNFRI

rekrutiert (Hsu H et al. 1995). TRADD dient dann als Plattform für die Bindung weiterer

Signalmoleküle wie TRAF 2, RIP-1 sowie FADD. Über die unterschiedlichen Signalproteine

können unterschiedliche Signalkaskaden aktiviert werden. So kann RIP1 und TRAF 2 über

die Aktivierung von NF-κB und MAP-Kinasen zur Expression proin�ammatorischer, prolife-

rativer und anti-apoptotischer Gene führen. Dagegen kann das Adapterprotein FADD über

die Aktivierung von Caspasen die Apoptose induzieren.

Die Signaltransduktion des TNFRII ist noch weitgehend unerforscht. TNFRII besitzt keine

Todesdomäne und ist daher nicht in der Lage, die apoptotische Caspasen-Kaskade direkt zu

aktivieren. Er besitzt jedoch eine direkte Bindungsstelle für das Adaptermolekül TRAF2, das

sowohl die NF-κB-Signalweg als auch die JNK zu induzieren vermag (Helms et al. 2001;

Jupp et al. 2001; Wajant und Scheurich 2001).

1.5.3 Promotorpolymorphismus -609 G/T im TNFRI

1.5.3.1 Einteilung der genetischen Variation

Das Gen für TNFRI be�ndet sich auf Chromosom 12p13.2. Es besteht aus zehn Exons, die

insgesamt 455 Aminosäuren kodieren (siehe Abbildung 1.2). Eine 809 Basenpaare umfassende

Region am 5'-Ende des Gens scheint bei der Regulierung der Gentranskription aktiv zu sein.

Innerhalb dieser genregulatorischen Sequenz liegt zwischen Basenpaar -385 und -207 eine C-

und T- reiche Region, die eine Promotoraktivität aufweist, was in Deletionsanalysen gezeigt

werden konnte. Dabei entspricht der Promotor dem eines Housekeeping-Gens. Diese zeichnen

sich dadurch aus, dass die Transkription an mehreren Startpunkten beginnt und sie keine

typischen TATA- oder CCAAT- Motive enthalten. Die Basensequenz oberhalb des Promo-

tors zwischen bp -809 und -385 scheint einen hemmenden Ein�uss auf die Promotoraktivität

auszuüben.
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Tabelle 1.3: Übersicht über den in dieser Arbeit untersuchten SNP im TNFRI-Gen (Sherry et al.

2001).

Polymorphismus Sequenz Allelfrequenz
SNP rs-Nummer Wildtyp Mutation

- 609 G/T rs4149570 GACAG(G/T)TTCAG 69,2 % 30,8 %

Abbildung 1.2: Genomische Struktur des TNFRI-Gens mit Darstellung des untersuchten SNPs (nach

Gordon et al. 2004), S. 637.

Ein Vergleich der 5'-Region des humanen TNFRI-Gens und des entsprechenden Gens bei

der Maus konnte Homologien und Unterschiede aufzeigen. Dabei weisen sowohl die humanen

als auch die Maussequenzen mit Promotoraktivität deutliche Homologien auf. Andererseits

scheinen die supprimierenden Sequenzen oberhalb nur wenige Homologien aufzuweisen (Kem-

per und Wallach 1993).

In dem humanen TNFRI-Gen wurden bereits verschiedene genetische Polymorphismen ein-

schlieÿlich der SNPs in der Promotorregion beschrieben (Pitts et al. 1998;Weinshenker

et al. 1999). Der in dieser Arbeit untersuchte biallelische SNP liegt in der Promotorregion

auf Position - 609 (siehe Tabelle 1.3).

1.5.3.2 Genetische Assoziationsstudien

Der -609G/T-Polymorphismus wurde in mehreren Studien auf Assoziation mit verschiedenen

Erkrankungen untersucht. Krüger et al. untersuchte den Ein�uss der Polymorphismen

+36 und -609 G/T auf das Risiko, an Parkinson zu erkranken. Bei der separaten Analyse

der SNPs konnte kein signi�kanter Unterschied in Bezug auf die Allel- und Genotyphäu�gkeit

des -609-G/T-SNPs zwischen der Parkinson-Gruppe und der Kontrollgruppe nachgewiesen

werden. Bei der Analyse der beiden SNPs in Kombination konnte er jedoch zeigen, dass die

Häu�gkeit des Haplotypen -609 und +36 in der Kontrollgruppe signi�kant höher war als in der

Parkinson-Gruppe, was von Krüger als ein protektiver E�ekt des Haplotypen gedeutet wurde

(Krüger et al. 2000). In einer Studie zur akuten idiopatischen Uveitis konnte eine Assozia-

tion des -609 SNPs mit dem Auftreten von entzündungsbedingten Komplikationen festgestellt

werden (Kuo et al. 2005). Ferner wurde analysiert, ob das Vorliegen des -609G/T-Allels

die Wahrscheinlichkeit der Erkrankung an rheumatoider Arthritis bei Afroamerikanern, Kau-
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Abbildung 1.3: Genomische Struktur des TNFRII-Gens mit Darstellung des untersuchten SNPs (nach
Pantelidis et al. 1999).

kasiern und Asiaten beein�usst. Eine Assoziation wurde zwar nicht aufgezeigt, jedoch konnte

ein signi�kanter Unterschied in der Allelhäu�gkeit zwischen Kaukasiern und Afroamerikanern

festgestellt werden (Bridges et al. 2002).

In weiteren Studien wurde die Beziehung zwischen dem Polymorphismus -609 G/T und der

Inzidenz verschiedener Erkrankungen wie beispielsweise der koronaren Herzkrankheit, multi-

ple Sklerose, Lungenkrebs oder Morbus Crohn analysiert. In diesen Arbeiten konnten jedoch

keine Assoziationen nachgewiesen werden (Weinshenker et al. 1999; Allen et al. 2001;

Waschke et al. 2005).

1.5.3.3 Funktionelle Bedeutung des Genopolymorphismus für die Genexpression

Die zahlreichen Assoziationen des Promotorpolymorphismus mit verschiedenen Erkrankungen

deuten daraufhin, dass die genetische Variation funktionell relevant sein könnte. Jedoch ist

die genaue funktionelle Bedeutung in experimentellen Studien nur wenig untersucht.

Der SNP -609 G/T liegt in der Promotorregion des Gens, welche die Expression des TNFRI

reguliert. Ein Polymorphismus in dieser Region hat daher potenziell Ein�uss auf die Transkrip-

tionsaktivität und damit auf die Konzentration des produzierten Genprodukts, die wiederum

eine wichtige Rolle bei der Entstehung oder Progression von Krankheiten und Krebs spielen

könnte (Kim J et al. 2005).

1.5.4 Polymorphismus M196R im TNFRII

1.5.4.1 Einteilung der genetischen Variation

Das Gen für TNFRII liegt auf Chromosom 1p36.2 und umfasst 43 kb. Es besteht aus zehn

Exons, die insgesamt 461 Aminosäuren kodieren und von neun Introns unterbrochen werden

(siehe Abbildung 1.2). Die ersten 22 Aminosäuren bilden das Signalpeptid für transmembra-

19



1.5 TNF und der TNF-Rezeptor

Tabelle 1.4: Übersicht über den in dieser Arbeit untersuchten SNP im TNFRII-Gen (Sherry et al.

2001).

Polymorphismus Sequenz Allelfrequenz
SNP rs-Nummer Wildtyp Mutation

M196R rs1061622 AAGCA(T/G)GGATG 80,2 % 19,8 %

ne Proteine, der Aminosäurenbereich 23-251 stellt den extrazellulären Teil des Rezeptors dar.

Die Transmembrandomäne des Proteins wird von den Aminosäuren 258-287 und die zyto-

plasmatische Domäne von den Aminosäuren 288-461 geformt. (Santee und Owen-Schaub

1996; Beltinger et al. 1996). Der in dieser Arbeit untersuchte biallelische SNP liegt im

Exon 6 des TNFRII-Gens und be�ndet sich auf Position 676 im RNA-Transkript (siehe Tabel-

le 1.4). Die Änderung des Codons von ATG zu AGG führt zu einem Aminosäurenaustausch

an Position 196 des Proteins von Methionin (M) zu Arginin (R) (Pantelidis et al. 1999).

1.5.4.2 Genetische Assoziationsstudien

Seit der Erstbeschreibung des SNP M196R (Met196Arg) sind zahlreiche genetische Kopplungs-

studien publiziert worden. In vielen Studien wurde die Beziehung zwischen dem Allel 196Arg

und rheumatoider Arthritis untersucht. Dabei konnte aufgezeigt werden, dass die Wahrschein-

lichkeit, an rheumatoider Arthritis zu erkranken, und der Schweregrad dieser Krankheit bei

Japanern, Briten, Kaukasiern und Südeuropäern mit der 196Arg-Variante erhöht ist (Con-

stantin et al. 2004; Barton et al. 2001; Dieudé et al. 2002; Fabris et al. 2002;

Tsuchiya et al. 2002). Weiterhin deuten einige Forschungsergebnisse darauf hin, dass das

Vorliegen des 196Arg-Allels das Risiko und die Schwere von SLE bei Japanern beein�usst

(Tsuchiya et al. 2002; Tsuchiya et al. 2000; Komata et al. 1999). Peral et al.

konnten eine Assoziation der 196Arg-Variante mit dem Hyperandrogenismus und polyzysti-

schem Ovarialsyndrom nachweisen (Peral et al. 2002). Shimada et al. konnten zeigen,

dass die Arg196-Allelhäu�gkeit bei Patienten mit chronischer Parodontitis signi�kant höher

war im Vergleich zu Kontrollprobanden (Shimada et al. 2004). In der Studie von San-

kar et al. wurde die M196-Variante mit dem Risiko für die Entwicklung einer koronaren

Herzkrankheit assoziiert und daher das 196R Allel als protektiv angesehen (Sankar et al.

2005). Mestiri et al. untersuchten in ihrer Studie den Polymorphismus in Zusammenhang

mit der Anfälligkeit für und der Prognose bei tunesischen Patienten mit Brustkrebs (Mestiri

et al. 2005). Das 196R-Allel zeigte eine signi�kante Assoziation mit erhöhtem OS (overall

survival) und DFS (disease-free survival). Andere Studien berichten, dass die Ergebnisse der

Knochenmarktransplantation, die Anfälligkeit für Narkolepsie, Morbus Alzheimer und Colitis

ulcerosa mit dem SNP assoziieren (Hohjoh et al. 2000; Ishikawa et al. 2002; Pie-

rik et al. 2004; Perry et al. 2001). Insgesamt bleiben die Ergebnisse der genetischen

Assoziationsstudien jedoch kontrovers.
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1.5.4.3 Funktionelle Bedeutung des Genopolymorphismus für die Signaltransduktion

Der SNP ist in der extrazellulären Teil des Rezeptors lokalisiert. Trotz der unmittelbaren

Nähe zu dem Prolinrest Pro211, der in den Shedding-Prozess involviert ist, scheint der Poly-

morphismus keinen Ein�uss auf die proteolytische Abspaltung der extrazellulären Domäne zu

haben. Auch die Bindungsa�nität zu TNF wird von dem SNP nicht beein�usst (Morita et

al. 2001). Der SNP liegt im Bereich zwischen der vierten cysteinreichen Domäne (CRD4)

und der Transmembranregion, der als essenziell für die Clusterbildung der Rezeptortrimere

angesehen und der für eine physische Weitergabe des Stimulus nach Ligandenbindung verant-

wortlich gemacht wird (Banner et al. 1993). Daher wurde die Vermutung aufgestellt, dass

der SNP die Proteinkonformation beein�ussen könnte (Till et al. 2005).

In einer In-vitro-Studie wurde die Auswirkung der Genvariante auf die Signaltransduktion

des TNFRII untersucht. Die Daten der Studie deuten darauf hin, dass die mutierte 196Arg-

Variante eine verminderte Fähigkeit zur Rekrutierung von TRAF2 und dadurch eine ine�zi-

entere Aktivierung des NF-κB-Signalweges und folglich eine deutlich verminderte Expression

von NF-κB-abhängigen Genen bewirkt (Till et al. 2005).

Für aktivierte T-Lymphozyten konnte eine indirekte TRAF2-vermittelte Assoziation von

TNFRII mit RIP1 nachgewiesen werden. Diese Interaktion bewirkt eine Rekrutierung und

Aktivierung von apikalen Caspasen durch Interaktion von TNFRII/TRAF2/RIP1 mit FADD

und Procaspase-8 und dadurch eine direkte Aktivierung der Caspasen-Kaskade (Pimentel-

Muiños und Seed 1999). Bei diesem Fall der Apoptose von aktivierten Immunzellen handelt

es sich um einen physiologischen Mechanismus, mit dem die adaptive Immunantwort durch ge-

richtetes Ausschalten der klonal expandierten Lymphozytenpopulationen reguliert wird. Die

pathophysiologische Konsequenz einer verminderten Rekrutierung von TRAF2 durch die Gen-

variante 196R, wie es in der Arbeit von Till et al. beschrieben wurde, könnte somit eine

verminderte Apoptose von aktivierten T-Lymphozyten sein (Till et al. 2005).

1.5.5 Lösliche TNF-Rezeptoren

Die lösliche Form der TNF-Rezeptoren (sTNFR) resultiert aus proteolytischer Abspaltung

(Shedding) von der Zellober�äche mittels einer Metalloproteinase (Müllberg et al. 1995).

Ferner kann der lösliche TNFRII auch durch alternatives mRNA-Splicing gebildet werden

(Seitz et al. 2001; Lainez et al. 2004). Zahlreiche Zytokine wie TNF, IL-1ÿ, IL-6,

IL-2, TGF-ÿ, IFN-ÿ, IFN-y können den Shedding-Prozess induzieren und folglich die Kon-

zentration der löslichen TNF-Rezeptoren um ein Vielfaches steigern. Die Regulierung des

Shedding-Prozesses und damit der Konzentrationen an sTNFR durch TNF scheint ein nega-

tiver Feedbackmechanismus zu sein. Die löslichen Rezeptoren können hohe Konzentrationen

an zirkulierenden TNF neutralisieren und somit eine überschieÿende Immunreaktion dämp-

fen. Die genaue biologische Funktion der löslichen TNFRs ist jedoch noch nicht eindeutig

geklärt. Unter physiologischen Bedingungen dissoziiert der bioaktive trimere TNF-Komplex

irreversibel in inaktive Monomere. Der lösliche TNFR bildet mit dem trimeren TNF einen

Komplex, stabilisiert die aktive trimere Form und verlängert dadurch die HWZ des TNF. Inso-

21



1.5 TNF und der TNF-Rezeptor

fern könnten die löslichen TNF-Rezeptoren als Reservoir für TNF dienen, um eine konstante

Serumkonzentration an bioaktivem TNF zu ermöglichen. Des Weiteren könnte der lösliche TN-

FR als Transportprotein für TNF zwischen verschiedenen Körperregionen fungieren (Aderka

1996).

Die sTNFRs lassen sich im Serum gesunder Individuen nachweisen, dabei ist die Konzentra-

tion unabhängig vom Geschlecht oder Alter und bleibt über Jahre konstant. Als Folge patho-

logischer Prozesse steigt die Konzentration an. So konnten bei Patienten mit rheumathoider

Arthritis, Lupus erythematodes, Morbus Crohn, HIV und Sepsis erhöhte Spiegel nachgewiesen

werden. Weiterhin berichten zahlreiche Studien über pathologisch erhöhte Serumkonzentratio-

nen bei Patienten mit Brust- Pankreas-, Dickdarm- und Ovarialkrebs sowie Lymphomen. Diese

Konzentrationen korrelieren mit dem Tumorstadium und scheinen eine wichtige prognostische

Bedeutung zu haben (Aderka 1996).

Die physiologische und pathologische Bedeutung des Shedding-Prozesses wird verdeutlicht

durch eine Mutation in der Extrazellulärdomäne des TNFRI, die eine Prozessierung durch die

Metalloproteinase blockiert und folglich zum so genannten �tumor-necrosis -factor associated

periodic syndrom� führt. Diese hereditäre Erkrankung ist durch rezidivierende Fieberschübe

und lokalisierte Entzündungen verschiedener Organe gekennzeichnet (Aksentijevich et al.

2001; Aganna et al. 2003).

1.5.6 TNF/TNF-Rezeptor und Lymphome

TNF und TNFR werden in zahlreichen Studien mit lymphoproliferativen Erkrankungen in

Zusammenhang gebracht. So konnten bei Patienten mit klassischen Hodgkin-Lymphomen

und Non-Hodgkin-Lyphomen erhöhte Serumkonzentrationen von TNF und löslichen TNF-

Rezeptoren nachgewiesen werden (Metkar et al. 2000; Trümper et al. 1994). In kli-

nischen Studien konnte belegt werden, dass erhöhte Serumspiegel von TNF und löslichem

TNF-Rezeptor mit der Prognose bei Patienten mit malignen Lymphomen korrelieren. Dabei

waren die klinischen Endpunkte �progression free survival� und �overall survival� mit dem

Serumspiegel signi�kant assoziiert (Salles et al. 1996; Warzocha et al. 1997b; Goto

et al. 2006). Bei NHL-Patienten mit bestimmten Genpolymorphismen der Zytokine TNF

und LTα wurde zudem ein erhöhtes Risiko für die Endpunkte ��rst line treatment failure�, kür-

zeres �progression free survival� und kürzeres �overall survival� nachgewiesen. (Warzocha et

al. 1998). Die Ergebnisse dieser Studien legen nahe, dass der weltweit anerkannte Internatio-

nale Prognose-Index, der auf klinischen Parametern basiert, möglicherweise durch biologische

Prognosefaktoren verbessert werden kann. Die InterLymph-Studie (Rothman et al. 2006)

untersuchte in einer groÿen, multizentrischen Studie epidemiologisch die genetischen Risiko-

faktoren für die Entstehung der NHLs. Dabei konnten bestimmte genetische Variationen im

TNF-Gen identi�ziert werden, die das Risiko, an einem NHL zu erkranken, signi�kant erhöhen.

Weitere Arbeiten untersuchten die Verteilung bestimmter SNPs in den TNF-Rezeptor-Genen

bei Patienten mit HTLV1-assoziierter Myolopathie im Vergleich zu gesunden Personen (Nishi-

mura et al. 2000). Dabei konnte eine signi�kante Assoziation des M196R-Polymorphismus

im TNFRII-Gen mit dieser Krankheit aufgezeigt werden.

Die zahlreichen Assoziationen verdeutlichen die zentrale Rolle des TNF-Ligand-Rezeptor-

Systems in der Pathogenese des NHLs. Als möglichen Pathomechanismus konnten verschie-

dene Studien nachweisen, dass eine übermäÿige TNF-Produktion den Allgemeinzustand be-22
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ein�usst, zum Gewichtsverlust bis zur Kachexie führt und eine Anämie verursacht. Zudem

modi�ziert die übermäÿige TNF-Produktion die Immunantwort. Auf diese Weise wird zum

einen die Abwehrfähigkeit des Patienten gegenüber dem Tumor beein�usst und zum anderen

die Toleranz des Patienten gegenüber der Therapie herabgesetzt (Tracey et al. 1988).

Andere experimentelle Daten legen nahe, dass TNF direkt das Wachstum verschiedener lym-

phatischer Zelllinien fördert (Cordingley et al. 1988).
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2 Zielsetzung dieser Arbeit

Für eine optimale Therapie der T-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome (T-NHL) ist die prognos-

tische Einschätzung von herausragender Bedeutung. Der zurzeit verwendete Internationale

Prognose-Index basiert auf klinischen Parametern und bildet die biologische Heterogenität

der T-NHL nur unzureichend ab. Ziel dieser Arbeit ist es, neue biologische Prognosefaktoren

zu ermitteln, die die Aussagekraft des IPI verbessern könnten. Zudem sollen Risikofaktoren

identi�ziert werden, die zur Entstehung der T-NHL beitragen. Anhand pathophysiologischer

Überlegungen und bestehender klinischer Assoziationen wurden in dieser Arbeit ausgesuchte

Kandidatengene bei Patienten mit T-NHL analysiert.

Im Einzelnen sollten folgende Fragestellungen untersucht werden:

1. Besteht ein Zusammenhang zwischen Polymorphismen der Zytokinrezeptorgene TNFRI,

TNFRII, IL-4R und der Suszeptibilität für periphere T-NHL?

2. Kann eine Assoziation zwischen den zu untersuchenden Genpolymorphismen und den

klinischen Parametern wie Gesamtüberleben und ereignisfreies Überleben aufgezeigt

werden?

3. Inwieweit stehen die entsprechenden Geno- oder Haplotypen der T-NHL-Patienten mit

den Serumkonzentrationen der löslichen Rezeptoren dieser Patienten im Zusammen-

hang?
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3 Material

3.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 3.1

aufgelistet.

Tabelle 3.1: Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Chemikalien Hersteller

Ethanol (96-100 %) Carl Roth, Karlsruhe

Aqua destillata Merck, Darmstadt

Verbrauchsmaterial Hersteller

Filtertips (10 µl-1000 µl) Sarsted, Nümbrecht

Eppendorf-Reaktionsgefäÿ (1,5 ml/2 ml Safelock) Eppendorf, Hamburg

384-Well-Platte Applied Biosystems, Foster City, USA

3.2 Geräte

Nachstehend (Tabelle 3.2) sind alle regelmäÿig verwendeten Geräte und deren Hersteller auf-

geführt.

Tabelle 3.2: Geräte

Geräte Hersteller

Vortex Genie 2 Schütt Labortechnik, Göttingen

Spektrometer Eppendorf, Hamburg

Multifuge 3-L-R Heraeus Instruments, Hanau

Spritz�asche-Rotilabo Carl Roth, Karlsruhe

Pipetman-Pipetten Gilson, Bad Camberg

TaqMan 7900HT Real-Time-PCR-System Applied Biosystems, Foster City, USA

Hera-Freeze -20 °C Kühleinheit Heraeus Instruments, Hanau

Pipettierhelfer accu-jet pro Brandt, Wertheim

Serological Pipette (10 µl) Sarstedt, Nümbrecht

Multipette Plus Eppendorf, Hamburg

Wasserbad Köttermann Labortechnik, Hänigsen

8-Kanal-Pipette Eppendorf, Hamburg

UVette Eppendorf, Hamburg
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3.3 Software

3.3 Software

Folgende Software wurde in dieser Arbeit verwendet (siehe Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3: Software

Software Hersteller

Software ABI SDS Applied Biosystems, Foster City, USA

Software Elisa �

Software Haploview Version 4.1 Daly Lab at Broad Institute, Cam-

bridge, USA

3.4 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme (�Kits�)

Nachstehend (Tabelle 3.4) sind die verwendeten Kits aufgeführt.

Tabelle 3.4: Kits

Kits Hersteller

Taqman PCR universal Mastermix Applied Biosystems, Foster City, USA

C-2769554-10 (rs1805010)

C-8903092-20 (rs1805015)

C-2351160-20 (rs1801275)

C-2645704-10 (rs4149570)

C-8861632-20 (rs1061622)

QIAamp DNA Blood Midi Kit Quiagen, Hilden

Quantikine Human IL-4sR ELISA Kit R&D Systems, Wiesbaden

Quantikine Human sTNFRII ELISA Kit R&D Systems, Wiesbaden

Quantikine Human sTNFI ELISA Kit R&D Systems, Wiesbaden
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3.5 Polymorphismen

3.5 Polymorphismen

Die in dieser Arbeit analysierten Zytokinrezeptorpolymorphismen und ihre rs-Nummern sind

in Tabelle 3.5 dargestellt.

Tabelle 3.5: Untersuchte Polymorphismen

Zytokinrezeptor SNP rs-Nummer

IL-4-Rezeptor

I75V rs1805010

S503P rs1805015

Q576R rs1801275

TNFRI -609 G/T rs4149570

TNFRII M196R rs1061622
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4 Methoden

4.1 Blutproben und Patientenkollektiv

Zur retrospektiven genetischen und serologischen Analyse standen Serumproben aus der NHL-

B1/B2-Studie der �Deutschen Studiengruppe für hochmaligne Non-Hodgkin-Lymphome� (DS-

HNHL) und der Ricover-60-Studie zur Verfügung (Pfreundschuh et al. 2004b; Pfreund-

schuh et al. 2008). Von insgesamt 1399 an der DSNHL-Studie teilnehmenden Patienten

wurde bei 93 Patienten ein peripheres T-Zell-Lymphom diagnostiziert (6,6 %). Bei der Ricover-

60-Studie wurde bei 24 von 1220 Patienten ein peripheres T-Zell-Lymphom histologisch ge-

sichtert (1,9 %). Es standen daher aus diesen Subgruppen ingesamt Serumproben von 117

Patienten mit peripherem T-NHL zur Verfügung. Als Kontrollgruppe wurden Serumproben

von 192 gesunden Probanden analysiert. Beide Studien wurden im Einklang mit den ethischen

Grundsätzen für medizinische Forschung am Menschen nach der Deklaration von Helsinki

durchgeführt. Die Studienprotokolle wurden durch Ethikkommissionen genehmigt. Alle Pati-

enten wurden vorher ausführlich aufgeklärt und mussten eine Einwilligungserklärung für ihre

Teilnahme unterschreiben. Teilnahmeberechtigt waren alle Patienten, die nicht vorher bereits

therapiert wurden, deren Diagnose durch eine Biopsie histologisch gesichert wurde und bei

denen nach der WHO-Klassi�kation ein aggressives Non-Hodgkin-Lymphom vorlag.

Die NHL-B1/B2-Studie war eine prospektive, randomisierten Phase-III-Studie, in der ge-

prüft wurde, ob mittels Intensivierung der Dosis durch Verkürzung des Zeitintervalls zwischen

den Therapiesitzungen oder durch zusätzliche Gabe von Etoposid zur CHOP-Therapie eine

Verbesserung des Therapieergebnisses erreicht werden kann. Die Ergebnisse der NHL-B1/B2-

Studie und deren Einschlusskriterien sind von Pfreundschuh et al. publiziert worden.

Die Patienten in dieser Studie wurden mit verschiedenen Chemotherapieregimen behandelt

(CHOP-14, CHOP-21, CHOEP, CHOEP-21). Bei extranodaler Beteiligung bekamen die Pati-

enten zusätzlich eine Radiotherapie mit 36 Gray. Die Studie kam zu dem Ergebniss, dass die

Reduzierung des Therapieintervalls zu einer besseren Prognose und die zusätzliche Gabe von

Etoposid vor allem bei jüngeren Patienten zu einer häu�geren Komplettremission führt.

Die Ricover-60-Studie hat im Rahmen einer prospektiven, randomisierten Studie den Ein-

�uss einer zusätzlichen Gabe von Rituximab zu einer CHOP-Therapie auf die Prognose von

NHL-Patienten untersucht. Die Patienten erhielten randomisiert entweder sechs oder acht Zy-

klen CHOP-14 oder R-CHOP-14. Die Ergebnisse und die Einschlusskriterien sind ebenfalls

von Pfreundschuh et al. publiziert worden. Die Studie zeigte einen deutlichen Vorteil

einer sechsfachen R-CHOP-Therapie gegenüber den anderen untersuchten Studienarmen.
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4.2 Genotypisierung mit TaqMan-PCR

4.2 Genotypisierung mit TaqMan-PCR

4.2.1 DNA-Isolierung

Die Isolierung der genomischen DNA aus dem Vollblut der T-NHL Patientengruppe sowie der

gesunden Kontrollgruppe erfolgte mit dem QIAamp DNA Blood Midi Kit von QIAGEN.

4.2.1.1 Prinzip

Die Isolation der DNA beruht auf drei Schritten. Im ersten Schritt werden die Zellen ly-

siert: Dazu wird die Blutprobe mit QIAGEN-Protease und AL-Pu�er versetzt und bei 70°C

inkubiert. Die Protease hydrolysiert enzymatisch Peptidbindungen. AL-Pu�er enthält ein

chaotropes Salz auf Guanidium-Basis, das Zellmembranen degradiert und Proteine bei einer

Inkubation bei 70 °C denaturiert. Im zweiten Schritt erfolgt die DNA-Aufreinigung. Dazu

wird das Lysat auf die QIAamp-Zentrifugationssäule gegeben und zentrifugiert. Diese Säulen

enthalten eine Filtermembran aus Silicagel, die DNA zurückhält. Nachweislich bindet DNA

bei einem pH ≤ 7, 5 in Gegenwart von Ethanol und hohen Salzkonzentrationen an Silica (Vo-

gelstein und Gillespie 1979), der genaue Bindungsmechanismus ist aber unbekannt. Der

für den ersten Waschschritt verwendete AW1-Pu�er enthält ein chaotropes Salz, sodass Pro-

teine denaturiert und aus der Säule gespült werden. Der AW2-Pu�er auf Ethanolbasis dient

dazu, verbliebene Salze auszuwaschen. Im letzten Schritt kann die DNA mit destilliertem

Wasser von der Säule gelöst werden.

4.2.1.2 Durchführung

Die Isolierung genomischer DNA aus 1 ml Vollblut wurde nach dem QIAamp-DNA-Blood-

Midi-Kit-Protokoll durchgeführt. Im ersten Schritt wurden die Zellen lysiert. Dazu wurde 1

ml der entsprechenden Blutprobe mit 100 µl QIAGEN-Protease versetzt und anschlieÿend ge-

mischt. Nach Zugabe von 1,2 µl AL-Pu�er wurde erneut mind. 15 Sekunden gemischt (jeweils

mit Vortex). Das Gemisch wurde dann 10 Minuten bei 70 °C inkubiert.

Im zweiten Schritt erfolgte die DNA-Aufreinigung. Dabei wurde zunächst 1 ml Ethanol

(96-100 %) zum Lysat hinzugefügt und gemischt. Das Lysat wurde dann auf eine QIAamp-

Säule, die sich in einem 1,5-ml-Au�anggefäÿ befand, pipettiert und 3 Minuten bei 1850 x

g (3000 rpm) zentrifugiert. Danach wurde die Säule herausgenommen, das Filtrat im 1,5-ml-

Au�anggefäÿ verworfen und die QIAamp-Spinsäule wieder in das 1,5-ml-Au�anggefäÿ gestellt.

Nun wurde die membrangebundene DNA in zwei Schritten gereinigt. Im ersten Waschschritt

wurden 2 ml Pu�er AW 1 auf die Säule gegeben und 1 Minute bei 4500 x g zentrifugiert. Im

folgenden Waschschritt wurde 2 ml Pu�er AW 2 auf die Säule pipettiert und 15 Minuten bei

4500 x g zentrifugiert. Anschlieÿend wurde das 1,5-ml-Au�anggefäÿ mit dem Filtrat verworfen

und die Säule in ein sauberes 1,5-ml-Au�anggefäÿ gestellt. Zur Eluierung der DNA wurden

200 µl destilliertes Wasser direkt auf die Membran der QIAamp-Spinsäule pipettiert. Nach

einer fünfminütigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde 5 Minuten bei 4500 Ög (5000
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rpm) zentrifugiert. Für maximale DNA-Ausbeute wurde dieser Vorgang, ohne das Filtrat zu

verwerfen, noch einmal wiederholt.

4.2.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte durch die Bestimmung der Extinktion mit

einem Spektralphotometer. Nach Abgleichung des Photometers mit destilliertem Wasser wur-

de die in Ampuwa gelöste DNA bei einer Wellenlänge von 260 nm und 280 nm gemessen.

Das Verhältnis zwischen den Extinktionen bei 260 und 280 nm (OD260/OD280) ist ein Maÿ

für die Reinheit der Nukleinsäuren und sollte 2,0 ±0, 2 betragen. Die Konzentration der Nu-

kleinsäure errechnete sich nach dem Lambert-Beerschen Gesetz. Eine Extinktion von 1 bei

einer Schichtdicke der Messküvette (UVette) von 1 cm entspricht einem Gehalt von 50 µg/ml

doppelsträngiger DNA.

Bestimmung der Konzentration einer absorbierenden Probe mittels Eich-Kurve oder be-

kanntem Extinktionskoe�zienten Die Extinktion E ist der Konzentration des absorbieren-

den Sto�es direkt proportional. Im Bereich der Gültigkeit des Lambert-Beerschen Gesetzes

ergibt E, als Funktion von c aufgetragen, eine Gerade mit der Steigung ε×d. Man benutzt die-

sen Zusammenhang, um mithilfe der Extinktionsmessungen nach Anlegen einer Eich-Geraden

unbekannte Konzentrationen eines absorbierenden Sto�es zu bestimmen. Wenn ε für die zu un-

tersuchende Substanz bekannt ist, lässt sich die Konzentration anhand des Lambert-Beerschen

Gesetzes sofort ermitteln. Wenn die zu untersuchende Probe für die photometrischen Bestim-

mungen verdünnt werden muss, ist der Verdünnungsfaktor bei der Berechnung der Konzen-

tration zu berücksichtigen.

4.2.3 Genotypisierung der SNPs durch TaqMan-PCR

4.2.3.1 Prinzip

Um zu bestimmen, ob eine Versuchsperson einen bestimmten SNP aufweist und ob diese

homozygoter oder heterozygoter Träger war, wurde nach dem Verfahren der TaqMan-PCR

eine allelische Diskriminierung durchgeführt. Dabei handelt es sich um eine PCR-basierte

Methode, die sequenzspezi�sche Sonden verwendet. Diese sind am 5'-Ende mit einem Fluo-

reszenzfarbsto� markiert und am 3'-Ende mit einem anderen, nicht �uoreszenzmarkierten

Molekül (Quencher) versehen. Der Quencher hebt die Lichtaussendung des �uoreszierenden

Moleküls auf. Solange der Farbsto� und der Quencher nahe beieinander sind (zum Beispiel

an den beiden Enden der Sonde), wird kein Fluoreszenzsignal emittiert.

Die Proben sind hochspezi�sch für einen bestimmten Genotyp und hybridisieren deswegen

ausschlieÿlich mit der Proben-DNA, falls diese das exakt komplementäre Allel aufweist. Wenn

sich die Sonde an die DNA angelagert hat, wird sie durch die 5'-3'-Exonukleaseaktivität der

Polymerase während der Elongation aufgespalten. Als Konsequenz davon entfernt sich der

Farbsto� von dem Quencher und ein Fluoreszenzsignal kann detektiert werden. Um zwischen

zwei verschiedenen Allelen zu unterscheiden, werden verschiedene Sonden mit verschiedenen
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4.2 Genotypisierung mit TaqMan-PCR

Farbsto�en eingesetzt (FAM und VIC, siehe Abbildung 4.1), die sich jeweils in einem einzelnen

Nukleotid � dem SNP � unterscheiden.

4.2.3.2 Durchführung

Für die eigentliche Reaktion wurde der TaqMan universal PCR Mastermix (Apllied Biosys-

tems) verwendet (bestehend aus AmpliTaq-Gold-DNA-Polymerase, AmpErase, dNTPs und

PCR-Pu�er). Zur Genotypisierung der SNPs in den untersuchten Genen wurden vorgefertigte

TaqMan-Kits der Firma Applied Biosystems verwendet (zur Zuordnung der Kit-Nummer zum

jeweiligen SNP siehe Tabelle 3.4, Seite 26). Der Master-Mix für die PCR-Reaktion enthielt

2,5 µl 2 x TaqMan univeral Master-mix, 0,25 µl TaqMan-SNP-Genotypisierungsmix, 1,25 µl

ddH20 und 1 µl Template-DNA. Die PCR wurde unter den in der Tabelle 4.1 angegebenen

Bedingungen durchgeführt.

Nach der Durchführung der PCR wurden die Allele über eine Endpunktmessung bestimmt.

Für jede Probe wurde ein Laserscan mit der TaqMan 7900 HT durchgeführt. Die DNA der

Testpersonen konnte homozygot (nur FAM oder VIC) oder heterozygot für eines der getesteten

SNPs sein (siehe Abbildung 4.2). Die Analyse des Genotyps wurde mit der Software SDS

(Applied Biosystems) durchgeführt.

Tabelle 4.1: Reaktionsbedingungen für TaqMan-PCR

Schritt Temperatur Dauer Zyklen

Taq-Polymerase Aktivierung 95 ◦C 10 min 1

Denaturierung 95 ◦C 15 s
4Primerhybridisierung/

60 ◦C 1 min
Elongation
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4.2 Genotypisierung mit TaqMan-PCR

Abbildung 4.1: Mechanismus der TaqMan-basierten Genotypisierung durch FAM- und VIC-markierte Son-
den
(A/B). Detektion von Allel 1 durch eine FAM-markierte Sonde (6-Carboxy�uorescein,
Exzitationsmaximum: 488 nm, Emissionsmaximum: 518 nm), die mit beiden Primern hy-
bridisiert wurden. Die Nähe des 3'-Quenchers (nicht �uoreszierender Quencher, NFQ)
führt zur Absorption des durch FAM-emittierten Lichts (A). Während der Elongationspha-
se zerteilt die Polymerase die Sonde durch ihre 5'-3'-Exonukleaseaktivität; FAM und der
Quencher entfernen sich voneinander, und das Fluoreszenzsignal wird detektierbar (B).
(C/D) Detektion des zweiten Allels durch eine VIC-markierte Probe (Exzitationsmaxi-
mum: 488 nm, Emissionsmaximum.: 518 nm) . In der Nachbarschaft des Quenchers kann
keine Emission durch VIC detektiert werden (C). Nach der Zerteilung durch eine Polyme-
rase wird VIC freigesetzt und die Fluoreszenz kann detektiert werden (D). Aufgrund der
Sequenzspezi�tät der Sonden und der unterschiedlichen Wellenlängen der Farbsto�e kann
zwischen zwei Allelen unterschieden werden.
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4.2 Genotypisierung mit TaqMan-PCR

Abbildung 4.2: Diskriminierung zwischen zwei Allelen mittels TaqMan-basierter Genotypisierung. Die In-
tensitäten von FAM und VIC sind gegeneinander aufgetragen. Die homozygoten Proben
des FAM-markierten Allels sind entlang der Ordinate angeordnet, während die homozygo-
ten Proben des VIC-markierten Allels entlang der Abszisse erscheinen. Die heterozygoten
Proben erscheinen als Mischung von FAM- und VIC-Signalen.
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4.3 Serumanalysen durch ELISA

4.3 Serumanalysen durch ELISA

4.3.1 Prinzip

Die Serumkonzentration des löslichen TNFRI, TNFRII sowie des IL-4R wurde mit einem en-

zymgekoppelten Immunoassay (ELISA) bestimmt. Angewandt wurde hierbei die quantitative

Sandwich-Enzym-Immunoassay-Technik. Es wurden Mikrotiterplatten verwendet, die mit mo-

noklonalen Antikörpern vorbeschichtet sind, die spezi�sch für das untersuchte Antigen sind

(TNFRII, TNFRI, IL-4R). Die Proben werden in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipet-

tiert, und die Antigene werden von den plattenständigen Antikörpern gebunden. Nachdem

alle ungebundenen Substanzen durch Waschschritte entfernt sind, wird ein enzym-gekoppelter

polyklonaler Antikörper gegen das Antigen hinzugefügt. Nachdem durch Waschschritte alle

ungebundenen Antikörper-Enzym-Komplexe entfernt sind, wird eine chromogene Substrat-

lösung den Vertiefungen zugefügt, woraufhin diese, in Abhängigkeit von der Menge der im

ersten Schritt gebundenen Antigene, einen unterschiedlich starken Farbumschlag annehmen.

Die Farbentwicklung wird unterbrochen und die Farbintensität der Lösung gemessen.

4.3.2 Löslicher TNF-Rezeptor I/II

Für die Messung des löslichen TNFRI wurde ein �Quantikine Human sTNFRI-Immunoassay�

der Firma R&D Systems verwendet. Die Sensitivität des verwendeten sTNF-RI-ELISA wird

mit <0,77 pg/ml angegeben. Die Bestimmung des löslichen TNFRII wurde mit dem Kit �Quan-

tikine Human sTNFRII-Immunoassay� der Firma R&D Systems durchgeführt. Die Nachweis-

grenze des löslichen sTNF-RII-Immunoassays wird im Bereich von 0,1-2,3 pg/ml angegeben.

Vorbereitung der Proben und Reagenzien Die Proben wurden um den Faktor 10 verdünnt.

Dazu wurden 50 µl der Probe in 450 µl der Kalibrationslösung Rd60 verdünnt. Alle Reagenzien

wurden zunächst auf Raumtemperatur gebracht. Zur Herstellung des Waschpu�ers wurden 20

ml des Waschpu�erkonzentrats mit sterilem Wasser auf 500 ml aufgefüllt. Die Farbreagenzien

A und B wurden in gleichen Volumenanteilen zusammengeführt, lichtsicher aufbewahrt und

innerhalb von 15 Minuten verwendet.

sTNFRII/sTNFRII-Standard Zur Erstellung eines Standards wurde eine Stammlösung mit

einer Konzentration von 500 pg/ml angesetzt. Dazu wurde der sTNFRII/sTNFRI-Standard

mit 5 ml der Calibrator-Diluent-RD60-Lösung aus dem Kit versetzt. Vor der Verwendung wur-

de der Standard bei Raumtemperatur für mindestens 15 Minuten vorsichtig geschwenkt. 500

µl der entsprechenden Kalibrationslösung wurden in jedes Röhrchen pipettiert, mithilfe der

Stammlösung wurde eine Verdünnungsserie hergestellt (siehe Abbildung 4.3). Jedes Röhrchen

wurde vor dem nächsten Verdünnungsschritt sorgfältig durchmischt. Der unverdünnte Stan-

dard diente als höchstkonzentrierter Standard (500 pg/ml). Die Kalibrationslösung diente als

Null-Standard (0 pg/ml).
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4.3 Serumanalysen durch ELISA

Abbildung 4.3: Erstellung einer Verdünnungsreihe für ELISA.

Versuchsdurchführung Alle Proben und Reagenzien wurden vor der Verwendung auf Raum-

temperatur gebracht. Die Daten der Proben wurden in Form von Einzelmessungen erhoben,

für die jeweiligen Standards wurden Doppelmessungen durchgeführt. Alle Reagenzien, Stan-

dards und Proben wurden, wie oben beschrieben, vorbereitet. Pro Vertiefung wurden 50 µl der

Verdünnungslösung RD1-6 (sTNFRII) bzw. der Verdünnungslösung HD1-7 (sTNFRI) hinzu-

gefügt. Daraufhin wurden 200 µl des Standards, der Kontrolle oder der Probe pro Vertiefung

aufgetragen. Der Versuchsansatz wurde abgedeckt und für zwei Stunden bei Raumtemperatur

inkubiert.

Zur Entfernung aller ungebundenen Substanzen wurden insgesamt drei Waschschritte durch-

geführt. Die Waschschritte erfolgten mit 400 µl des Waschpu�ers pro Vertiefung. Nach dem

letzten Waschvorgang wurde die verbleibende Waschlösung aufgenommen, die Mikrotiterplat-

te umgedreht und mit einem sauberen Papiertuch abgetupft.

Zur Ausbildung eines Sandwichkomplexes wurden 200 µl der sTNFRII-Konjugationslösung

bzw. sTNFRI-Konjugationslösung in jede Vertiefung gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde

abermals abgedeckt und für zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Entfernung

aller ungebundenen Antikörper-Enzym-Komplexe folgten drei Waschschritte entsprechend der

obigen Beschreibung.

Es wurden 200 µl der chromogenen Substratlösung in jede Vertiefung gegeben. Der Versuchs-

ansatz wurde 20 Minuten bei Raumtemperatur lichtgeschützt inkubiert. Daraufhin wurden

50 µl der Stopplösung in jede Vertiefung hinzugegeben. Die Farbe in den Vertiefungen nahm

einen gelblichen Ton an. Die optische Dichte jeder Vertiefung wurde innerhalb von 30 Minuten

photometrisch bestimmt.

Auswertung Die Bearbeitung der mittels Mikroplattenphotometer gemessenen Daten erfolg-

te mit der Software Excel. Die Extinktionswerte wurden um den Leerwert korrigiert, die Er-

gebnisse dekadisch logarithmiert und zur Berechnung einer Regressionsgeraden herangezogen.

Anhand der gemessenen Extinktionswerte konnten so die Konzentrationswerte für die Proben

ermittelt werden. Die ermittelten Konzentrationen mussten anschlieÿend multipliziert werden

um den Verdünnungsfaktor 10, aufgrund der Verdünnung der Serumproben vor Beginn der

Messung.
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4.3 Serumanalysen durch ELISA

4.3.3 Löslicher IL-4-Rezeptor

Die quantitative Bestimmung der Serumkonzentration von dem löslichen humanen IL-4-Rezeptor

erfolgte mit dem Kit �Quantikine Human IL-4 sR ELISA� der Firma R&D Systems. Die Sen-

sitivität des sIL-4R-Immunoassays wird mit < 5 pg/ml angegeben.

Vorbereitung der Reagenzien Alle Reagenzien wurden zunächst auf Raumtemperatur ge-

bracht. Zur Herstellung des Waschpu�ers wurden 20 ml des Waschpu�erkonzentrats mit ste-

rilem Wasser auf 500 ml aufgefüllt. Die Farbreagenzien A und B wurden in gleichen Volumen-

anteilen zusammengeführt, lichtsicher aufbewahrt und innerhalb von 15 Minuten verwendet.

sIL-4R-Standard Zur Erstellung eines Standards wurde eine Stammlösung mit einer Konzen-

tration von 1000 pg/ml angesetzt. Dazu wurde der sIL-4R-Standard mit 5 ml der Calibrator-

Diluent-RD6P-Lösung aus dem Kit versetzt. Vor der Verwendung wurde der Standard bei

Raumtemperatur für mindestens 15 Minuten vorsichtig geschwenkt. 500 µl der entsprechenden

Kalibrationslösung wurden in jedes Röhrchen pipettiert, mithilfe der Stammlösung wurde ei-

ne Verdünnungsserie hergestellt. Jedes Röhrchen wurde vor dem nächsten Verdünnungsschritt

sorgfältig durchmischt. Der unverdünnte Standard diente als höchstkonzentrierter Standard

(1000 pg/ml). Die Kalibrationslösung diente als Null-Standard (0 pg/ml).

Versuchsdurchführung Alle Proben und Reagenzien wurden vor der Verwendung auf Raum-

temperatur gebracht. Die Daten der Proben wurden in Form von Einzelmessungen erhoben,

für die jeweiligen Standards wurden Doppelmessungen durchgeführt. Alle Reagenzien, Stan-

dards und Proben wurden, wie oben beschrieben, vorbereitet. Pro Vertiefung wurden 150

µl der Verdünnungslösung RD1-W hinzugefügt. Daraufhin wurden 50 µl des Standards, der

Kontrolle oder der Probe pro Vertiefung aufgetragen. Der Versuchsansatz wurde abgedeckt

und für zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Zur Entfernung aller ungebundenen Substanzen wurden insgesamt drei Waschschritte durch-

geführt. Die Waschschritte erfolgten mit 400 µl des Waschpu�ers pro Vertiefung. Nach dem

letzten Waschvorgang wurde die verbleibende Waschlösung aufgenommen, die Mikrotiterplat-

te umgedreht und mit einem sauberen Papiertuch abgetupft.

Zur Ausbildung eines Sandwichkomplexes wurden 200 µl der IL-4-sR-Konjugationslösung in

jede Vertiefung gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde abermals abgedeckt und für eine Stun-

de bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Entfernung aller ungebundenen Antikörper-Enzym-

Komplexe folgten drei Waschschritte entsprechend der obigen Beschreibung.

Es wurden 200 µl der chromogenen Substratlösung in jede Vertiefung gegeben. Der Versuchs-

ansatz wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur lichtgeschützt inkubiert. Daraufhin wurden

50 µl der Stopplösung in jede Vertiefung hinzugegeben. Die Farbe in den Vertiefungen nahm

einen gelblichen Ton an. Die optische Dichte jeder Vertiefung wurde innerhalb von 30 Minuten

photometrisch bestimmt.
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4.4 De�nitionen und statistische Analysen

Auswertung Die Bearbeitung der mittels Mikroplattenphotometer gemessenen Daten er-

folgte mit der Software Excel. Die Extinktionswerte wurden um den Leerwert korrigiert, die

Ergebnisse dekadisch logarithmiert und zur Berechnung einer Regressionsgeraden herangezo-

gen. Anhand der gemessenen Extinktionswerte konnten so die Konzentrationswerte für die

Proben ermittelt werden.

4.4 De�nitionen und statistische Analysen

Zur Analyse der genetischen Daten wurde das Internetprogramm des Instituts für Human-

genetik (Helmholtz Zentrum München) verwendet (http://ihg2.helmholtz-muenchen.de). Die

Analysen beinhalteten einen Vergleich der beobachteten und aus dem Hardy-Weinberg-Gesetz

zu erwarteten Genotypverteilung mittels des Exact-Tests sowie eine Überprüfung auf As-

soziation mittels des Chi-Quadrat-Tests. Zur Analyse der Haplotypen wurde die Software

Haploview 4.1 (Daly Lab at Broad Institute) verwendet. Die Software wurde weiterhin ver-

wendet, um Assoziationen der Haplotypen mit dem Auftreten von T-NHL zu ermitteln (Chi-

Quadrat-Test). Diese Analysen wurden in Zusammenarbeit mit Mag. A. Rosenberger (Wiss.

Mitarbeiter in der Abteilung für Genetische Epidemiologie, Universitätsmedizin Göttingen)

durchgeführt. Gesamtüberleben und ereignisfreies Überleben wurden mit der Kaplan-Meier-

Kurve abgeschätzt und mit dem Log-rank-Test verglichen. Diese Analysen wurden mit dem

IMISE-Institut in Leipzig durchgeführt, das über die gesamten klinischen Daten der zugrunde

liegenden Studien verfügt (Dipl.-Inf. M. Kreuz, Institut für Medizinische Informatik, Statistik

und Epidemiologie, Leipzig).

Der Begri� Gesamtüberleben ist in dieser Arbeit als die Zeit zwischen Therapiebeginn

und Versterben des Patienten aus jeglichen Gründen de�niert. Ereignisfreies Überleben ist

als Zeit zwischen Therapiebeginn und verschiedenen Ereignissen de�niert. Als Ereignis wird

der fortschreitende Krankheitsverlauf unter Therapie, die fehlende komplette Remission, die

Anwendung weiterer Therapieschemata zusätzlich zum de�nierten Therapieprotokoll, ein Re-

zidiv der Erkrankung oder das Versterben des Patienten aus jeglichen Gründen verstanden.

Diese Kriterien waren in beiden zugrunde liegenden Studien übereinstimmend de�niert (NHL-

B1/B2-Studie und Ricover-60-Studie).

Die Verteilung der Serumkonzentrationen auf die Genotypen wurde mittels Kruskal-Wallis-

Test berechnet.
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5 Ergebnisse

Aus verschiedenen Arbeiten ist bekannt, dass genetische Polymorphismen von Zytokingenen

und Zytokinrezeptorgenen sowohl mit der Suszeptibilität als auch mit der Prognose von NHL

assoziiert sind. Gegenstand dieser Arbeit ist die Analyse der Polymorphismen der Zytokinre-

zeptorgene TNFRI, TNFRII und IL-4R bei Patienten mit peripheren T-NHL. Im ersten Teil

der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Genpolymorphismen mit einem erhöhten

Risiko, an T-NHL zu erkranken, assoziiert sind. Im darauf folgenden Teil wurde die prognos-

tische Bedeutung der genetischen Polymorphismen für die peripheren T-NHL analysiert. Im

dritten Teil wurde untersucht, inwieweit ein Zusammenhang zwischen den Genvariationen

und den Werten der löslichen Rezeptoren im Blut der T-NHL-Patienten besteht.

5.1 Zusammenhang zwischen Genpolymorphismen der

Zytokinrezeptoren TNFRI, TNFRII, IL-4R und der

Suszeptibilität für periphere T-NHL

Für die Untersuchungen stand ein Kollektiv von 117 Patienten mit peripheren T-NHL aus

der NHL-B1/B2-Studie (Pfreundschuh et al. 2004b; Pfreundschuh et al. 2004a)

und der Ricover-60-Studie (Pfreundschuh et al. 2008) der Deutschen Studiengruppe

für Hochmaligne Non-Hodgkin-Lymphome und ein Kollektiv von 192 gesunden Kontrollen

zur Verfügung. Es wurde zunächst die genomische DNA aus den Serumproben von Patien-

ten und gesunden Kontrollen isoliert. Anschlieÿend wurden die SNPs (single nucleotide poly-

morphism) I75V, S503P, Q576R im IL-4R-Gen, -609 G/T im TNFRI-Gen sowie M196R im

TNFRII-Gen genotypisiert. Zur Genotypisierung wurde die Real-Time-PCR mit standardi-

sierten Mastermix-Kits verwendet. Bei der Genvariation im TNFRI-Gen handelt es sich um

einen Promotorpolymorphismus. Bei IL-4R und TNFRII wurden kodierende Genpolymorphis-

men untersucht, die zu einem Aminosäurenaustausch führen. In Tabelle 5.1 und Tabelle 5.2

sind die Allel- und Genotypfrequenzen der untersuchten Polymorphismen im Vergleich zwi-

schen den T-NHL-Patienten (n=117) und der gesunden Kontrollgruppe (n=192) dargestellt.

Einige Genotypen konnten trotz wiederholter Versuchsdurchführung nicht bestimmt werden.

Die Nicht-Bestimmbarkeit eines Genotypen führte im Patientenkollektiv zum Ausschluss aus

der Untersuchung für alle SNPs, während in der Kontrollgruppe diese nur für das jeweilige

untersuchte SNP ausgeschlossen wurden (in den Tabellen mit n/a gekennzeichnet).
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5.1 Zusammenhang zwischen Genpolymorphismen der Zytokinrezeptoren TNFRI, TNFRII, IL-4R

und der Suszeptibilität für periphere T-NHL

Tabelle 5.1: Allelfrequenzen der untersuchten Polymorphismen im IL-4R-, TNFRI- sowie TNFRII-Gen im

Vergleich zwischen der T-NHL-Gruppe (n=117) und der Kontrollguppe (n=192). Für jedes

Allel ist die absolute Häu�gkeit sowie die relative Häu�gkeit in Prozent in Klammern ange-

geben (n/a � nicht bestimmbar).

SNP Allel Kontrollgruppe T-NHL Patienten

TNFRI T

G

n/a

146 (39 %)

230 (61 %)

8

92 (39 %)

142 (61 %)

0

(-609 G/T

rs4149570)

TNFRII G

T

n/a

79 (21 %)

301 (79 %)

4

60 (26 %)

174 (74 %)

0

(M196R

rs1061622)

IL-4R G

A

n/a

157 (44 %)

201 (56 %)

26

108 (46 %)

126 (54 %)

0

(I75V

rs1805010)

IL-4R C

T

n/a

63 (19 %)

275 (81 %)

46

32 (14 %)

202 (86 %)

0

(S503P

rs1805015)

IL-4R G

A

n/a

86 (24 %)

268 (76 %)

30

45 (19 %)

189 (81 %)

0

(Q576R

rs1801275)
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5.1 Zusammenhang zwischen Genpolymorphismen der Zytokinrezeptoren TNFRI, TNFRII, IL-4R

und der Suszeptibilität für periphere T-NHL

Tabelle 5.2: Verteilung der Genotypen der untersuchten Polymorphismen in der Kontrollgruppe (n=192)

und Patientengruppe (n=117). Für jedes Allel ist die absolute Häu�gkeit sowie die relative

Häu�gkeit in Prozent in Klammern angegeben (n/a � nicht bestimmbar).

SNP Genotyp Kontrollgruppe T-NHL Mutierter Genotyp

n=192 n=117

TNFRI TT 23 (12 %) 21 (18 %)

TT(-609 G/T GT 100 (53 %) 50 (43 %)

rs4149570) GG 65 (35 %) 46 (46 %)

n/a 4 0

TNFRII GG 11 (6 %) 7 (6 %)

GG(M196R GT 57 (30 %) 46 (39 %)

rs1061622) TT 122 (64 %) 64 (55 %)

n/a 2 0

IL-4R GG 31 (17 %) 24 (21 %)

GG(I75V AG 95 (53 %) 60 (51 %)

rs1805010) AA 53 (39 %) 33 (28 %)

n/a 13 0

IL-4R CC 5 (3 %) 2 (2 %)

CC(S503P CT 53 (31 %) 28 (24 %)

rs1805015) TT 111 (66 %) 87 (74 %)

n/a 23 0

IL-4R GG 7 (4 %) 3 (3 %)

GG(Q576R AG 72 (41 %) 39 (33 %)

rs1801275) AA 98 (55 %) 75 (64 %)

n/a 15 0
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5.1 Zusammenhang zwischen Genpolymorphismen der Zytokinrezeptoren TNFRI, TNFRII, IL-4R

und der Suszeptibilität für periphere T-NHL

Die Ergebnisse der Genotypisierung wurden darauf überprüft, inwieweit sie mit dem Gesetz

nach Hardy-Weinberg übereinstimmen. Es fanden sich keine statistisch signi�kanten Unter-

schiede zwischen den erwarteten und tatsächlich beobachteten Genotyphäu�gkeiten für alle

untersuchten Polymorphismen, womit für diese ein Hardy-Weinberg-Äquilibrium erfüllt wor-

den ist (siehe Tabelle 5.3).

Tabelle 5.3: Prüfung auf Hardy-Weinberg-Äquilibrium. Vergleich der tatsächlich beobachteten Genotyp-

frequenzen mit den nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz zu erwarteten Häu�gkeiten. *p-Wert

nach dem Exact-Test(n=117)

SNP Kontrollgruppe T-NHL-Patienten

p-Wert* p-Wert*

TNFRI

0,125 0,251(-609 G/T

rs4149570)

TNFRII

0,268 1,0(M196R

rs1061622)

IL-4R

0,363 0,853(I75V

rs1805010)

IL-4R

0,803 1,0(S503P

rs1805015)

IL-4R

0,219 0,561(Q576R

rs1801275)
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5.1 Zusammenhang zwischen Genpolymorphismen der Zytokinrezeptoren TNFRI, TNFRII, IL-4R

und der Suszeptibilität für periphere T-NHL

Um zu prüfen, ob ein Allel oder ein Genotyp bei den T-NHL-Patienten signi�kant häu�-

ger oder seltener vorkommt als in der Kontrollgruppe, wurde eine Assoziationsanalyse mittels

Chi-Quadrat-Test durchgeführt. Die Allel- und Genotypfrequenzen der untersuchten Polymor-

phismen unterschieden sich nicht signi�kant zwischen der Patientengruppe und der gesunden

Kontrollgruppe (siehe Tabelle 5.4). Somit konnte keine Assoziation zwischen den übrigen

Genpolymorphismen und der Suszeptibilität für periphere T-NHL aufgezeigt werden.

Tabelle 5.4: Zusammenhang zwischen Genpolymorphismen der Zytokinrezeptorgene TNFRI, TNFRII, IL-

4R und der Suszeptibilität für periphere T-NHL. Es wurde für jeden SNP ein allelbasierter

Vergleich, ein Vergleich des mutierten Genotyps vs. heterozygoter Genotyp und dem Wildty-

pgenotyp sowie ein Vergleich von Wildtypgenotyp vs. heterozygotem Genotyp und dem mu-

tierten Genotyp durchgeführt. *p-Wert nach dem Chi-Quadrat-Test (Kontrollgruppe n=192,

Patientengruppe n=117)

SNP Allel/Genotyp p-Wert*

TNFRI T vs. G 0,9

(-609 G/T TT vs. GT + GG 0,17

rs4149570) GG vs. GT + TT 0,4

TNFRII G vs. T 0,16

(M196R GG vs. GT + TT 0,94

rs1061622) TT vs. GG + GT 0,098

IL-4R G vs. A 0,58

(I75V GG vs. AG + AA 0,49

rs1805010) AA vs. AG + GG 0,79

IL-4R C vs. T 0,12

(S503P CC vs. CT + TT 0,50

rs1805015) TT vs. CT + CC 0,12

IL-4R G vs. A 0,15

(Q576R GG vs. AG +AA 0,52

rs1801275) AA vs. AG + GG 0,14
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5.2 Die haplotypische Verteilung bei Patienten mit T-NHL und

bei der gesunden Kontrollgruppe

Die Untersuchten SNPs im IL-4R-Gen wurden auf ihre haplotypische Verteilung untersucht.

Vier Haplotypen traten mit Frequenzen von über 5 % auf, und zwar die Haplotypen A-T-A

(45,8 %), C-T-A (31,8 %), G-C-G (10,7 %) und A-C-G (5,6 %). Keiner der Haplotypen war

assoziiert mit dem Risko, an einem peripheren T-NHL zu erkranken (siehe Tabelle 5.5).

Tabelle 5.5: Haplotypen im IL-4-Rezeptor-Gen im Vergleich zwischen T-NHL-Patienten (n=117) und ge-

sunden Kontrollen (n=192). Es zeigte sich kein statistisch signi�kanter Unterschied in den

Haplotyphäu�gkeiten zwischen den T-NHL-Patienten und der Kontrollgruppe.

* Chi-Quadrat-Test.

Haplotyp Frequenz p-Wert *

I75V�S503P�Q576R Gesamt Kontrolle T-NHL

A-T-A 45,8 % 46,1 % 45,6 % 0,891

G-T-A 31,8 % 34,8 % 29,7 % 0,186

G-C-G 10,7 % 9,3 % 11,6 % 0,371

A-C-G 5,6 % 3,9 % 6,8 % 0,128

A-T-G 4,3 % 4,5 % 4,1 % 0,824

G-T-G 1,5 % 1,3 % 1,6 % 0,785
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5.3 Ein�uss der untersuchten Genpolymorphismen auf die

klinischen Parameter Gesamtüberleben und ereignisfreies

Überleben bei Patienten mit T-NHL

In diesem Teil der Arbeit wurde untersucht, inwieweit die Polymorphismen IL-4R I75V, IL-

4R S503P, IL-4R Q576R, TNFRI -609 G/T und TNFRII M196R mit dem Gesamtüberleben

und dem ereignisfreien Überleben bei Patienten mit T-NHL assoziiert sind. Die Gesamtüber-

lebensrate (Overall Survival, OS) sowie das ereignisfreie Intervall (Event-free Survival, EFS)

wurden mit der Kaplan-Meier-Kurve geschätzt und in einer univariaten Analyse mit dem Log-

Rank-Test zwischen den Genotypen verglichen. Diese Analysen wurden gemeinsam mit dem

IMISE-Institut in Leipzig durchgeführt, das über die gesamten klinischen Daten der zugrunde

liegenden Studien verfügt.

Die Allelträger TNFRI -609 T (GT und TT) zeigten ein signi�kant kürzeres ereignisfreies

Überleben (p = 0,041). Auch das Gesamtüberleben war bei den Allelträgern TNFRI -609

T (GT und TT) trendhaft kürzer (p=0,099, nicht signi�kant). Die Überlebensrate war bei

den Wildtypgenotypträgern höher als bei den mutierten Genotypträgern und heterozygoten

Genotypträgern (siehe Abbildungen 5.1 und 5.2).

Die Träger des mutierten Genotyps GG des TNFRII M196R und des heterozygoten Ge-

notyps GT zeigten im Vergleich zu den Trägern des Wildtypgenotyps TT einen Trend zu

einer längeren ereignisfreien Überlebenszeit (p = 0,066) . Die Überlebensrate war bei den

mutierten Genotypträgern und den heterozygoten Genotypträgern höher im Vergleich zu den

Wildtypgenotypträgern (siehe Abbildung 5.3).

Für die Genvariationen im IL-4-Rezeptor (I75V, S503P, Q576R) konnte kein signi�kant

längeres oder kürzeres ereignisfreies Überleben aufgezeigt werden. Die Analyse hinsichtlich

des Gesamtüberlebens zeigte ebenfalls keinen eindeutigen signi�kanten Unterschied für alle

untersuchten Genvariationen (exemplarisch siehe Abiildung 5.4 für den SNP IL-4R I75V).

Das ALCL ist der häu�gste Subtyp des peripheren T-Zell-Lymphoms und wird unterteilt

in das ALK-negative und ALK-positive T-NHL. Das ALK-negative T-NHL hat im Gegen-

satz zum ALK-positiven eine wesentlich ungünstigere Prognose. Dies deutet darauf hin, dass

das ALK-negative Lymphom letztlich eine eigenständige Krankheitsentität mit einer eigen-

ständigen Pathogenese und Prognose darstellt (siehe 1.1.3, Seite 2). Daher wurden das Ge-

samtüberleben und das ereignisfreie Überleben für die ALK-negativen Lymphome zusätzlich

gesondert analysiert. Hierbei konnten für alle untersuchten Polymorphismen im IL-4R-Gen

und TNFRI- und TNFII-Gen keine signi�kanten Assoziationen mit EFS und OS aufgezeigt

werden. Exemplarisch ist in Abbildung 5.5 eine Kaplan-Meier-Kurve für den SNP I75V im

IL-4R-Gen gezeigt.
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Abbildung 5.1: Mittels Kaplan-Meier-Kurve geschätztes ereignisfreies Überleben von Patienten mit T-

NHL im genotypischen Vergleich für den SNP TNFRI -609 G/T. Die Träger des Allels T

hatten ein signi�kant kürzeres ereignisfreies Überleben als die Träger des Genotyps GG (p

= 0,041, Log-rank-Test).
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Abbildung 5.2: Mittels Kaplan-Meier-Kurve geschätztes Gesamtüberleben von Patienten mit T-NHL im

genotypischen Vergleich für den SNP TNFRI -609 G/T. Die Träger des Allels T zeigten

einen Trend zum kürzeren Gesamtüberleben als die Träger des Genotyps GG (p = 0,099,

Log-rank-Test).
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Abbildung 5.3: Mittels Kaplan-Meier-Kurve geschätztes ereignisfreies Überleben von Patienten mit T-

NHL im genotypischen Vergleich für den SNP TNFRII M196R. Für die Träger des Allels

G zeigte sich ein Trend zum längeren ereignisfreien Überleben im Vergleich zu Trägern

des Genotyps TT (p = 0,066, Log-rank-Test).
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Abbildung 5.4: Mittels Kaplan-Meier-Kurve geschätztes Gesamtüberleben von Patienten mit T-NHL im

genotypischen Vergleich für den SNP IL-4R I75V. Es zeigte sich kein signi�kanter Unter-

schied zwischen den Genotypen (p = 0,498, Log-rank-Test).

48



5.3 Ein�uss der untersuchten Genpolymorphismen auf die klinischen Parameter Gesamtüberleben

und ereignisfreies Überleben bei Patienten mit T-NHL

Abbildung 5.5: Mittels Kaplan-Meier-Kurve geschätztes Gesamtüberleben von Patienten mit ALK-

negativen T-NHL im genotypischen Vergleich für den SNP IL-4R I75V. Es zeigte sich

kein signi�kanter Unterschied zwischen den Genotypen (p = 0,354, Log-rank-Test).
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5.4 Zusammenhang zwischen Polymorphismen in untersuchten

Zytokinrezeptorgenen und Serumkonzentration der

entsprechenden löslichen Zytokinrezeptoren

Im letzten Schritt der vorliegenden Arbeit wurde der Ein�uss der Zytokinrezeptorpolymor-

phismen auf die Serumkonzentration der entsprechenden löslichen Zytokinrezeptoren bei Pati-

enten mit T-NHL untersucht. Dazu wurden zum einen die erhobenen Genotypisierungsdaten

der T-NHL-Patienten herangezogen, zum anderen wurde die Konzentration der löslichen Zy-

tokinrezeptoren mittels ELISA im Serum der Patienten gemessen. Die Serumproben wurden

vor Beginn der Chemotherapie gewonnen. Von 117 Patienten mit T-NHL standen 80 Serum-

proben für eine ELISA zur Verfügung.

In der Tabelle 5.6 sind die mittleren Serumwerte der löslichen Zytokinrezeptoren in Ab-

hängigkeit vom Genotyp für die untersuchten Polymorphismen dargestellt. Mit dem Kruskal-

Wallis-Test wurde geprüft, ob ein signi�kanter Unterschied in der Verteilung der Serumkonzen-

tration zwischen den Genotypen bestand. Es konnte keine signi�kante Assoziation zwischen

den SNPs im IL-4R-Gen und dem Serumwert des löslichen IL-4R aufgezeigt werden. Ein Zu-

sammenhang zwischen den Polymorphismen in den TNFR-Genen und dem Serumwert der

löslichen TNF-Rezeptoren konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden (siehe Tabelle 5.6).

Tabelle 5.6: Serumkonzentration der löslichen Zytokinrezeptoren bei T-NHL-Patienten (n=80) in Abhän-

gigkeit vom Genotyp. Es konnte kein statistisch signi�kanter Unterschied in der Verteilung der

Serumkonzentrationen zwischen den Genotypen festgestellt werden. * Kruskal-Wallis-Test

SNP Genotyp Anzahl Serumkonzentration (ng/ml) p-Wert*

n Mittelwert 95%-KI

TNFRI TT 36 2,1 1,3 - 3,0

0,9477(-609 G/T GT 28 2,0 1,6 - 2,4

rs4149570) GG 14 1,9 1,5 - 2,2

TNFRII GG 43 3,1 -2,3 - 8,6

0,5615(M196R GT 31 3,9 2,2 - 5,6

rs1061622) TT 3 4,0 3,1 - 5,0

IL-4R GG 23 0,131 0,092 - 0,170

0,2057(I75V AG 39 0,123 0,091 - 0,155

rs1805010) AA 16 0,086 0,052 - 0,120

IL-4R CC 59 0,123 0,097 - 0,149

0,3751(S503P CT 17 0,095 0,067 - 0,124

rs1805015) TT 2 0,070 -0,311 - 0,451

IL-4R GG 52 0,110 0,089 - 0,131

0,9868(Q576R AG 23 0,127 0,075 - 0,178

rs1801275) AA 3 0,111 -0,041 - 0,261
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6 Diskussion

Gegenstand dieser Arbeit war die Untersuchung verschiedener Polymorphismen in Zytokin-

rezeptorgenen auf eine Assoziation mit T-NHL. Die Identi�zierung genetischer Faktoren kann

helfen, Risikogruppen innerhalb dieser heterogenen Erkrankung genauer zu di�erenzieren und

dadurch eine individuelle Anpassung der Therapie und Nachsorge zu ermöglichen. Des Wei-

teren kann die Ermittlung genetischer Faktoren dazu beitragen, Hypothesen über die patho-

physiologischen Mechanismen der Lymphomentstehung zu generieren.

Inzwischen konnten in einigen Untersuchungen Assoziationen von Zytokinrezeptorgenpoly-

morphismen in Bezug auf das Risiko und den Verlauf vor allem der B-NHL gezeigt werden.

Die vorliegende Arbeit ist eine der ersten Studien, die Polymorphismen in Rezeptorgenen

von Schlüsselzytokinen bei malignem T-NHL untersucht. Im ersten Teil dieser Studie wurde

untersucht, ob die Genpolymorphismen mit einem erhöhten Risiko, an T-NHL zu erkranken,

assoziiert seien können (Suszeptibilität). Im zweiten Teil wurde die prognostische Bedeutung

der genetischen Polymorphismen für das periphere T-NHL analysiert. Im dritten Teil wurde

untersucht, inwieweit ein Zusammenhang zwischen den Genvariationen und den Werten der

löslichen Rezeptoren im Blut der T-NHL-Patienten bestehen könnte.

6.1 Assoziation von TNF- und

IL-4-Rezeptorgenpolymorphismen und dem Risiko, an

einem T-NHL zu erkranken

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde untersucht, ob Variationen im IL-4-Rezeptorgen und TNF-

Rezeptorgen I/II mit dem Risiko, an einem T-NHL zu erkranken, assoziiert sind. Dazu wurden

Serumproben von T-NHL-Patienten mittels einer TaqMan-PCR genotypisiert und mit denen

einer gesunden Kontrollgruppe verglichen. Es standen Blutproben von 117 T-NHL-Patienten

aus der NHL-B1/B2-Studie (Pfreundschuh et al. 2004a; Pfreundschuh et al. 2004b)

und der Ricover-60-Studie(Pfreundschuh et al. 2008) der Deutschen Studiengruppe für

hochmaligne Non-Hodgkin-Lymphome (DSHNHL) zur Verfügung. Bei der TaqMan-PCR han-

delt es sich um eine etablierte und standardisierte Methode, die es ermöglicht, eine gröÿere

Anzahl von Seren semi-automatisch und einheitlich zu untersuchen. Bei der vorligenden Unter-

suchung handelt es sich um eine retrospektive Untersuchung an Patientenseren, die innerhalb

von zwei grosszahligen klinischen Studien gewonnen wurden. Das Studiendesign entspricht

demnach nicht dem einer klassischen Fall-Kontroll-Studie.

Die ermittelten Allel- und Genotypfrequenzen in der Kontrollgruppe entsprachen den aus

groÿen Genomstudien bekannten Frequenzen bei Kaukasiern (Sherry et al. 2001). Die ge-
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messene Verteilung der Genotypen entsprach der aus dem Hardy-Weinberg-Gesetz erwarteten

Verteilung. Zwischen den T-NHL-Patienten und der Kontrollgruppe fand sich kein statistisch

signi�kanter Unterschied in der Allel- oder Genotypfrequenz, was darauf hindeutet, dass kei-

ne deutliche Assoziation zwischen den untersuchten Genpolymorphismen und dem Risiko,

an einem T-NHL zu erkranken, besteht. Auch die in der vorliegenden Arbeit durchgeführ-

te haplotypische Betrachtung der untersuchten SNPs im IL-4R-Gen liess keinen deutlichen

Zusammenhang mit dem Auftreten eines T-NHLs erkennen.

Für den SNP IL-4R S503P stehen diese Ergebnisse in Einklang mit einer anderen Studie,

welche keinen Ein�uss dieses SNPs auf das Risiko für die Entwicklung eines NHL zeigen konnte

(ohne Untersuchung des Subtyps T-NHL, Cerhan et al. 2007a). Für andere, nicht in

dieser Arbeit untersuchte SNPs im IL-4-Gen und dem IL-4-Rezeptor-Gen sind Assoziationen

mit NHLs bzw. T-NHLs gefunden worden. So konnte eine Arbeit bei einer groÿen Anzahl

untersuchter SNPs für den SNP -1098T/G im IL-4-Gen eine OR von 3,84 (1,7-8,22) für

das Auftreten eines T-NHL nachweisen. Im IL-4-Rezeptor-Gen zeigte sich für den SNP -

28120C/T eine OR von 2,71 (1,09-6,75) (Lan et al. 2006). Der gleiche Polymorphismus

ist auch korreliert mit dem Gesamtüberleben bei Patienten mit DLBCL (Habermann et

al. 2008). Andere Studien konnten für B-Zell-Lymphome, jedoch nicht für T-Zell-Lymphome

eine Assoziation eines SNPs (-29429C/T) im IL-4-Rezeptorgen aufzeigen (Wang S et al.

2006). Für das Risiko, an einer anderen Neoplasie zu erkranken, konnte ein Zusammenhang

mit Polymorphismen im IL-4-Rezeptorgen aufgezeigt werden. Nach einer schwedischen Studie

sind die auch in der vorliegenden Arbeit untersuchten Polymorphismen Il-4R S503P und Il-4R

Q576R assoziiert mit dem Auftreten eines Glioblastoms (Schwartzbaum et al. 2005).

Auÿer dieser Analyse liegen bislang keine Studien zu den in dieser Arbeit untersuchten

SNPs in den TNF-Rezeptorgenen im Zusammenhang zur Entstehung von Lymphomen vor.

Jedoch konnte bezüglich des TNF/TNF-Rezeptor-Systems eine Studie des internationalen

Lymphomkonsortiums InterLymph für den nicht in dieser Arbeit analysierten SNP(-308G/A)

im TNF-Gen einen Ein�uss auf das Risiko für die Entstehung eines NHL zeigen (ohne Unter-

suchung der Subgruppe der T-NHL, Rothman et al. 2006). Eine weitere Arbeit konnte für

den gleichen SNP eine signi�kante Assoziation mit dem Auftreten von T-NHL zeigen (Wang

S et al. 2006). Auch für die SNPs -863C/A und -57C/T sowie -857C/T im TNF-Gen konn-

ten Assoziationen mit dem Auftreten von NHL bzw. T-NHL aufzeigt werden (Purdue et

al. 2007; Tsukasaki et al. 2001).

Dies zeigt ingesamt, dass dem IL-4 und seinem Rezeptor sowie TNF und seinem Rezeptor

eine Bedeutung bei der Entstehung von Lymphomen zukommen kann und weitere Studien mit

anderen SNPs in der Subgruppe der T-NHL-Patienten in Zukunft durchgeführt werden sollten.

Es handelt sich bei der vorliegenden Arbeit um eine der ersten Arbeiten zu der Bedeutung von

Polymorphismen in Zytokinrezeptorgenen bei T-NHL. In zukünftigen Studien sollten weitere

SNP in den untersuchten Zytokinsystemen in die Analysen einbezogen werden, und es könnten

auch andere relevante Schlüsselzytokine untersucht werden, so zum Beispiel das IL-10, für das

Assoziationen mit B-NHL nachgewiesen wurden (Rothman et al. 2006; Lech-Maranda

et al. 2007; Kube et al. 2008). Diese Arbeit liefert eine wichtige Orientierung für weitere
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durchzuführende Studien, da mit Hilfe einer standardisieren und etablierten Messmethode Er-

kenntnisse über die Verteilung der untersuchten SNPs an T-NHL-Patienten gewonnen werden

konnten.

6.2 Ein�uss von TNF- und IL-4-Rezeptorgenpolymorphismen

auf die Prognose von Patienten mit T-NHL

Im zweiten Teil der Arbeit wurde untersucht, inwieweit die analysierten Polymorphismen im

IL-4-Rezeptorgen und in TNF-Rezeptorgenen mit dem Gesamtüberleben und dem ereignisfrei-

en Überleben bei Patienten mit T-NHL assoziiert sein können. Dazu wurden die Ergebnisse

der Genotypisierung mit den klinischen Daten von 117 T-NHL-Patienten aus der NHL-B1/B2-

Studie (Pfreundschuh et al. 2004a; Pfreundschuh et al. 2004b) und der Ricover-60-

Studie(Pfreundschuh et al. 2008) verglichen. Die Patienten wurden in diesen Studien

über einen Zeitraum von sieben Jahren beobachtet.

SNP -609 G/T im TNFRI-Gen und SNP M196 im TNFRII-Gen Die Ergebnisse dieser

Arbeit zeigen, dass ein statistisch signi�kanter Unterschied zwischen dem Promotorpolymor-

phismus TNFRI -609 G/T und einem kürzeren ereignisfreien Überleben bei T-NHL Patienten

besteht (p=0,041). Patienten mit mindestens einem mutierten Allel TNFRI -609 T (TNFRI

-609 TT und GT ) haben ein signi�kant kürzeres ereignisfreies Überleben als Individuen, die

homozygot für das Wildtypallel TNFRI -609 G sind. Auch im Gesamtüberleben zeigte sich

ein übereinstimmender Trend zu kürzerem Gesamtüberleben der Träger des mutierten Alles

von TNFRI -609 T im Vergleich zu den homozygoten Wildtypallelträgern (p=0,099).

Auch bei dem Polymorphismus TNFRII M196R konnte ein Unterschied in den Überlebens-

raten aufgezeigt werden. Patienten mit der mutierten Variante TNFRII 196R zeigten im Ver-

gleich zu homozygoten Trägern der Wildtypvariante TNFRII M196 eine längere ereignisfreie

Überlebenszeit (p=0,066). Dieses Ergebnis erreichte nicht das statistische Signi�kanzniveau.

Aufgrund der Seltenheit der T-NHL und dem seltenen Vorkommen der mutierten Genotypen

sind zur Überprüfung gröÿere Studien notwendig.

Bei den Alk-negativen T-NHLs konnte kein Unterschied im OS und EFS bezüglich bei-

der untersuchten SNPs im TNFRI/II-Gen gezeigt werden. Bei niedrigeren Patientenzahlen

(N=77) in dieser Subgruppe traten statistisch instabile Kaplan-Meier-Kurven auf, die aus

biologischen Überlegungen unplausibel erscheinen.

Bei Betrachtung der Ergebnisse dieser Arbeit in Zusammenschau mit den Daten der Lite-

ratur erscheint ein Ein�uss der untersuchten Genpolymorphismen wahrscheinlich. So stehen

diese Ergebnisse im Einklang mit einer anderen Arbeit, welche zeigen konnte, dass der SNP

-380G/A im TNF-Gen mit einer schlechteren Prognose bei Patienten mit NHL assoziiert ist

(ohne Analyse der Subgruppe der T-NHL, Warzocha et al. 1998). Dies wurde durch zwei

weitere Studien bestätigt (Juszczynski et al. 2002; Seidemann et al. 2005). Weitere

untersuchte Polymorphismen im TNF-Gen waren hingegen ohne prognostische Bedeutung bei

Patienten mit NHL (Cerhan et al. 2007b; Habermann et al. 2008). Die in der vorlie-
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genden Arbeit untersuchten SNPs wurden erstmalig mit der Prognose bei NHL verglichen, so

dass bislang keine anderen Studien zum Vergleich vorliegen.

Die vorliegenden Ergebnisse stehen auch in Übereinstimmung mit einer kürzlich verö�ent-

lichten funktionellen Untersuchung, in der gezeigt werden konnte, dass der mutierte Genotyp

des SNPs -609 T im TNFRI-Gen zu verminderter Expression von TNFRI führt (Kim S et

al. 2008). Möglicherweise könnte die geringere Expression einen abgeschwächten Antitumor-

e�ekt des TNF zur Folge haben. Dies könnte die schlechtere Prognose der Patienten mit dem

T-Allel erklären. Auch eine weitere kürzlich entdeckte Assoziation dieses Promotorpolymor-

phismus mit einer anderen Krebserkrankung, dem hepatozellulären Karzinom, deutet darauf

hin, dass die Genvariation funktionell relevant sein könnte (Kim S et al. 2008).

SNPs I75V, S503P und Q576R im IL-4R-Gen Für die untersuchten Variationen im IL-4-

Rezeptorgen (I75V, S503P, Q576R) konnten in der gesamten untersuchten Studienpopulati-

on keine Unterschiede im ereignisfreien Überleben oder Gesamtüberleben festgestellt werden.

Auch bei der Unterguppe der ALK-negativen Lymphome konnte für die untersuchten Poly-

morphismen im IL-4R-Gen kein Unterschied im OS oder EFS aufgezeigt werden. Es ist zu

bedenken, dass ein statistisch signi�kantes Ergebnis möglicherweise durch die Seltenheit des

mutierten Alleles nur in noch gröÿeren Studien aufzu�nden sein könnte. Teilweise traten in-

stabile Kaplan-Meier-Kurven auf, die aus biologischen Überlegungen unplausibel erscheinen

(siehe Abbildung 5.5).

Die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse ergänzen bestehende Assoziationsstudien, wel-

che betre�end der Bedeutung von Polymorphismen im IL-4R-Gen für die Prognose bei Lym-

phomen zu unterschiedlichen Ergebnissen gekommen sind. So konnte eine Studie für den SNP

-28120T/C bei 458 untersuchten Patienten keinen Zusammenhang mit dem Überleben bei

NHL-Patienten zeigen (Cerhan et al. 2007b). Im Gegensatz dazu konnte Habermann

et al. bei dem Subtyp DLBCL eine signi�kante Assoziation zwischen diesem SNP und der

Prognose bei NHL-Patienten bei 365 untersuchten Patienten aufzeigen (Habermann et al.

2008). Auch für den in der vorliegenden Untersuchung analysierten SNP I75V konnte in

einer Studie von Schoof et al. bei DLBCL-Patienten gezeigt werden, dass heterozygote

und homozygote Träger der Allelvariante V75 ein kürzeres Gesamtüberleben und ereignis-

freies Überleben aufweisen als Träger der Allelvariante I75 (n=278, Schoof et al. 2009).

Neben diesen aufgezeigten Assoziationen mit der Prognose von Patienten mit Lymphomer-

krankungen konnten auch für die Prognose anderer maligner Erkrankungen Zusammenhänge

mit Polymorphismen im IL-4-Rezeptorgen gezeigt werden. Unter anderem waren in einer Stu-

die von Scheurer et al. die mutierten Genotypen des SNP S503P und T478C korreliert

mit einem besseren Langzeitüberleben bei Patienten mit hochgradigen Gliomen (Scheurer

et al. 2008).

Für den in dieser Arbeit untersuchten SNP I75V liegen zudem Ergebnisse aus funktionellen

Analysen vor. So konnte gezeigt werden, dass die I75-Variante zu einer verstärkten Signaltrans-

duktion führt, und daher wurde diese als �gain of function�-Mutation bezeichnet (Mitsuyasu

et al. 1998). Eine weitere aktuellere Studie konnte für die I75V-Mutation eine erhöhte Tran-

54



6.3 Ein�uss von TNF- und IL-4-Rezeptorpolymorphismen auf die Serumkonzentrationen der

entsprechenden Rezeptoren bei Patienten mit T-NHL

skriptionsaktivität von STAT6 nachweisen, allerdings erstaunlicherweise ohne den Nachweis

einer IL-4-induzierten Th2-Zell-Entwicklung (Stephenson et al. 2004). Die Assoziation

von IL-4R-Genpolymorphismen mit Th2-vermittelten Erkrankungen wie Asthma und Atopie

und die Hinweise auf eine Polymorphismus-assoziierte vermehrte Signaltransduktion über den

IL-4R lassen dennoch vermuten, dass der IL-4R-I75V-Polymorphismus einen Ein�uss auf das

Th1/Th2-Gleichgewicht hat. Ein ebensolches Ungleichgewicht wurde bei T-NHL-Patienten

beschrieben (Kim E et al. 2005). Somit könnte die Genvariante I75V die Entwicklung ei-

ner Th2-Immunantwort begünstigen, welche wiederum einen Proliferationsvorteil der T-Zellen

der peripheren T-Zell-Lymphome bedingen. Auf diese Weise könnte diese genetische Variation

einen Ein�uss auf die Prognose von T-NHL-Patienten haben.

Die vorliegende Arbeit ist eine der ersten, welche den Zusammenhang zwischen Zytokinre-

zeptorpolymorphismen und der Prognose bei T-NHL untersucht. Diese Arbeit kann mit 117

Patienten als groÿe Studie auf dem Gebiet der seltenen Erkrankung der T-NHL gelten. Es

zeigen sich für das T-NHL aussagekräftige Ein�üsse auf den Krankheitsverlauf. Zusammen-

fassend ermutigen die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse, auch in Hinblick auf die hier

vorgestellte Forschungslage, den Ein�uss der analysierten SNPs und auch möglicher weiterer

SNPs der Zytokingene von IL-4 und TNF weiter intensiv zu untersuchen. Da es sich bei den

Ergebnissen dieser Arbeit nur um univariate Analysen handelt, können daraus keine weit-

reichenden klinischen oder biologischen Schlüsse gezogen werden. Zukünftige Arbeiten oder

Metaanalysen können jedoch auf den Ergebnissen dieser Arbeit aufbauen, und überprüfen, ob

die tendenziellen Ergebnisse ein statistisches Signi�kanzniveau erreichen. Aufgrund der stan-

dardisierten und etablierten Methodik können auch die gewonnenen negativen Ergebnisse für

folgende Arbeiten eine Orientierung liefern.

6.3 Ein�uss von TNF- und IL-4-Rezeptorpolymorphismen auf

die Serumkonzentrationen der entsprechenden Rezeptoren

bei Patienten mit T-NHL

Es konnte in mehreren Publikationen wie oben beschrieben gezeigt werden, dass Genpoly-

morphismen mit der Expression von Rezeptoren assoziiert sein können. In der vorliegenden

Arbeit wurde deshalb auch der Ein�uss der Polymorphismen in TNF-Rezeptorgenen und

im IL-4-Rezeptorgen auf die Serumkonzentrationen löslicher TNF-Rezeptoren bzw. löslicher

IL-4-Rezeptoren bei Patienten mit peripheren T-NHL untersucht. Klinische Studien berich-

ten über pathologisch erhöhte Serumkonzentrationen löslicher TNF-Rezeptoren bei Patienten

mit malignen Lymphomen. Diese Konzentrationen korrelieren mit dem Krankheitsverlauf und

scheinen von prognostischer Bedeutung zu sein (Warzocha et al. 1997b; Warzocha et

al. 1997a; Goto et al. 2006; Salles et al. 1996). Um die Frage zu klären, ob die ge-

netischen Varianten einen Ein�uss auf die Serumkonzentration der Zytokinrezeptoren haben,
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wurden in dieser Arbeit die Ergebnisse der Genotypisierung mit den per ELISA gemessenen

Konzentrationen verglichen.

SNP -609 G/T im TNFRI-Gen und SNP M196 im TNFRII-Gen Es wurde eine durch-

schnittliche Serumkonzentration zwischen 1,9 und 2,1 ng/ml des löslichen TNFRI bei Pati-

enten mit T-NHL gemessen. Die mittlere Serumkonzentration des löslichen TNFRII wurde

zwischen 3,1 und 4,0 ng/ml bestimmt. Bezüglich des Promotorpolymorphismus TNFRI -609

G/T und dem Polymorphismus TNFRII M196R zeigte sich kein signi�kanter Unterschied in

der Verteilung der Serumkonzentration zwischen den Genotypen. Es wurde auch kein Trend

bezüglich einer Assoziation dieser Polymorphismen mit der Konzentration festgestellt.

Diese Arbeit ist die erste, welche den Zusammenhang dieser Variationen und der Serumkon-

zentration an Patienten mit T-NHL untersucht hat. Es liegen mehrere Studien an Patienten

mit verschiedenen Erkrankungen zu diesem Zusammenhang vor. Dabei konnte für manche

Patientenkollektive eine Assoziation nachweisen werden, während für andere Erkrankungen

� wie in der vorliegenden Arbeit � kein Zusammenhang gezeigt werden konnte.

So konnte bei einer Reihe von Erkrankungen ein Zusammenhang zwischen der Genvariati-

on TNFR II M196R mit den Serumwerten gezeigt werden. Bei Patienten mit rheumatoider

Arthritis konnte an Studien mit 151 bzw. 49 Patienten für Träger des mutirten Genotyps

eine erniedrigte Serumkonzentration an löslichem TNFR gemessen werden (Glossop et al.

2005; Tolusso et al. 2004). Entsprechende Ein�üsse dieses SNPs konnten auch an Pati-

enten mit GvHD, Osteoporose und familiärer Hyperlipidämie gezeigt werden (Stark et al.

2003; Kim H et al. 2009; Geurts et al. 2000). Im Gegensatz zu diesen Publikationen

konnte in Übereinstimmung mit den vorliegenden Ergebnissen bei Patienten mit Sepsis in

einer gröÿeren Studie (n=213) für beide in dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen kein

Zusammenhang mit der Serumkonzentration ermittelt werden (Gordon et al. 2004). Auch

für Patienten mit Endometriose konnte für den SNP TNFRII M196R keine Ein�uss auf die

Serumkonzentration des löslichen Rezeptors gefunden werden (n=105, Chae et al. 2008).

Weiterhin fand eine Studie an Patienten mit PCO-Syndrom keine Assoziation der Genvaria-

tion TNFII M196R und der Serumkonzentration (Peral et al. 2002). Es ist noch nicht

endgültig geklärt, warum die untersuchten SNPs auf die Serumkonzentration bei verschie-

denen Erkrankungen unterschiedliche Relevanz haben. Die Assoziation des Polymorphismus

TNFR M196R mit den Serumwerten des löslichen TNFRII wurde jedoch vor allem bei Au-

toimmunerkrankungen beobachtet. Bei dem in dieser Arbeit untersuchten T-NHL konnte

keine Assoziation nachgewiesen werden. Möglicherweise dominiert bei Tumorerkrankungen

der Ein�uss anderer Faktoren auf die Konzentration löslicher TNFRII, sodass die genetischen

Faktoren nicht zur Ausprägung kommen.

Der genaue Mechanismus, über welchen die Genvariante M196R einen Ein�uss auf die Re-

zeptorkonzentration ausübt, wird derzeit diskutiert. Der Polymorphismus resultiert in einem

Aminosäurenaustausch an Position 196 von Arginin zu Methionin. Der SNP be�ndet sich in

der Nähe des Prolinrests Pro 221, der als proteolytisches Spaltpunkt durch TACE-Protease

vermutet wird (Herman und Chernajovsky 1998). Der Ort und die Art des Austausches
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deuten darauf hin, dass hierdurch die Verarbeitung des membrangebundenen TNFRII durch

die TACE-Protease beein�usst werden kann. Jedoch zeigten funktionelle Analysen dieses Po-

lymorphismus, dass dieser keinen Ein�uss auf die Freisetzung von löslichem TNFRII-Rezeptor

von der Zellober�äche hat und auch nicht das physiologische Bindeverhalten beein�usst (Mo-

rita et al. 2001). Die Ergebnisse dieser funktionellen Analyse stehen daher in Einklang mit

den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, die ebenfalls keine Assoziation des SNPs mit der

Konzentration des löslichen Rezeptors aufzeigen konnte.

SNPs I75V, S503P und Q576R im IL-4R-Gen Diese Arbeit ist die erste, welche den Zu-

sammenhang von IL-4R-Genpolymorphismen mit dem Expressionslevel von löslichem IL-4R

an Patienten mit T-NHL untersucht hat. Die gemessene mittlere Serumkonzentration bei

den untersuchten T-NHL-Patienten betrug zwischen 0,070 und 0,131 ng/ml . Bezüglich der

untersuchten SNPs im IL-4R-Gen konnte kein signi�kanter Unterschied zwischen den Geno-

typen festgestellt werden. Andere Studien an anderen SNPs im IL-4R-Gen bei Patienten mit

Asthma und an gesunden Probanden konnten einen Zusammenhang zwischen Genotyp und

Expressionslevel zeigen (Hackstein et al. 2001).
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7 Zusammenfassung

Vorhergehende Forschungsarbeiten zeigen, dass bestimmte Genvariationen in Zytokinen und

Zytokinrezeptoren mit der Suszeptibilität und Prognose von Lymphomen assoziiert sind. Die-

ser Zusammenhang ist vor allem für B-NHL beschrieben worden. In der vorliegenden Arbeit

sollte geklärt werden, ob genetische Polymorphismen in Zytokinrezeptorgenen mit der Ent-

stehung und der Prognose von T-NHL assoziiert sind, und ob diese mit dem Plasmaspiegel

löslicher Zytokinrezeptoren korreliert sind.

Für die Analyse standen 117 DNA-Proben und 80 Serumproben von T-NHL-Patienten aus

den NHL-B1/B2-Studien und der Ricover-60-Studie zur Verfügung. Diese wurden genotypi-

siert, und die Konzentration der löslichen Zytokinrezeptoren wurde ermittelt. Die Daten wur-

den mit den klinischen Parametern der Patienten verglichen und eine Überlebenszeitanalyse

für die einzelnen Genotypen im Patientenkollektiv erstellt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Variante TNFI -609 T des Promotorpolymor-

phismus im TNFI-Rezeptorgen mit einem kürzeren EFS bei Patienten mit T-NHL assoziiert

ist (p = 0,041). Für diese Genvariation konnte auch ein Trend zu kürzerem Gesamtüberle-

ben (p = 0,099, n.s.) aufgezeigt werden. Ein weiterer Trend zeigte sich für die Genvariation

TNFRII M196R in Hinblick auf das ereignisfreie Überleben (p = 0,066).

Die vorliegende Arbeit zeigt zum ersten Mal einen Ein�uss der untersuchten Zytokinre-

zeptorpolymorphismen auf T-NHL. Die Studie kann mit einer Patientenzahl von 117 zu den

gröÿeren Studien über diese seltene Erkrankung gezählt werden. Weitere, gröÿere Studien soll-

ten diese Ergebnisse überprüfen und auch weitere SNPs in den untersuchten Zytokinsystemen

mit einbeziehen. Sowohl diese positiven Ergebnisse wie auch die berichteten negativen Ergeb-

nisse dieser Arbeit können für folgende Forschungsarbeiten eine wichtige Orientierung liefern.

Die Erforschung genetischer Faktoren ist notwendig, um Krankheitsverläufe besser zu de�nie-

ren und das Ansprechen auf Behandlungsmaÿnahmen beim einzelnen Patienten einschätzbar

zu machen. Auÿerdem kann die Kenntnis der Genmerkmale und der immunologischen Hinter-

gründe neue pharmakologische Behandlungsstrategien erö�nen.
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