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1 Einleitung

1.1 T-Non-Hodgkin-Lymphome

1.1.1 Definition

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 iiberwiegend 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 zuriick. 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).

Grundsétzlich werden die T-NHL in unreife (,Jymphoblastische®) und in reife, so genannte
speriphere Lymphome unterteilt. Wahrend die unreifen T-Zell-Neoplasien von T-Zell-Pra-
kursorzellen aus dem Knochenmark und dem Thymus abstammen, gehen periphere T-Zell-
Neoplasien aus T-Zellen hervor, deren Differenzierung innerhalb des Thymus bereits abge-
schlossen ist, das heift, aus reifen T-Lymphozyten aufkerhalb 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)-
af-positive Zellen, die entweder CD4 oder CD8 exprimieren, oder als TCR-§v-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 Prakursor-T-Zell-Neoplasien machen im Kin-
desalter den grofiten Teil der T-Zell-Lymphome aus, wihrend 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 fiinfthaufigste maligne Erkrankung nach Lungen-, Brust-, Dickdarm- und
Prostatakrebs (GROVES ET AL. 2000). Die reifen T-Zell- und NK-Zell-Neoplasien sind selten
und nur fiir 10 % aller weltweiten NHL-Erkrankungen verantwortlich. Die Haufigkeit von
peripheren T-NHL unterliegt starken regionalen Einfliilssen und schwankt zwischen 1,5 % in
Kanada und 18,3 % in China. Auch die Haufigkeitsverteilung der verschiedenen Subgruppen
zeigt starke geografische Unterschiede (RUDIGER ET AL. 2002).



1.1 T-Non-Hodgkin-Lymphome

So ist das adulte T-Zell-Lymphom (ATLL) mit dem humanen T-Zell-Leukdmie-Virus Typ 1
(HTLV1) assoziiert und kommt besonders haufig im siidlichen Japan und in den karibischen
Léandern 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 Grofibritannien, wo die Zdéliakie vermehrt auftritt, eine erhéhte Inzidenz
dieser sonst seltenen Subgruppe.

Ein weiterer Faktor, der die Inzidenz von T-Zell-Lymphomen und NK-Zell-Lymphomen
beeinflusst, ist die Herkunft der Patienten. Nasale NK- und T-Zell-Lymphome kommen bei
Asiaten sehr viel hiufiger als bei Menschen anderer genetischer Herkunft vor. Weitere Popu-
lationen mit einem erhdhten Risiko fiir diese EBV-assoziierten Krankheiten (EBV, Epstein-
Barr-Virus) sind indianische Volker in Nord- und Stidamerika. Es wird postuliert, dass eine
genetische Préadisposition, die mit einem Immundefekt gegeniiber dem EBV verbunden ist, fiir
diese Verteilung der EBV-assoziierten Lymphome verantwortlich ist (JAFFE 2006; ISAACSON
UND WRIGHT 1978). Die in Mitteleuropa haufigsten Subtypen sind das unspezifische periphe-
re T-Zell-Lymphom (PTCL), das angioimmunoblastische T-Zell-Lymphom (AILT) und das
anaplastische grofzellige T-Zell-Lymphom (ALCL) mit und ohne ALK-Expression (RUDIGER
ET AL. 2002).

1.1.3 Klassifikation

Hinter dem Begriff Lymphom verbirgt sich eine Vielzahl an unterschiedlichen und eigenstin-
digen Krankheitsentitdten. Die Klassifikation definiert diese spezifischen lymphatischen Neo-
plasien und bildet damit die Grundlage fiir die reproduzierbare Diagnose und eine optimal
angepasste Therapie.

Die aktuell giiltige WHO-Klassifikation basiert auf der REAL-Klassifikation (,Revised Euro-
pean American Lymphoma Classifikation, HARRIS ET AL. 1994). Die WHO-Klassifikation de-
finiert die Non-Hodgkin-Lymphome nach zytomorphologischen, immunologischen und geneti-
schen Kriterien. Grundsétzlich erfolgt eine Unterscheidung in B- und T-/NK- Zell-Lymphome
sowie unreife (lymphoblastische) und reife (periphere) Lymphome. Die reifen Lymphome kén-
nen weiter in primér leukdmische, primér nodale und primér extranodale Lymphome unterteilt
werden (siehe Tabelle 1.1). Die WHO-Klassifikation stellt das erste weltweit akzeptierte Ein-
teilungssystem der malignen Lymphome dar und ermoglicht damit den Vergleich klinischer
und wissenschaftlicher Studien auf internationaler Ebene. Die WHO-Klassifikation ist keine
endgiiltige Klassifikation. Vielmehr muss jede klinische Klassifizierung als permanenter Pro-
zess angesehen werden. So wird in der WHO-Klassifikation die Mdoglichkeit erwahnt, mittels
Genexpressionsanalyse in naher Zukunft Untereinheiten diffuser B-Zell-Lymphome mit pro-

gnostischer Relevanz zu definieren (CANELLOS ET AL. 2006; HIDDEMANN ET AL. 2004).

ALK-positive und ALK-negative Lymphome Zu den hiufigeren T-Zell-Lymphomen geho-
ren in Europa das periphere unklassifizierte T-Zell-Lymphom, das angioimmunoblastische T-

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



1.1 T-Non-Hodgkin-Lymphome

Tabelle 1.1: Kilassifikation der T-Zell-Neoplasien nach WHO (Quelle: PFREUNDSCHUH 2004, S. 32)

Vorldufer T-Zell-Neoplasien

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

periphere T-Zell-Neoplasien

primir leukdmische Lymphome
T-Zell-Prolymphozyten-Leukdamie
Lymphozytische groRgranuldre T-Zell-Leukdmie
Agressive NK-Zell-Leukdmie
LAdulte” T-Zell-Leukamie

primdr extranodale Lymphome
Extranodales NK-/T-Zell-Lymphom, nasaler Typ
T-Zell-Lymphom vom Enteropathie-Typ
Hepatosplenisches T-Zell-Lymphom
Primar kutanes anaplastisches grofzelliges Lymphom
Subkutanes Pannikulitis-3hnliches T-Zell-Lymphom
Mycosis fungoides
Sézary-Syndrom

primdr nodale Lymphome
Peripheres unklassifiziertes T-Zell-Lymphom
Angioimmunoblastisches T-Zell-Lymphom
GrolBzelliges anaplastisches Lymphom

klinischen Kriterien kénnen mehrere Entitdten des ALC-Lymphoms unterschieden werden:
das primér systemische, ALK-positive ALC-Lymphom, das primér systemische ALK-negative
ALC-Lymphom und das primér kutane ALC-Lymphom. Die Expression des ALK-Proteins
bei der primér systemischen ALC-Lymphom-Entitét ist Folge chromosomaler Translokationen,
meist t(2;5), und kann heute durch immunhistologische Farbungen zuverlissig nachgewiesen
werden (siehe auch Abschnitt 1.1.6, Seite 5). Das ALK-positive ALC-Lymphom tritt vor allem
bei jungen ménnlichen Patienten auf und besitzt nach Chemotherapie eine giinstige Prognose.
Im Gegensatz dazu finden sich ALK-negative ALC-Lymphome bei &dlteren Patienten, zeigen
ein ausgewogenes Geschlechtsverhéltnis und gehen mit einer ungiinstigeren Prognose einher
(Foss ET AL. 2000).

1.1.4 Klinik

Hauptsymptom eines malignen Lymphoms ist iiblicherweise die schmerzlose Vergréferung ei-
nes oder mehrerer Lymphknoten. Beim Knochenmarkbefall kénnen Symptome einer Andmie,
Thrombozytopenie oder Leukozytopenie auftreten. Die Infiltration der Leber und Milz mit
konsekutiver massiver Vergroferung kann zu abdominellen Beschwerden fithren. Allgemein-
symptome (B-Symptome) wie Fieber, Nachtschweift und Gewichtsverlust konnen begleitend
auftreten und gelten als prognostisch ungiinstiges Zeichen. Blutsenkungsgeschwindigkeit, LDH
und #$2-Mikroglobulin sind hdufig erhéht.



1.1 T-Non-Hodgkin-Lymphome

1.1.5 Therapie und Prognose

Die Basis der Vorhersage des Krankheitsverlaufs bilden prognostische Faktoren. Diese liefern
Informationen iiber den zu erwartenden Verlauf einer Erkrankung unter einer bestimmten
Therapie. Die Prognose ist nicht nur fiir die Aufkldrung des Patienten entscheidend, sondern
ermdglicht auch die Definition eines Patientenkollektivs und insofern eine Vergleichbarkeit von
Therapien unterschiedlicher Studien. Vor allem aber fiir die Therapieplanung ist die progno-
stische Einschitzung bei Diagnosestellung von herausragender Bedeutung. In prospektiven
Studien wurden fiinf unabhéngige prognostische Parameter identifiziert 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 Heterogenitiat der Lymphome nur
unzureichend ab. Neue Erkenntnisse legen nahe, dass der IPI méglicherweise durch biologische
Prognosefaktoren verbessert werden kann, wie es am Beispiel der ALK-positiven Lymphome
gezeigt werden konnte (PFREUNDSCHUH 2004).

Von der franzoésischen Studiengruppe GELA wurde 1998 gezeigt, dass die Prognose pe-
ripherer T-Zell-Lymphome nach konventioneller Therapie mit einer Anthrazyclin-haltigen
Polychemotherapie signifikant 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-Uberlebensrate war mit 41 % gegeniiber 53 %
signifikant schlechter (p=0,0004). Nach Abzug der 45 Patienten mit anaplastisch-grofzelligen
T-Zell-Lymphomen betrug das 5-Jahres-Uberleben der restlichen T-Zell-Lymphome sogar nur
noch 35 %. In dieser Studie konnte auch fiir die T-Zell-Lymphome eine klare Korrelation der
Prognose mit dem IPT gezeigt werden (GISSELBRECHT ET AL. 1998). Aufgrund dieser unbe-
friedigenden Therapieergebnisse wurde versucht, durch Modifikationen Anthrazyclin-basierter
Schemata eine Verbesserung der Ergebnisse zu erzielen, die jedoch bisher ohne Erfolg blieben.
Aus diesem Grund wird die Primértherapie 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) durchgefiihrt. Eine Erhéhung der Dosisintensitdt durch Verkiirzung 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 Atiologie 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 praformierte genetische Schwachstellen
aufweisen, die durch die somatische Rekombination und Mutation der T-Zell-Rezeptorgene
bedingt sind. Eine grofse Anzahl von experimentellen und klinischen Arbeiten liefert Hinweise

darauf, dass zum einen Immunsuppression, Immundysfunktion und Autoimmunerkrankungen,



1.2 Zytokine und ihre Bedeutung bei malignen Lymphomen

zum anderen Expositionen gegeniiber spezifischen Noxen wie Chemikalien, Viren oder Bakteri-
en zu einem erhdhten Risiko fiir die Entstehung maligner Lymphome fiithren. Zusétzlich spielt
die genetische Pradisposition 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 fithren zur Ansammlung
von T-Zellen mit Affinitdt zu diesen Regionen. Diese chronische Entziindung begiinstigt geneti-
sche Verdnderungen, die letztlich zu einer malignen Entartung fiihren. So wird bei der ATLL
dem humanen T-Zell-Leukdmie-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 fiir eine chronische allergi-
sche Stimulation ist das Gluten, das eine Zoliakie verursacht und bei Patienten in Verbindung
mit genetischen Verdnderungen zur Entstehung eines intestinalen T-Zell-Lymphoms beitra-
gen kann. Die Pathogenese der peripheren T-Zell-Neoplasien auf molekularer Ebene ist noch
weitgehend ungeklart. Die einzige periphere T-Zell-Neoplasie mit einer gut charakterisierten
Pathogenese ist das anaplastische grofzellige T-Zell-Lymphom (ALCL). Fiir diese Entitét
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 fiihrt zur konstitutionellen Expression eines Fusionsproteins mit
Tyrosinkinaseaktivitéit, (NPM-ALK ), welches iiber Aktivierung verschiedener intrazelluldrer
Signalwege zur malignen Transformation der Lymphozyten fithrt (KUTOK UND ASTER 2002).
Die beschriebene Translokation wird in ungefihr 75 % aller ALK-positiven ALCL-Félle ge-
funden (DUYSTER ET AL. 2001). In den verbleibenden 25 % der Félle konnen verschiedene
Rearrangements von 2p23 gefunden werden. Diese seltenen Rekombinationen fiihren 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 auslésen kon-
nen. Diese kdnnen 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. Thre Aufgabe in der Regulation schliefst wichtige Prozesse,
wie die Kontrolle zelluldrer und humoraler Immunantworten, Entziindung, die Angiogenese
und andere ein.

Zytokine spielen sowohl bei der Erzeugung einer proinflammatorischen als auch einer anti-
inflammatorischen Immunantwort eine kritische Rolle. So werden zum Beispiel Zytokine wie

TNF-« als proinflammatorisch angesehen, wihrend Zytokine wie IL-10 antiinflammatorisch
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wirken. Daneben wirken Zytokine wie 11-4 als wichtige Regulatoren der Th1/Th2- Immunant-

wort.

e Maligne Lymphome sind durch Storungen der normalen Proliferation und Differenzie-
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.

e Im Hinblick auf die tief greifenden biologischen Effekte der Zytokine ist es nicht iiberra-
schend, dass ihre Aktivitidt eng reguliert wird. Zytokine werden nur synthetisiert, wenn
sie benotigt werden (WHICHER UND EvVANS 1990; AKIRA ET AL. 1990). Es ist davon
auszugehen, dass im Lymphom — entweder in den Lymphomzellen selbst oder/und in
den lymphominfiltrierenden Immunzellen — diese strengen Regulierungsmechanismen
auker Kraft gesetzt sind und dadurch bestimmte Zytokine kontinuierlich sezerniert wer-
den. Durch die autokrine und parakrine Sekretion solcher Zytokine kénnten Tumorzellen
ihr Wachstum selbst stimulieren und sich so unabhéngig vom exogenen Kontrollmecha-
nismus machen. Die von Lymphomzellen ausgeschiitteten Zytokine induzieren nicht nur
eine zelluldre Reaktion, sondern rekrutieren auch weitere Zellen zur Produktion von
weiteren Zytokinen. Diese parakrine Sekretion von Zytokinen durch reaktive Zellen in
der Umgebung des Tumors konnte einen weiteren Wachstumsvorteil fiir die Tumorzel-
len darstellen. Beispiele fiir einen autokrinen Wachstumseffekt konnten in verschiedenen
Studien gezeigt werden (MERZ ET AL. 1991; JUCKER ET AL. 1991). Auch parakrine
Effekte auf das Lymphomwachstum sind beschrieben (KADIN 1990; DANCESCU ET AL.
1992).

e B-Symptome wie Fieber, Nachtschweiff und Gewichtsverlust werden hiufig bei malignen
Lymphomen beobachtet. Diese systemischen Symptome, die auch prognostische Bedeu-
tung haben, konnten durch besonders intensive Produktion bestimmter Zytokine — ent-
weder durch Lymphomzellen oder durch reaktive Zellen — hervorgerufen sein. An den
typischen Verdnderungen verschiedener Laborwerte bei Lymphompatienten sind vermut-
lich ebenfalls bestimmte Zytokine beteiligt. So ist der prognostisch wichtige LDIH-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 Hypergammaglobulindmie, hdmolytische Andmie sowie zirkulierende Immunkom-
plexe und Kilteagglutinine kdnnen wohl auf eine dysregulierte humorale Immunreaktion

zuriickgefiithrt werden.

e Zytokine tragen zum charakteristischen histopathologischen Erscheinungsbild der Lym-
phome bei. Verschiedene Formen der Lymphome mit gleichem zelluldren Ursprung kénn-
ten durch die Heterogenitét der Zytokinproduktion zu erkliren sein. Beim Fortschreiten
eines Lymphoms unterliegen die Zellen zunehmend chromosomalen Anderungen und
werden in Bezug auf ihre biologischen Figenschaften diversifiziert. Dies fiihrt dazu, dass

jedes Lymphom ein eigenes Zytokinexpressionsmuster aufweist. Diese ausgeschiitteten
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Zytokine konnen reaktive Zellen anlocken, die ihrerseits bestimmte Zytokine produzie-
ren. So entsteht ein einzigartiges Mikromilieu, das fiir das spezielle histologische Bild
verantwortlich ist. Andererseits kdnnte die Heterogenitit der Zytokinproduktion selbst
in der Auspriagung der Mikroumgebung des umgebenden Gewebes begriindet sein, die
sich durch eine interindividuell unterschiedliche Abwehrreaktion ergibt (Hsu S ET AL.
1993).

e Es ist anzunehmen, dass in den meisten Féllen weder das Tumorzellwachstum noch die
assoziierten klinischen und histopathologischen Verdnderungen iiber die Wirkung eines
einzelnen oder weniger Zytokine erklart werden konnen. Diese Verdnderungen gehen
eher auf eine abnorme Sekretion mehrerer Zytokine durch neoplastische Zellen und auch
reaktive Zellen zuriick (Hsu S ET AL. 1993).

e Lymphompatienten zeigen hiufig eine signifikante Verminderung der zelluldren 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 zelluldren Immunantwort hervorgerufen
wird (Kim E ET AL. 2005).

e Zytokine und ihre Rezeptoren werden in zahlreichen Studien mit lymphoproliferativen
Erkrankungen in Zusammenhang gebracht. So konnten bei Patienten mit malignen
Lymphomen erhéhte Serumkonzentrationen von bestimmten Zytokinen und I8slichen
Rezeptoren nachgewiesen werden (METKAR ET AL. 2000; TROMPER ET AL. 1994). In
klinischen Studien konnte belegt werden, dass erhdhte Serumspiegel von bestimmten
Zytokinen mit der Prognose bei Patienten mit malignen Lymphomen korrelieren. Inter-
individuelle genetische Variationen kénnen die Funktion und Sekretion von Zytokinen
und den Rezeptoren beieinflussen. So konnten kiirzlich publizierte Studien zeigen, dass
Genvariationen einiger Zytokine mit der Suszeptibilitat fiir 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 International Human Genom Project" (HGP) und Celera Genomics Corporation gelang
es bis zum Jahre 2001, nahezu alle DNA-Bausteine des menschlichen Genoms vollsténdig 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 haufigste
genetische Variation ist der einfache Basenaustausch (single nucleotide polymorphisms, SNP),

bei dem es zum Austausch eines Basenpaares im DNA-Strang kommt. Nach Schétzungen
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der International SNP Map Working Group existieren ungefiahr elf Millionen SNPs (SACHI-
DANANDAM ET AL. 2001). Zehn Millionen dieser SNPs sind bereits bekannt (HINDS ET AL.
2005). Der grofte Teil der SNPs hat keine Auswirkungen auf den Phénotyp. Nur ein kleiner
Teil der identifizierten Polymorphismen wirkt sich phinotypisch aus und ist vermutlich fiir
Krankheitsentstehungen relevant. SNPs, die in der kodierenden Region lokalisiert sind, kon-
nen zu einem Aminosidurenaustausch fithren und sind damit in der Lage, die Struktur und
Funktion des Proteins zu verindern. Ein Polymorphismus, der eine Anderung der Protein-
funktion bewirkt, kann die Entstehung und den Verlauf einer Erkrankung beeinflussen. Es
ist auferordentlich schwierig, aus der hohen Zahl der SNPs diejenigen zu ermitteln, die die
Entstehung bestimmter Krankheiten begiinstigen. Es gibt Hinweise darauf, dass einige Po-
lymorphismen die Expression sowie die Funktion der Zytokine bzw. Rezeptoren beeinflussen
kénnten. In zahlreichen Arbeiten wurde gezeigt, dass Genvariationen mit dem Risiko und dem
Verlauf von bestimmten Krankheiten assoziiert sein konnen (CHANOCK 2001). Zytokin- und
Zytokinrezeptor-Genvariationen sind bereits intensiv bei Infektions- und Autoimmunerkran-
kungen analysiert worden. Erst spéater 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 Schliisselzytokin die T-Zell-Differenzierung, indem es die Differenzierung
der T-Helferzelle zur Th2-Zelle induziert und die Thl-Immunantwort supprimiert. Sezerniert
von Th2-Zellen ist 11-4 fiir die Ausprigung 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 1L-4-Rezeptor-a-
Kette und einer akzessorischen Komponente besteht. In Abhéngigkeit von der akzessorischen
Komponente werden zwei verschiedene IL-4R-Typen definiert. Der Typ-I-Rezeptorkomplex
besteht aus der IL-4R-a-Kette und der cy-Kette (common gamma chain)(LETZELTER ET AL.
1998). Diese Kette ist auch Bestandteil der Rezeptoren fiir IL-2, IL-7, TL-9, T1-15 und TL-21.
Fiir hdmatopoetische Zellen wurde ausschlieklich der Typ-I-Rezeptor-Komplex nachgewiesen
(NELMS ET AL. 1999). Der Typ-II-Heterodimerkomplex wird aus der IL-4R-a-Kette in Kom-
bination mit der IL-13R-al-Kette gebildet. Im Gegensatz zum Typ-I-Rezeptor kommt der
IL-4R vom Typ IT auf nicht himatopoetischen Zellen vor (MURATA ET AL. 1998).

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

net sich durch eine besonders hohe Affinitdt aus, die fast die gesamte Bindungsaffinitiat des
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Komplexes ausmacht. In einem zweiten Schritt bindet der IL-4/IL-4R-a-Komplex an die ak-
zessorische IL-4-Rezeptorkomponente, wobei die Affinitat sehr niedrig ist. Jedoch ist diese

Bindung essenziell fiir die Aktivierung der Signaltransduktion (NELMS ET AL. 1999).

1.4.2.2 IL-4R-a-Kette

Die Klonierung der ¢cDNA von der IL-4R-a-Kette fithrte zu einer ersten Charakterisierung
ihrer Funktionsweise (IDZERDA ET AL. 1990; GALIZZI ET AL. 1990). Die IL-4R-a-Kette ist
ein 140-kDa-Glykoprotein, bestehend aus 800 Aminosduren. Das Vorldufermolekiil trigt ein
25 Aminoséuren langes Signalpeptid (MIYAJIMA ET AL. 1992). Der extrazelluldre Teil be-
steht aus 207 Aminosduren und besitzt die fiir die Himatopoetin-Rezeptorfamilie typischen
zwei Merkmale: vier hochkonservierte Cysteinreste in der membrandistalen Doméne und das
Aminosduremotiv WSxWS in der membranproximalen Doméne, wobei x fiir eine nicht kon-
servierte Aminoséiure steht (W-Tryptophan, S-Serin).

Der transmembranére Teil besteht aus 24 Aminoséuren, das zytoplasmatische Fragment
ist 569 Aminosduren lang. Letzteres weist im Gegensatz zur extrazelluliren Doméne nur in
wenigen kurzen Fragmenten Sequenzhomologien mit anderen Zytokinrezeptoruntereinheiten
auf (DUSCHL UND SEBALD 1996). Daher ist iiber die Funktionsweise dieser Doméne nur
wenig bekannt. In zahlreichen Studien wurde der funktionelle Aufbau des intrazelluldren Teils

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

[4R-Motiv (Insulin-IL-4 Rezeptor-Motiv): Die Sequenz wird so genannt, weil sie eine grofe
Homologie zu Sequenzen der zytoplasmatischen Doméne des Insulinrezeptors besitzt.
Sie liegt zwischen der Aminosdure 412 und 532. Das Motiv ist fiir 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)-Molekiile
binden an das phosphorylierte 472Y mithilfe einer N-terminalen PTB-Domine (Gu-
STAFSON ET AL. 1995). Die Substitution des Tyrosins durch Phenylalanin blockiert den
IRS-1/2-Signalweg, da in der IL-4R-a-Kette an der Position 472 nun keine Phosphory-
lierung mehr stattfinden kann. Weiterhin sind die Reste 1464, P463, 1466 im 14R-Motiv
fiir die Interaktion mit IRS-2 notwendig (WANG H ET AL. 1996; ZAMORANO ET AL.
1996).

STATG6-Region: Die Region liegt zwischen den Aminosduren 533 und 632 und enthélt drei
konservierte Tyrosinreste: Y550, Y578 und Y606. Die Aminosiuren, 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 {iber seine SH2-Doméne 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-Molekiile. Sie beginnt 237 Aminosduren vom
Start des reifen Proteins und hat die Sequenz WWDXIPXP (HARADA ET AL. 1998).

ID-1-Region: Diese Region liegt zwischen Aminosduren 328 und 368 und ist sowohl fiir die
Proliferation wie auch fiir 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 Himatopoetinrezeptoren ist das Fehlen einer intrinsischen Tyrosin-
kinase-aktivitidt der Rezeptorketten. Trotzdem werden der Rezeptor und diverse zytoplasma-
tische Proteine nach Bindung von IL-4 an den Rezeptorkomplex phosphoryliert. Vermittelt
wird dies iiber Tyrosinkinasen, die mit den Rezeptorketten assoziiert sind. Im Falle des IL-
4R-Komplexes sind das die Januskinasen JAK1 und JAK3 (M1vAZAKI 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-a-Kette
assoziiert, JAK3 mit der cy-Kette. Die Bindung von IL-4 fiihrt zur Heterodimerisierung der
Rezeptorketten und triggert so die Autophosphorylierung und Aktivierung der Januskina-
sen. Diese wiederum konnen jetzt Tyrosinreste der intrazelluliren Doméne der 1L-4R-a-Kette
phosphorylieren, wodurch Bindungsstellen fiir verschiedene zytoplasmatische Signalproteine
entstehen, die ihrerseits durch die Januskinasen phosphoryliert werden. Zwei Wege fiir die
IL-4R-Signaltransduktion wurden beschrieben (NELMS ET AL. 1999). Wird der einzelne Tyro-
sinrest Y497 im schon erwidhnten [4R-Motiv phosphoryliert, kénnen hier IPS1 bzw. 4PS/IRS2
ankoppeln und ihrerseits durch die Januskinasen phosphoryliert werden (SUN ET AL. 1995).
Da das frither als 4PS (IL-4 induced phosphotyrosin substrates) bezeichnete Molekiil (CHO-
MARAT UND BANCHEREAU 1997) wesentliche Strukturmerkmale zum IRS-1, dem wichtigs-
ten Phosphorylierungssubstrat der Rezeptoren fiir Insulin und IGF, aufweist, wurde es spéter
als TRS-2 bezeichnet (SUN ET AL. 1995). Phosphoryliertes IRS2 kann verschiedenen SH2-
Doménen enthaltende Signalmolekiile binden, was zu einer Aktivierung von Genen fiihrt, die
fiir die Proliferation der Zelle verantwortlich sind (SUN ET AL. 1995). Der Transkriptionsfak-
tor STATG6 bindet in der Region der schon beschriebenen C-terminal gelegenen Tyrosinreste
Y575, Y603 und Y631. Zwei STAT6-Molekiile kénnen 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 11, IgE, IgG1, IL-4R-a-Kette (MALERBA UND PIGNATTI 2005).

10
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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 zwolf Exons kodiert.
Das translatierte IL-4R-Protein beinhaltet ein Signalpeptid (Exon 3- 4), eine extrazellulédre
Doméne (Exon 5- 7), eine transmembranére Doméne (Exon 9) und eine intrazellulire Doméne
(Exon 10-12). Exon 1 und 2 sind nicht translatierte Exons, Exon 8 ist nur in der l6slichen,
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 IT1-4R 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 fithren zehn
zu einem Aminosdureaustausch, sind also nicht synonyme SNPs. Im Abschnitt des IL-4R-
Gens, welcher fiir den intrazelluldren Teil des IL-4R-Proteins kodiert, befinden sich im Exon 12
neun nicht synonyme Varianten, in dem Abschnitt fiir den extrazelluldren 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
identifiziert (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 fiir Polymorphismen mit Aminosidureaustausch
der AS-FEinzelbuchstabencode verwendet wurde. Die Wildtyp-Aminosédure befindet sich vor
der Kodonnummer, die mutierte Aminosiure dahinter, wobei sich die Kodonnummern auf die
c¢DNA 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: Ubersicht iiber die in dieser Arbeit untersuchten SNPs im IL-R4-Gen (nach SHERRY ET AL.

2001)
SNP rs-Nummer Sequenz Allelfrequenz
Wildtyp Mutation
175V rs1805010 CGTGT(A/G)TCCCT 56,0 % 44,0 %

S503P 151805015 GCAAC(T/C)CCCTG 739 % 26,1 %
Q576R 151801275 CTATC(A/G)GGAGT 716% 284 %

11
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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 (11-111). E1-E2 werden nicht translatiert. E3-E4 kodie-
ren das Signalpeptid, E5-E7 die extrazellulire Domane, E9 die transmembranire Region
und E10-E12 die intrazellulire Domane. Exon 8 ist nur im l6slichen, 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, 175V, S503P durchgefiihrt. Es wurden mehrere Studien iiber
die genetische Assoziation von SNPs im IL-4R-Gen mit Atopie-Phénotypen 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 Transplantatiiberleben festgestellt werden (HACKSTEIN ET AL. 1999).
In einer Studie von KANEMITSU ET AL. wurde bei Patienten mit systemischem Lupus erytho-
matodes (SLE) iiber ein haufigeres Vorkommen der SNPs R576 und I75 im Vergleich zu Kon-
trollprobanden berichtet (KANEMITSU ET AL. 1999). Als Erklirung wurde eine gesteigerte
1L-4-Rezeptor-Funktion durch diese Varianten postuliert. Dadurch wiirde ein Th2-dominantes
Milieu erzeugt, das zu einer Autoantikérperproduktion fithrt (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 Sjogren-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 signalverstirkende 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 signifikanter 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 entziindlichen, autoimmunassoziierten und malignen Erkrankungen, dass

die genetischen Variationen tatséchlich funktionelle und klinische Relevanz haben konnten.

1.4.3.3 Funktionelle Bedeutung der Genpolymorphismen fiir die Signaltransduktion des
IL-4-Rezeptors

Zur Untersuchung des funktionellen Einflusses des Aminosdurenaustausches auf die Signal-
transduktion des IL-4-Rezeptors wurden mehrere in-vitro-Expressionsstudien durchgefiihrt.
Ein zentraler Marker fiir die Signalweiterleitung im IL-4-Rezeptor stellt die IL-4-induzierte
CD23-Expression auf der Zelloberfliche verschiedener Zellen dar.

Die beiden Varianten Q576R und S503P verursachen Aminosidureaustausche an kritischen
Bindungsstellen des IL-4-Rezeptors fiir intrazelluldre Proteine. Diese Tatsache macht eine
Beeinflussung der Signaltransduktion wahrscheinlich. P503 fithrt nahe der Bindungsregion
des I4R-Motivs zu einem Austausch von Serin nach Prolin. R576 fiithrt zu einem Austausch
von Glutamin nach Arginin in der Ndhe des Tyrosinrests auf Position 576 und kénnte so
moglicherweise die Bindungsspezifitit des angrenzenden Tyrosinrestes zu den Signaltransduk-
tionsmolekiilen STAT6 und SHP-1 &ndern (KRUSE ET AL. 19996; HERSHEY ET AL. 1997).

Der 175V-Polymorphismus ist assoziiert mit verstarkter STAT6-Aktivierung nach Stimula-
tion mit IL-4 (MITSUYASU ET AL. 1998). Eine weitere Studie konnte ebenfalls eine erhdhte
STAT6-abhéngige Transkriptionsaktivitdt nachweisen. Eine Beeinflussung der Th1/Th2- Dif-
ferenzierung der T-Lymphozyten durch die Genvariante konnte jedoch nicht gezeigt werden
(STEPHENSON ET AL. 2004).

1.4.4 Léslicher IL-4-Rezeptor

Zusatzlich zu dem 140 kDa grofsen transmembranen Glykoprotein wurde ein 40 kDa grofser
16slicher TL-4-Rezeptor identifiziert. Die 16sliche Form kann entweder durch die limitierte Pro-
teolyse an der Zelloberfliche 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 16sliche IL-4-Rezeptor IL-4 mit dhnlicher Affini-
tit. Der losliche IL-4-Rezeptor besitzt keine Signalfihigkeiten, und es wird vermutet, dass

dieser als Antagonist fiir IL-4 fungiert, indem er IL-4 bindet und so die Bindung an Zielzellen
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hemmt. Somit stellen die 16slichen I1.-4-Rezeptoren Regulatorproteine in der IL-4-Aktivitdt
dar (JUNG ET AL. 1999; BERGIN ET AL. 2006).

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

T-Zellen benttigen normalerweise in vitro endogene und exogene Zytokine fiir ihr Wachstum.
In mehreren Studien wurde nachgewiesen, dass T-Lymphozyten, die IL-2, [L-4 oder IL-9
produzieren, jedoch unabhéngig von exogenen Zytokinen wachsen kénnen (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 haufiger als andere T-Zell-Lymphom-
subtypen. OHNISHI ET AL. vermuteten, dass das von neoplastischen T-Zellen sezernierte 1L-4
fiir die groke 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 Ausloser fiir 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 hautstdndigen, 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 erhdhten Th2-Zytokinproduktion ein Defekt in der Th1 Immunantwort nachgewiesen
werden. (VOWELS ET AL. 1992; WYSOCKA ET AL. 2002) Dies wird so erkldrt, dass die ge-
steigerte Th2-Zytokin-Produktion, insbesondere von I1.-4 und IL-10, durch die aktivierten,
malignen T-Zellen die Thl-Immunreaktion supprimiert und auf diese Weise zum Fortschrei-
ten des Tumors beitrigt. Dies ist ein Mechanismus, der erkliren kénnte, 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 erhdhte Serumwerte von Igk
(WYSOCKA ET AL. 2002). Insbesondere die periphere Eosinophilie wurde als ein unabhén-
giger Prognosefaktor fiir einen ungiinstigen Verlauf identifiziert (TANCREDE-BOHIN ET AL.
2004). Diese Befunde konnten auf die vermehrte Produktion von IL-4 im fortgeschrittenen
Stadium zuriickzufiihren sein, denn IL-4 ist essenziell fiir die Proliferation der eosinophilen
Granulozyten und fiir den Isotyp-Switch zu IgE.

PAPADAVID konnte zeigen, dass zytoplasmatisches IL-4 bei Patienten mit fortgeschrittenem
kutanen T-Zell-Lymphom (CTCL) in hoherer Konzentration als bei Patienten mit einer frithen

Form von CTCL vorlag. Hingegen gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen Patienten

14



1.4 1L-4 und der IL-4-Rezeptor

in einem frithen Stadium der Erkrankung im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Es ergaben
sich jedoch auch bei diesem Vergleich tendenzielle, jedoch keine signifikanten Hinweise auf
eine Erhdhung von IL-4 (PAPADAVID ET AL. 2003).

Zusammengefasst zeigen diese Befunde, dass die von IL-4 ausgehende Forderung der Proli-
feration und der entsprechende Immundefekt das Wachstum von T-Zell-Lymphomen férdern,

und einen Einfluss 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 gehort zur TNF-Superfamilie, die
mittlerweile insgesamt 19 Mitglieder umfasst. TNF wirkt im Organismus hdufig synergistisch
mit anderen Zytokinen und ist am Entziindungsprozess, an der Zellproliferation, der Zell-
differenzierung, 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
Einfluss von TNF bei der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen wie systemischer Lu-
pus erythematodes, rheumathoide Arthritis oder chronisch entziindlichen 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 urspriinglich als ein Zytokin beschrieben, das bei Tumoren eine himorrhagische
Nekrose induziert, nach gegenwirtiger Ansicht gilt TNF jedoch als Wachstumsfaktor fiir eine
Vielzahl von Tumoren. Dabei fordert TNF die Proliferation, Invasion und Metastasierung von
Tumorzellen. TNF aktiviert iiber TNFRI den NF-xB-Signalweg und induziert auf diese Weise
die Expression verschiedener Gene, die an Invasion und Metastasierung beteiligt sind. Zusitz-
lich fithrt die Aktivierung von NF-xB zur Unterdriickung der Apoptose, was die Tumorgenese
weiter unterstiitzt (AGGARWAL 2003).

1.5.2 Die TNF-Rezeptoren | und Il
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 TNFRIL. Beim TNFRI
und IT handelt es sich um Typ-I-Transmembranproteine, die zur inzwischen 29 Rezeptoren
umfassenden TNF-Rezeptor-Superfamilie geh6ren (HEHLGANS UND PFEFFER 2005). Der TN-
FRI ist im Organismus konstitutiv und mit Ausnahme von Erythrozyten und ruhenden T-
Zellen ubiquitér exprimiert (ARMITAGE 1994). Dagegen findet man den TNFRII hauptséch-
lich auf Zellen des Immunsystems, wo seine Expression streng reguliert wird (AGGARWAL
2003). Wéhrend die Affinitdt von TNFRII zum membranstandigen TNF viel stérker ist als
die des TNFRI, bindet TNFRII den 16slichen TNF-Liganden nur transient mit einer deutlich
niedrigeren Affinitdt und einer sehr kurzen Halbwertszeit (KRIPPNER-HEIDENREICH ET AL.
2002). Der extrazellulire Teil des TNFRI besteht aus einer Ligandenbindungsdoméine und
vier cysteinreichen Doménen, von denen jede typischerweise drei Cysteinbriicken aufweist
(NAISMITH UND SPRANG 1998). Uber diese auch als pre-ligand-binding assembly domains
(PLAD) bezeichnete Doménen erfolgt die Trimerisierung des inaktiven Rezeptors (CHAN F
ET AL. 2000). Weiterhin besitzt der TNFRI eine intrazellulire Todesdoméane (Death Do-
main, DD), die zwischen Aminosiure 356 und 441 liegt. Wéhrend TNFRII eine &hnliche
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Ligandenbindungsdoméne und cysteinreiche Region wie TNFRI besitzt, weist der Rezeptor
keine Todesdoméane auf und gehért damit zur Gruppe der Non-DD-Rezeptoren innerhalb der

TNF-Rezeptor-Superfamilie.

1.5.2.2 Signaltransduktion der TNF-Rezeptoren

Beide Rezeptoren verfiigen liber verschiedene Signaltransduktionkaskaden. Nach Bindung des
Liganden an den TNFRI kommt es zur Rekrutierung der fiir die Signaltransduktion benotig-
ten Adapterproteine. Im ersten Schritt wird TRADD iiber seine Todesdoméne an den TNFRI
rekrutiert (Hsu H ET AL. 1995). TRADD dient dann als Plattform fiir die Bindung weiterer
Signalmolekiile wie TRAF 2, RIP-1 sowie FADD. Uber die unterschiedlichen Signalproteine
kénnen unterschiedliche Signalkaskaden aktiviert werden. So kann RIP1 und TRAF 2 {iber
die Aktivierung von NF-xB und MAP-Kinasen zur Expression proinflammatorischer, prolife-
rativer und anti-apoptotischer Gene fithren. Dagegen kann das Adapterprotein FADD {iber
die Aktivierung von Caspasen die Apoptose induzieren.

Die Signaltransduktion des TNFRII ist noch weitgehend unerforscht. TNFRII besitzt keine
Todesdoméne und ist daher nicht in der Lage, die apoptotische Caspasen-Kaskade direkt zu
aktivieren. Er besitzt jedoch eine direkte Bindungsstelle fiir das Adaptermolekiil TRAF2, das
sowohl die NF-xB-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 fiir TNFRI befindet sich auf Chromosom 12p13.2. Es besteht aus zehn Exons, die
insgesamt 455 Aminosduren 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 Promotoraktivitdt 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 Einfluss auf die Promotoraktivitit

auszuiiben.
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Tabelle 1.3: Ubersicht iiber den in dieser Arbeit untersuchten SNP im TNFRI-Gen (SHERRY ET AL.

2001).
Polymorphismus Sequenz Allelfrequenz
SNP rs-Nummer Wildtyp Mutation

- 609 G/T rsd4149570  GACAG(G/T)TTCAG 692 % 308 %

609 G/T

E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9 E10

B _

a1

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 Promotoraktivitdt 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-
schlieRlich der SNPs in der Promotorregion beschrieben (P1TTS 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. KRUGER ET AL. untersuchte den Einfluss der Polymorphismen
+36 und -609 G/T auf das Risiko, an Parkinson zu erkranken. Bei der separaten Analyse
der SNPs konnte kein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Allel- und Genotyphéufigkeit
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
Haufigkeit des Haplotypen -609 und +36 in der Kontrollgruppe signifikant héher war als in der
Parkinson-Gruppe, was von Kriiger als ein protektiver Effekt des Haplotypen gedeutet wurde
(KRUGER ET AL. 2000). In einer Studie zur akuten idiopatischen Uveitis konnte eine Assozia-
tion des -609 SNPs mit dem Auftreten von entziindungsbedingten 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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B I I - e

196 (Met /Arg)
|

Protein 461 Aminosauren

Abbildung 1.3: Genomische Struktur des TNFRII-Gens mit Darstellung des untersuchten SNPs (nach
PANTELIDIS ET AL. 1999).

kasiern und Asiaten beeinflusst. Fine Assoziation wurde zwar nicht aufgezeigt, jedoch konnte
ein signifikanter Unterschied in der Allelhdufigkeit 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 fiir die Genexpression

Die zahlreichen Assoziationen des Promotorpolymorphismus mit verschiedenen Erkrankungen
deuten darauthin, dass die genetische Variation funktionell relevant sein kénnte. 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 Einfluss auf die Transkrip-
tionsaktivitdt und damit auf die Konzentration des produzierten Genprodukts, die wiederum
eine wichtige Rolle bei der Entstehung oder Progression von Krankheiten und Krebs spielen
kénnte (KiM J ET AL. 2005).

1.5.4 Polymorphismus M196R im TNFRII
1.5.4.1 Einteilung der genetischen Variation

Das Gen fiir TNFRII liegt auf Chromosom 1p36.2 und umfasst 43 kb. Es besteht aus zehn
Exons, die insgesamt 461 Aminosduren kodieren und von neun Introns unterbrochen werden

(siehe Abbildung 1.2). Die ersten 22 Aminosduren bilden das Signalpeptid fiir transmembra-
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Tabelle 1.4: Ubersicht iiber 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 Aminosdurenbereich 23-251 stellt den extrazelluldren Teil des Rezeptors dar.
Die Transmembrandoméne des Proteins wird von den Aminosiuren 258-287 und die zyto-
plasmatische Doméne von den Aminosiuren 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 befindet sich auf Position 676 im RNA-Transkript (siehe Tabel-
le 1.4). Die Anderung des Codons von ATG zu AGG fiihrt zu einem Aminosiurenaustausch

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 Siideuropdern mit der 196Arg-Variante erhoht ist (CON-
STANTIN ET AL. 2004; BARTON ET AL. 2001; DIEUDE 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 beeinflusst
(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 Argl96-Allelhdufigkeit bei Patienten mit chronischer Parodontitis signifikant héher
war im Vergleich zu Kontrollprobanden (SHIMADA ET AL. 2004). In der Studie von SAN-
KAR ET AL. wurde die M196-Variante mit dem Risiko fiir 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 Anfélligkeit fiir und der Prognose bei tunesischen Patienten mit Brustkrebs (MESTIRI
ET AL. 2005). Das 196R-Allel zeigte eine signifikante Assoziation mit erhdhtem OS (overall
survival) und DFS (disease-free survival). Andere Studien berichten, dass die Ergebnisse der
Knochenmarktransplantation, die Anfélligkeit fiir 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 fiir die Signaltransduktion

Der SNP ist in der extrazelluldren Teil des Rezeptors lokalisiert. Trotz der unmittelbaren
Néhe zu dem Prolinrest Pro211, der in den Shedding-Prozess involviert ist, scheint der Poly-
morphismus keinen Einfluss auf die proteolytische Abspaltung der extrazelluliren Doméne zu
haben. Auch die Bindungsaffinitat zu TNF wird von dem SNP nicht beeinflusst (MORITA ET
AL. 2001). Der SNP liegt im Bereich zwischen der vierten cysteinreichen Doméne (CRD4)
und der Transmembranregion, der als essenziell fiir die Clusterbildung der Rezeptortrimere
angesehen und der fiir 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 beeinflussen konnte (T1LL 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 Fahigkeit zur Rekrutierung von TRAF2 und dadurch eine ineffizi-
entere Aktivierung des NF-xB-Signalweges und folglich eine deutlich verminderte Expression
von NF-kB-abhingigen Genen bewirkt (TILL ET AL. 2005).

Fiir aktivierte T-Lymphozyten konnte eine indirekte TRAF2-vermittelte Assoziation von
TNFRIT 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-
MUINOS 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, kénnte somit eine

verminderte Apoptose von aktivierten T-Lymphozyten sein (T1LL ET AL. 2005).

1.5.5 Losliche TNF-Rezeptoren

Die 16sliche Form der TNF-Rezeptoren (STNFR) resultiert aus proteolytischer Abspaltung
(Shedding) von der Zelloberfliche mittels einer Metalloproteinase (MULLBERG ET AL. 1995).
Ferner kann der l6sliche TNFRII auch durch alternatives mRNA-Splicing gebildet werden
(SEITZ ET AL. 2001; LAINEZ ET AL. 2004). Zahlreiche Zytokine wie TNF, IL-1%, 11-6,
IL-2, TGF-%, IFN-%, IFN-y kénnen den Shedding-Prozess induzieren und folglich die Kon-
zentration der 18slichen 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 16slichen Rezeptoren kénnen hohe Konzentrationen
an zirkulierenden TNF neutralisieren und somit eine Gberschiefende Immunreaktion damp-
fen. Die genaue biologische Funktion der 18slichen TNFRs ist jedoch noch nicht eindeutig
gekldrt. Unter physiologischen Bedingungen dissoziiert der bioaktive trimere TNF-Komplex
irreversibel in inaktive Monomere. Der l6sliche TNFR bildet mit dem trimeren TNF einen

Komplex, stabilisiert die aktive trimere Form und verldngert dadurch die HWZ des TNF. Inso-
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1.5 TNF und der TNF-Rezeptor

fern kénnten die 16slichen TNF-Rezeptoren als Reservoir fiir TNF dienen, um eine konstante
Serumkonzentration an bioaktivem TNE zu ermoglichen. Des Weiteren konnte der l16sliche TN-
FR als Transportprotein fiir TNF zwischen verschiedenen Kérperregionen fungieren (ADERKA
1996).

Die sTNFRs lassen sich im Serum gesunder Individuen nachweisen, dabei ist die Konzentra-
tion unabhingig vom Geschlecht oder Alter und bleibt {iber 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 erh6hte Spiegel nachgewiesen
werden. Weiterhin berichten zahlreiche Studien {iber pathologisch erhéhte 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 Extrazellulirdoméne des TNFRI, die eine Prozessierung durch die
Metalloproteinase blockiert und folglich zum so genannten ,tumor-necrosis -factor associated
periodic syndrom* fiihrt. Diese hereditdre Erkrankung ist durch rezidivierende Fieberschiibe
und lokalisierte Entziindungen 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 erhéhte Serumkonzentrationen von TNF und 16slichen TNF-
Rezeptoren nachgewiesen werden (METKAR ET AL. 2000; TRUMPER ET AL. 1994). In kli-
nischen Studien konnte belegt werden, dass erhthte Serumspiegel von TNF und 16slichem
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 signifikant assoziiert (SALLES ET AL. 1996; WARZOCHA ET AL. 1997b; GOTO
ET AL. 2006). Bei NHL-Patienten mit bestimmten Genpolymorphismen der Zytokine TNF
und LTa wurde zudem ein erhohtes Risiko fiir die Endpunkte ,first line treatment failure”, kiir-
zeres ,progression free survival“ und kiirzeres 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, méglicherweise durch biologische
Prognosefaktoren verbessert werden kann. Die InterLymph-Studie (ROTHMAN ET AL. 2006)
untersuchte in einer grofsen, multizentrischen Studie epidemiologisch die genetischen Risiko-
faktoren fiir die Entstehung der NHLs. Dabei konnten bestimmte genetische Variationen im
TNF-Gen identifiziert werden, die das Risiko, an einem NHL zu erkranken, signifikant erhéhen.
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 signifikante 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 moglichen Pathomechanismus konnten verschie-

dene Studien nachweisen, dass eine iibermaf2ge TNF-Produktion den Allgemeinzustand be-
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einflusst, zum Gewichtsverlust bis zur Kachexie fithrt und eine Andmie verursacht. Zudem
modifiziert die iberméfige TNF-Produktion die Immunantwort. Auf diese Weise wird zum
einen die Abwehrfihigkeit des Patienten gegeniiber dem Tumor beeinflusst und zum anderen
die Toleranz des Patienten gegeniiber der Therapie herabgesetzt (TRACEY ET AL. 1988).
Andere experimentelle Daten legen nahe, dass TNF direkt das Wachstum verschiedener lym-
phatischer Zelllinien fordert (CORDINGLEY ET AL. 1988).
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2 Zielsetzung dieser Arbeit

Fiir eine optimale Therapie der T-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome (T-NHL) ist die prognos-
tische Einschitzung von herausragender Bedeutung. Der zurzeit verwendete Internationale
Prognose-Index basiert auf klinischen Parametern und bildet die biologische Heterogenitit
der T-NHL nur unzureichend ab. Ziel dieser Arbeit ist es, neue biologische Prognosefaktoren
zu ermitteln, die die Aussagekraft des IPI verbessern kénnten. Zudem sollen Risikofaktoren
identifiziert werden, die zur Entstehung der T-NHL beitragen. Anhand pathophysiologischer
Uberlegungen 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 Suszeptibilitit fiir periphere T-NHL?

2. Kann eine Assoziation zwischen den zu untersuchenden Genpolymorphismen und den
klinischen Parametern wie Gesamtiiberleben und ereignisfreies Uberleben aufgezeigt

werden?

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

den Serumkonzentrationen der 16slichen 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 %)
Aqua destillata

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Filtertips (10 pl-1000 pl)

Eppendorf-Reaktionsgefif (1,5 ml/2 ml Safelock)

384-Well-Platte

Sarsted, Niimbrecht
Eppendorf, Hamburg
Applied Biosystems, Foster City, USA

3.2 Gerate

Nachstehend (Tabelle 3.2) sind alle regelméfig verwendeten Gerite und deren Hersteller auf-

gefiihrt.

Tabelle 3.2: Gerite

Gerate

Hersteller

Vortex Genie 2

Spektrometer

Multifuge 3-L-R
Spritzflasche-Rotilabo
Pipetman-Pipetten

TagMan 7900HT Real-Time-PCR-System
Hera-Freeze -20 °C Kiihleinheit
Pipettierhelfer accu-jet pro
Serological Pipette (10 yl)
Multipette Plus

Wasserbad

8-Kanal-Pipette

UVette

Schiitt Labortechnik, G&ttingen
Eppendorf, Hamburg

Heraeus Instruments, Hanau

Carl Roth, Karlsruhe

Gilson, Bad Camberg

Applied Biosystems, Foster City, USA
Heraeus Instruments, Hanau
Brandt, Wertheim

Sarstedt, Niimbrecht

Eppendorf, Hamburg

Kottermann Labortechnik, Hanigsen
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
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3.3 Software

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

Tabelle 3.3: Software

Software

Hersteller

Software ABI SDS
Software Elisa

Software Haploview Version 4.1

Applied Biosystems, Foster City, USA

Daly Lab at Broad Institute, Cam-
bridge, USA

3.4 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme (,,Kits')

Nachstehend (Tabelle 3.4) sind die verwendeten Kits aufgefiihrt.

Tabelle 3.4: Kits

Kits

Hersteller

Tagman PCR universal Mastermix
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

Quantikine Human IL-4sR ELISA Kit

Quantikine Human sTNFRII ELISA Kit

Quantikine Human sTNFI ELISA Kit

Applied Biosystems, Foster City, USA

Quiagen, Hilden

R&D Systems, Wiesbaden
R&D Systems, Wieshaden
R&D Systems, Wiesbaden
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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
175V rs1805010
IL-4-Rezeptor S503P rs1805015
Q576R rs1801275
TNFRI -609 G/T rs4149570
TNFRIT M196R 11061622
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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 fiir hochmaligne Non-Hodgkin-Lymphome* (DS-
HNHL) und der Ricover-60-Studie zur Verfiigung (PFREUNDSCHUH ET AL. 20046; 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 Verfiigung. Als Kontrollgruppe wurden Serumproben
von 192 gesunden Probanden analysiert. Beide Studien wurden im Einklang mit den ethischen
Grundsétzen fiir medizinische Forschung am Menschen nach der Deklaration von Helsinki
durchgefiihrt. Die Studienprotokolle wurden durch Ethikkommissionen genehmigt. Alle Pati-
enten wurden vorher ausfiihrlich aufgeklért und mussten eine Einwilligungserkldrung fiir 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-Klassifikation ein aggressives Non-Hodgkin-Lymphom vorlag.

Die NHL-B1/B2-Studie war eine prospektive, randomisierten Phase-1II-Studie, in der ge-
priift wurde, ob mittels Intensivierung der Dosis durch Verkiirzung des Zeitintervalls zwischen
den Therapiesitzungen oder durch zusétzliche 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 zusitzlich eine Radiotherapie mit 36 Gray. Die Studie kam zu dem Ergebniss, dass die
Reduzierung des Therapieintervalls zu einer besseren Prognose und die zusétzliche Gabe von
Etoposid vor allem bei jlingeren Patienten zu einer hiufigeren Komplettremission fiihrt.

Die Ricover-60-Studie hat im Rahmen einer prospektiven, randomisierten Studie den Ein-
fluss einer zusitzlichen 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 gegeniiber den anderen untersuchten Studienarmen.
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4.2 Genotypisierung mit TagMan-PCR

4.2 Genotypisierung mit TagMan-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-Puffer versetzt und bei 70°C
inkubiert. Die Protease hydrolysiert enzymatisch Peptidbindungen. AL-Puffer enthilt 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 QlAamp-Zentrifugationssiule gegeben und zentrifugiert. Diese Sdulen
enthalten eine Filtermembran aus Silicagel, die DNA zuriickhalt. Nachweislich bindet DNA
bei einem pH < 7,5 in Gegenwart von Ethanol und hohen Salzkonzentrationen an Silica (VoO-
GELSTEIN UND GILLESPIE 1979), der genaue Bindungsmechanismus ist aber unbekannt. Der
fiir den ersten Waschschritt verwendete AW1-Puffer enthilt ein chaotropes Salz, sodass Pro-
teine denaturiert und aus der Sdule gespiilt werden. Der AW2-Puffer auf Ethanolbasis dient
dazu, verbliebene Salze auszuwaschen. Im letzten Schritt kann die DNA mit destilliertem

Wasser von der Saule gelost werden.

4.2.1.2 Durchfiihrung

Die Isolierung genomischer DNA aus 1 ml Vollblut wurde nach dem QIAamp-DNA-Blood-
Midi-Kit-Protokoll durchgefiihrt. Im ersten Schritt wurden die Zellen lysiert. Dazu wurde 1
ml der entsprechenden Blutprobe mit 100 pl QIAGEN-Protease versetzt und anschliefsend ge-
mischt. Nach Zugabe von 1,2 pl AL-Puffer 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 zunéchst 1 ml Ethanol
(96-100 %) zum Lysat hinzugefiigt und gemischt. Das Lysat wurde dann auf eine QTAamp-
Saule, die sich in einem 1,5-ml-Auffanggefat befand, pipettiert und 3 Minuten bei 1850 x
g (3000 rpm) zentrifugiert. Danach wurde die Sdule herausgenommen, das Filtrat im 1,5-ml-
Auffanggefafs verworfen und die QIAamp-Spinsdule wieder in das 1,5-ml-Auffanggefafs gestellt.
Nun wurde die membrangebundene DNA in zwei Schritten gereinigt. Im ersten Waschschritt
wurden 2 ml Puffer AW 1 auf die Sdule gegeben und 1 Minute bei 4500 x g zentrifugiert. Im
folgenden Waschschritt wurde 2 ml Puffer AW 2 auf die Sdule pipettiert und 15 Minuten bei
4500 x g zentrifugiert. Anschlieffend wurde das 1,5-ml-Auffanggefdf mit dem Filtrat verworfen
und die Sdule in ein sauberes 1,5-ml-Auffanggefifs gestellt. Zur Eluierung der DNA wurden
200 pl destilliertes Wasser direkt auf die Membran der QIAamp-Spinsaule pipettiert. Nach

einer fiinfminiitigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde 5 Minuten bei 4500 xg (5000
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4.2 Genotypisierung mit TagMan-PCR

rpm) zentrifugiert. Fiir 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 geloste DNA bei einer Wellenldnge von 260 nm und 280 nm gemessen.
Das Verhiltnis zwischen den Extinktionen bei 260 und 280 nm (OD260/0D280) ist ein Maf
fiir die Reinheit der Nukleinséduren und sollte 2,0 0,2 betragen. Die Konzentration der Nu-
kleinsdure errechnete sich nach dem Lambert-Beerschen Gesetz. Eine Extinktion von 1 bei
einer Schichtdicke der Messkiivette (UVette) von 1 cm entspricht einem Gehalt von 50 pg/ml
doppelstrangiger DNA.

Bestimmung der Konzentration einer absorbierenden Probe mittels Eich-Kurve oder be-
kanntem Extinktionskoeffizienten Die Extinktion E ist der Konzentration des absorbieren-
den Stoffes direkt proportional. Im Bereich der Giiltigkeit des Lambert-Beerschen Gesetzes
ergibt E, als Funktion von ¢ aufgetragen, eine Gerade mit der Steigung € x d. Man benutzt die-
sen Zusammenhang, um mithilfe der Extinktionsmessungen nach Anlegen einer Eich-Geraden
unbekannte Konzentrationen eines absorbierenden Stoffes zu bestimmen. Wenn e fiir die zu un-
tersuchende Substanz bekannt ist, l4sst sich die Konzentration anhand des Lambert-Beerschen
Gesetzes sofort ermitteln. Wenn die zu untersuchende Probe fiir die photometrischen Bestim-
mungen verdiinnt werden muss, ist der Verdiinnungsfaktor bei der Berechnung der Konzen-

tration zu beriicksichtigen.

4.2.3 Genotypisierung der SNPs durch TagMan-PCR
4.2.3.1 Prinzip

Um zu bestimmen, ob eine Versuchsperson einen bestimmten SNP aufweist und ob diese
homozygoter oder heterozygoter Triger war, wurde nach dem Verfahren der TagMan-PCR
eine allelische Diskriminierung durchgefithrt. Dabei handelt es sich um eine PCR-basierte
Methode, die sequenzspezifische Sonden verwendet. Diese sind am 5’-Ende mit einem Fluo-
reszenzfarbstoff markiert und am 3’-Ende mit einem anderen, nicht fluoreszenzmarkierten
Molekiil (Quencher) versehen. Der Quencher hebt die Lichtaussendung des fluoreszierenden
Molekiils auf. Solange der Farbstoff und der Quencher nahe beieinander sind (zum Beispiel
an den beiden Enden der Sonde), wird kein Fluoreszenzsignal emittiert.

Die Proben sind hochspezifisch fiir einen bestimmten Genotyp und hybridisieren deswegen
ausschlieflich mit der Proben-DNA | falls diese das exakt komplementire Allel aufweist. Wenn
sich die Sonde an die DNA angelagert hat, wird sie durch die 5’-3’-Exonukleaseaktivitat der
Polymerase wihrend der Elongation aufgespalten. Als Konsequenz davon entfernt sich der
Farbstoff 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 TagMan-PCR

Farbstoffen eingesetzt (FAM und VIC, siehe Abbildung 4.1), die sich jeweils in einem einzelnen
Nukleotid — dem SNP — unterscheiden.

4.2.3.2 Durchfiihrung

Fiir die eigentliche Reaktion wurde der TagMan universal PCR Mastermix (Apllied Biosys-
tems) verwendet (bestehend aus AmpliTag-Gold-DNA-Polymerase, AmpErase, dNTPs und
PCR-Putffer). Zur Genotypisierung der SNPs in den untersuchten Genen wurden vorgefertigte
TagMan-Kits der Firma Applied Biosystems verwendet (zur Zuordnung der Kit-Nummer zum
jeweiligen SNP siehe Tabelle 3.4, Seite 26). Der Master-Mix fiir die PCR-Reaktion enthielt
2,5 ul 2 x TagMan univeral Master-mix, 0,25 pl TagMan-SNP-Genotypisierungsmix, 1,25 ul
ddH30 und 1 pl Template-DNA. Die PCR wurde unter den in der Tabelle 4.1 angegebenen
Bedingungen durchgefiihrt.

Nach der Durchfithrung der PCR wurden die Allele iiber eine Endpunktmessung bestimmt.
Fiir jede Probe wurde ein Laserscan mit der TagMan 7900 HT durchgefiihrt. Die DNA der
Testpersonen konnte homozygot (nur FAM oder VIC) oder heterozygot fiir eines der getesteten
SNPs sein (siehe Abbildung 4.2). Die Analyse des Genotyps wurde mit der Software SDS
(Applied Biosystems) durchgefiihrt.

Tabelle 4.1: Reaktionsbedingungen fiir TagMan-PCR

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Tag-Polymerase Aktivierung 95 °C 10 min 1
Denaturierung 95 °C 15s
Efj)ﬁge;ili};zridisierung/ 60 °C 1 min 4
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Abbildung 4.1: Mechanismus der TagMan-basierten Genotypisierung durch FAM- und VIC-markierte Son-
den
(A/B). Detektion von Allel 1 durch eine FAM-markierte Sonde (6-Carboxyfluorescein,
Exzitationsmaximum: 488 nm, Emissionsmaximum: 518 nm), die mit beiden Primern hy-
bridisiert wurden. Die Nihe des 3'-Quenchers (nicht fluoreszierender Quencher, NFQ)
fiihrt zur Absorption des durch FAM-emittierten Lichts (A). W3hrend der Elongationspha-
se zerteilt die Polymerase die Sonde durch ihre 5'-3'-Exonukleaseaktivitat; 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
Sequenzspezifitit der Sonden und der unterschiedlichen Wellenldngen der Farbstoffe kann
zwischen zwei Allelen unterschieden werden.
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Abbildung 4.2: Diskriminierung zwischen zwei Allelen mittels TagMan-basierter Genotypisierung. Die In-
tensitdten von FAM und VIC sind gegeneinander aufgetragen. Die homozygoten Proben
des FAM-markierten Allels sind entlang der Ordinate angeordnet, wahrend 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

4.3.1 Prinzip

Die Serumkonzentration des 16slichen 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 Antikorpern vorbeschichtet sind, die spezifisch fiir das untersuchte Antigen sind
(TNFRII, TNFRI, IL-4R). Die Proben werden in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte pipet-
tiert, und die Antigene werden von den plattenstindigen Antikérpern gebunden. Nachdem
alle ungebundenen Substanzen durch Waschschritte entfernt sind, wird ein enzym-gekoppelter
polyklonaler Antikorper gegen das Antigen hinzugefiigt. Nachdem durch Waschschritte alle
ungebundenen Antikérper-Enzym-Komplexe entfernt sind, wird eine chromogene Substrat-
16sung den Vertiefungen zugefiigt, worauthin diese, in Abhéingigkeit von der Menge der im
ersten Schritt gebundenen Antigene, einen unterschiedlich starken Farbumschlag annehmen.

Die Farbentwicklung wird unterbrochen und die Farbintensitit der Losung gemessen.

4.3.2 Loslicher TNF-Rezeptor /11

Fiir die Messung des 16slichen TNFRI wurde ein ,Quantikine Human sTNFRI-Immunoassay*
der Firma R&D Systems verwendet. Die Sensitivitit des verwendeten sTNF-RI-ELISA wird
mit <0,77 pg/ml angegeben. Die Bestimmung des 16slichen TNFRII wurde mit dem Kit ,Quan-
tikine Human sTNFRII-Immunoassay” der Firma R&D Systems durchgefiihrt. Die Nachweis-

grenze des l6slichen 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 verdiinnt.
Dazu wurden 50 pl der Probe in 450 pl der Kalibrationslosung Rd60 verdiinnt. Alle Reagenzien
wurden zundchst auf Raumtemperatur gebracht. Zur Herstellung des Waschpuffers wurden 20
ml des Waschpufferkonzentrats mit sterilem Wasser auf 500 ml aufgefiillt. Die Farbreagenzien
A und B wurden in gleichen Volumenanteilen zusammengefiihrt, lichtsicher aufbewahrt und

innerhalb von 15 Minuten verwendet.

sTNFRII/sTNFRII-Standard Zur Erstellung eines Standards wurde eine Stammlésung mit
einer Konzentration von 500 pg/ml angesetzt. Dazu wurde der sSTNFRII/sTNFRI-Standard
mit 5 ml der Calibrator-Diluent-RD60-Lésung aus dem Kit versetzt. Vor der Verwendung wur-
de der Standard bei Raumtemperatur fiir mindestens 15 Minuten vorsichtig geschwenkt. 500
pl der entsprechenden Kalibrationslésung wurden in jedes Réhrchen pipettiert, mithilfe der
Stammlosung wurde eine Verdiinnungsserie hergestellt (siehe Abbildung 4.3). Jedes Rohrchen
wurde vor dem nichsten Verdiinnungsschritt sorgfiltig durchmischt. Der unverdiinnte Stan-
dard diente als hochstkonzentrierter Standard (500 pg/ml). Die Kalibrationslosung diente als
Null-Standard (0 pg/ml).
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4.3 Serumanalysen durch ELISA
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Abbildung 4.3: Erstellung einer Verdiinnungsreihe fiir ELISA.

Versuchsdurchfiihrung Alle Proben und Reagenzien wurden vor der Verwendung auf Raum-
temperatur gebracht. Die Daten der Proben wurden in Form von Einzelmessungen erhoben,
fiir die jeweiligen Standards wurden Doppelmessungen durchgefiihrt. Alle Reagenzien, Stan-
dards und Proben wurden, wie oben beschrieben, vorbereitet. Pro Vertiefung wurden 50 pl der
Verdiinnungslésung RD1-6 (sTNFRII) bzw. der Verdiinnungslésung HD1-7 (sTNFRI) hinzu-
gefiigt. Darauthin wurden 200 pl des Standards, der Kontrolle oder der Probe pro Vertiefung
aufgetragen. Der Versuchsansatz wurde abgedeckt und fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert.

Zur Entfernung aller ungebundenen Substanzen wurden insgesamt drei Waschschritte durch-
gefithrt. Die Waschschritte erfolgten mit 400 pl des Waschpuffers pro Vertiefung. Nach dem
letzten Waschvorgang wurde die verbleibende Waschlgsung aufgenommen, die Mikrotiterplat-
te umgedreht und mit einem sauberen Papiertuch abgetupft.

Zur Ausbildung eines Sandwichkomplexes wurden 200 pl der sSTNFRII-Konjugationslésung
bzw. sTNFRI-Konjugationslosung in jede Vertiefung gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde
abermals abgedeckt und fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Entfernung
aller ungebundenen Antikérper-Enzym-Komplexe folgten drei Waschschritte entsprechend der
obigen Beschreibung.

Es wurden 200 pl der chromogenen Substratlosung in jede Vertiefung gegeben. Der Versuchs-
ansatz wurde 20 Minuten bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert. Darauthin wurden
50 nl der Stopplosung 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 fiir die Proben
ermittelt werden. Die ermittelten Konzentrationen mussten anschliefend multipliziert werden
um den Verdiinnungsfaktor 10, aufgrund der Verdiinnung der Serumproben vor Beginn der

Messung.
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4.3 Serumanalysen durch ELISA

4.3.3 Loslicher IL-4-Rezeptor

Die quantitative Bestimmung der Serumkonzentration von dem 16slichen humanen IL-4-Rezeptor
erfolgte mit dem Kit ,Quantikine Human IL-4 sR ELISA“ der Firma R&D Systems. Die Sen-

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

Vorbereitung der Reagenzien Alle Reagenzien wurden zunéchst auf Raumtemperatur ge-
bracht. Zur Herstellung des Waschpuffers wurden 20 ml des Waschpufferkonzentrats mit ste-
rilem Wasser auf 500 ml aufgefiillt. Die Farbreagenzien A und B wurden in gleichen Volumen-

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

slL-4R-Standard Zur Erstellung eines Standards wurde eine Stammldsung mit einer Konzen-
tration von 1000 pg/ml angesetzt. Dazu wurde der sIL-4R-Standard mit 5 ml der Calibrator-
Diluent-RD6P-Losung aus dem Kit versetzt. Vor der Verwendung wurde der Standard bei
Raumtemperatur fiir mindestens 15 Minuten vorsichtig geschwenkt. 500 pl der entsprechenden
Kalibrationsldsung wurden in jedes Rohrchen pipettiert, mithilfe der Stammlésung wurde ei-
ne Verdiinnungsserie hergestellt. Jedes Rohrchen wurde vor dem néchsten Verdiinnungsschritt
sorgfiltig durchmischt. Der unverdiinnte Standard diente als héchstkonzentrierter Standard
(1000 pg/ml). Die Kalibrationslosung diente als Null-Standard (0 pg/ml).

Versuchsdurchfiihrung Alle Proben und Reagenzien wurden vor der Verwendung auf Raum-
temperatur gebracht. Die Daten der Proben wurden in Form von Einzelmessungen erhoben,
fiir die jeweiligen Standards wurden Doppelmessungen durchgefiihrt. Alle Reagenzien, Stan-
dards und Proben wurden, wie oben beschrieben, vorbereitet. Pro Vertiefung wurden 150
pl der Verdiinnungslosung RD1-W hinzugefiigt. Daraufhin wurden 50 pl des Standards, der
Kontrolle oder der Probe pro Vertiefung aufgetragen. Der Versuchsansatz wurde abgedeckt
und fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.

Zur Entfernung aller ungebundenen Substanzen wurden insgesamt drei Waschschritte durch-
gefithrt. Die Waschschritte erfolgten mit 400 pl des Waschpuffers pro Vertiefung. Nach dem
letzten Waschvorgang wurde die verbleibende Waschlsung aufgenommen, die Mikrotiterplat-
te umgedreht und mit einem sauberen Papiertuch abgetupft.

Zur Ausbildung eines Sandwichkomplexes wurden 200 pl der IL-4-sR-Konjugationslésung in
jede Vertiefung gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde abermals abgedeckt und fiir eine Stun-
de bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Entfernung aller ungebundenen Antikérper-Enzym-
Komplexe folgten drei Waschschritte entsprechend der obigen Beschreibung.

Es wurden 200 pl der chromogenen Substratlésung in jede Vertiefung gegeben. Der Versuchs-
ansatz wurde 30 Minuten bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert. Daraufhin wurden
50 nl der Stopplésung 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 Definitionen 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 fiir die

Proben ermittelt werden.

4.4 Definitionen und statistische Analysen

Zur Analyse der genetischen Daten wurde das Internetprogramm des Instituts fiir Human-
genetik (Helmholtz Zentrum Miinchen) 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 Uberpriifung 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 fiir Genetische Epidemiologie, Universitétsmedizin Gottingen)
durchgefiihrt. Gesamtiiberleben und ereignisfreies Uberleben wurden mit der Kaplan-Meier-
Kurve abgeschétzt und mit dem Log-rank-Test verglichen. Diese Analysen wurden mit dem
IMISE-Institut in Leipzig durchgefiihrt, das iiber die gesamten klinischen Daten der zugrunde
liegenden Studien verfiigt (Dipl.-Inf. M. Kreuz, Institut fiir Medizinische Informatik, Statistik
und Epidemiologie, Leipzig).

Der Begriff Gesamtiiberleben ist in dieser Arbeit als die Zeit zwischen Therapiebeginn
und Versterben des Patienten aus jeglichen Griinden definiert. Ereignisfreies Uberleben ist
als Zeit zwischen Therapiebeginn und verschiedenen Ereignissen definiert. Als Ereignis wird
der fortschreitende Krankheitsverlauf unter Therapie, die fehlende komplette Remission, die
Anwendung weiterer Therapieschemata zusétzlich zum definierten Therapieprotokoll, ein Re-
zidiv der Erkrankung oder das Versterben des Patienten aus jeglichen Griinden verstanden.
Diese Kriterien waren in beiden zugrunde liegenden Studien iibereinstimmend definiert (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 Suszeptibilitit 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 erh&hten
Risiko, an T-NHL zu erkranken, assoziiert sind. Im darauf folgenden Teil wurde die prognos-
tische Bedeutung der genetischen Polymorphismen fiir die peripheren T-NHL analysiert. Im
dritten Teil wurde untersucht, inwieweit ein Zusammenhang zwischen den Genvariationen

und den Werten der 16slichen Rezeptoren im Blut der T-NHL-Patienten besteht.

5.1 Zusammenhang zwischen Genpolymorphismen der

Zytokinrezeptoren TNFRI, TNFRII, IL-4R und der
Suszeptibilitat fiir periphere T-NHL

Fiir 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. 2004aq)
und der Ricover-60-Studie (PFREUNDSCHUH ET AL. 2008) der Deutschen Studiengruppe
flir Hochmaligne Non-Hodgkin-Lymphome und ein Kollektiv von 192 gesunden Kontrollen
zur Verfligung. Es wurde zunidchst die genomische DNA aus den Serumproben von Patien-
ten und gesunden Kontrollen isoliert. Anschlieftend 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 Aminosiurenaustausch fithren. 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 Versuchsdurchfithrung nicht bestimmt werden.
Die Nicht-Bestimmbarkeit eines Genotypen fithrte im Patientenkollektiv zum Ausschluss aus
der Untersuchung fiir alle SNPs, wihrend in der Kontrollgruppe diese nur fiir 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 Suszeptibilitat fiir 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). Fiir jedes
Allel ist die absolute Haufigkeit sowie die relative Haufigkeit in Prozent in Klammern ange-
geben (n/a — nicht bestimmbar).

SNP Allel Kontrollgruppe T-NHL Patienten
TNFRI T 146 (39 %) 92 (39 %)
(-609 G/T G 230 (61 %) 142 (61 %)
rs4149570) n/a 8 0

TNFRII G 79 (21 %) 60 (26 %)
(M196R T 301 (79 %) 174 (74 %)
rs1061622) n/a 4 0

IL-4R G 157 (44 %) 108 (46 %)
(I75V A 201 (56 %) 126 (54 %)
rs1805010) n/a 26 0

IL-4R C 63 (19 %) 32 (14 %)
(S503P T 275 (81 %) 202 (86 %)
rs1805015) n/a 46 0

IL-4R G 86 (24 %) 45 (19 %)
(Q576R A 268 (76 %) 189 (81 %)
rs1801275) n/a 30 0
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5.1 Zusammenhang zwischen Genpolymorphismen der Zytokinrezeptoren TNFRI, TNFRII, IL-4R
und der Suszeptibilitat fiir periphere T-NHL

Tabelle 5.2: Verteilung der Genotypen der untersuchten Polymorphismen in der Kontrollgruppe (n=192)

und Patientengruppe (n=117). Fiir jedes Allel ist die absolute H&ufigkeit sowie die relative

Haufigkeit in Prozent in Klammern angegeben (n/a — nicht bestimmbar).

SNP Genotyp Kontrollgruppe T-NHL  Mutierter Genotyp
n=192 n=117

TNFRI T 23 (12 %) 21 (18 %)
(-609 G/T GT 100 (53 %) 50 (43 %) TT
rs4149570) GG 65 (35 %) 46 (46 %)

n/a 4 0
TNFRII GG 11 (6 %) 7 (6 %)
(M196R GT 57 (30 %) 46 (39 %) GG
151061622) TT 122 (64 %) 64 (55 %)

n/a 2 0
IL-4R GG 31 (17 %) 24 (21 %)
(I75Vv AG 95 (53 %) 60 (51 %) GG
r51805010) AA 53 (39 %) 33 (28 %)

n/a 13 0
IL-4R CC 5 (3 %) 2 (2 %)
(S503P CT 53 (31 %) 28 (24 %) CcC
rs1805015) TT 111 (66 %) 87 (74 %)

n/a 23 0
IL-4R GG 74 %) 3 (3 %)
(Q576R AG 72 (41 %) 39 (33 %) GG
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 Suszeptibilitat fiir periphere T-NHL

Die Ergebnisse der Genotypisierung wurden darauf {iberpriift, inwieweit sie mit dem Gesetz
nach Hardy-Weinberg {ibereinstimmen. Es fanden sich keine statistisch signifikanten Unter-
schiede zwischen den erwarteten und tatsdchlich beobachteten Genotyphaufigkeiten fiir alle
untersuchten Polymorphismen, womit fiir diese ein Hardy-Weinberg-Aquilibrium erfiillt wor-
den ist (siehe Tabelle 5.3).

Tabelle 5.3: Priifung auf Hardy-Weinberg-Aquilibrium. Vergleich der tatsichlich beobachteten Genotyp-
frequenzen mit den nach dem Hardy-Weinberg-Gesetz zu erwarteten Hiufigkeiten. *p-Wert
nach dem Exact-Test(n=117)

SNP Kontrollgruppe T-NHL-Patienten
p-Wert* p-Wert*

TNFRI
(-609 G /T 0,125 0,251
rs4149570)

TNFRII
(M196R 0,268 1,0
rs1061622)

1IL-4R
(I75V 0,363 0,853
rs1805010)

IL-4R
(S503P 0,303 1,0
rs1805015)

L-4R
(Q576R 0,219 0,561
rs1801275)
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5.1 Zusammenhang zwischen Genpolymorphismen der Zytokinrezeptoren TNFRI, TNFRII, IL-4R

und der Suszeptibilitat fiir periphere T-NHL

Um zu priifen, ob ein Allel oder ein Genotyp bei den T-NHL-Patienten signifikant héufi-

ger oder seltener vorkommt als in der Kontrollgruppe, wurde eine Assoziationsanalyse mittels

Chi-Quadrat-Test durchgefiihrt. Die Allel- und Genotypfrequenzen der untersuchten Polymor-

phismen unterschieden sich nicht signifikant zwischen der Patientengruppe und der gesunden

Kontrollgruppe (siehe Tabelle 5.4). Somit konnte keine Assoziation zwischen den iibrigen

Genpolymorphismen und der Suszeptibilitét fiir periphere T-NHL aufgezeigt werden.

Tabelle 5.4:

Zusammenhang zwischen Genpolymorphismen der Zytokinrezeptorgene TNFRI, TNFRII, IL-
4R und der Suszeptibilitdt fiir periphere T-NHL. Es wurde fiir 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 durchgefiihrt. *p-Wert nach dem Chi-Quadrat-Test (Kontrollgruppe n=192,
Patientengruppe n=117)

SNP Allel/Genotyp p-Wert*
TNFRI Tvs. G 0,9
(4609 G/T TT vs. GT + GG 0,17
rs4149570) GG vs. GT + TT 0,4
TNFRII Gvs. T 0,16
(M196R GG vs. GT + TT 0,94
rs1061622) TT vs. GG + GT 0,098
1L-4R Guvs. A 0,58
(I75V GG vs. AG + AA 0,49
rs1805010) AA vs. AG + GG 0,79
TL-4R Cvs. T 0,12
(S503P CCvs. CT 4+ 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

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 iiber 5 % auf, und zwar die Haplotypen A-T-A
(458 %), 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 (sieche 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 signifikanter Unterschied in den
Haplotyphaufigkeiten zwischen den T-NHL-Patienten und der Kontrollgruppe.

* Chi-Quadrat-Test.

Haplotyp Frequenz p-Wert *
I175V-S503P-Q576R Gesamt Kontrolle T-NHL

A-T-A 458 % 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 Einfluss der untersuchten Genpolymorphismen auf die klinischen Parameter Gesamtiiberleben

und ereignisfreies Uberleben bei Patienten mit T-NHL

5.3 Einfluss der untersuchten Genpolymorphismen auf die
klinischen Parameter Gesamtiiberleben und ereignisfreies
Uberleben bei Patienten mit T-NHL

In diesem Teil der Arbeit wurde untersucht, inwieweit die Polymorphismen IL-4R 175V, IL-
4R S503P, IL-4R Q576R, TNFRI -609 G/T und TNFRIT M196R mit dem Gesamtiiberleben
und dem ereignisfreien Uberleben bei Patienten mit T-NHL assoziiert sind. Die Gesamtiiber-
lebensrate (Overall Survival, OS) sowie das ereignisfreie Intervall (Event-free Survival, EFS)
wurden mit der Kaplan-Meier-Kurve geschéitzt und in einer univariaten Analyse mit dem Log-
Rank-Test zwischen den Genotypen verglichen. Diese Analysen wurden gemeinsam mit dem
IMISE-Institut in Leipzig durchgefiihrt, das iiber die gesamten klinischen Daten der zugrunde
liegenden Studien verfiigt.

Die Alleltrdger TNFRI -609 T (GT und TT) zeigten ein signifikant kiirzeres ereignisfreies
Uberleben (p = 0,041). Auch das Gesamtiiberleben war bei den Alleltrigern TNFRI -609
T (GT und TT) trendhaft kiirzer (p=0,099, nicht signifikant). Die Uberlebensrate war bei
den Wildtypgenotyptrigern héher als bei den mutierten Genotyptrigern und heterozygoten
Genotyptragern (siehe Abbildungen 5.1 und 5.2).

Die Trager des mutierten Genotyps GG des TNFRII M196R und des heterozygoten Ge-
notyps GT zeigten im Vergleich zu den Tragern des Wildtypgenotyps TT einen Trend zu
einer lingeren ereignisfreien Uberlebenszeit (p = 0,066) . Die Uberlebensrate war bei den
mutierten Genotyptragern und den heterozygoten Genotyptréagern héher im Vergleich zu den
Wildtypgenotyptragern (siehe Abbildung 5.3).

Fiir die Genvariationen im IL-4-Rezeptor (I75V, S503P, Q576R) konnte kein signifikant
lingeres oder kiirzeres ereignisfreies Uberleben aufgezeigt werden. Die Analyse hinsichtlich
des Gesamtiiberlebens zeigte ebenfalls keinen eindeutigen signifikanten Unterschied fiir alle
untersuchten Genvariationen (exemplarisch siehe Abiildung 5.4 fiir den SNP IL-4R 175V).

Das ALCL ist der héufigste 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 ungiinstigere Prognose. Dies deutet darauf hin, dass
das ALK-negative Lymphom letztlich eine eigenstindige Krankheitsentitét mit einer eigen-
standigen Pathogenese und Prognose darstellt (siehe 1.1.3, Seite 2). Daher wurden das Ge-
samtiiberleben und das ereignisfreie Uberleben fiir die ALK-negativen Lymphome zusitzlich
gesondert analysiert. Hierbei konnten fiir alle untersuchten Polymorphismen im IL-4R-Gen
und TNFRI- und TNFII-Gen keine signifikanten Assoziationen mit EFS und OS aufgezeigt
werden. Exemplarisch ist in Abbildung 5.5 eine Kaplan-Meier-Kurve fiir den SNP I75V im
IL-4R-Gen gezeigt.
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5.3 Einfluss der untersuchten Genpolymorphismen auf die klinischen Parameter Gesamtiiberleben

und ereignisfreies Uberleben bei Patienten mit T-NHL
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Abbildung 5.1: Mittels Kaplan-Meier-Kurve geschitztes ereignisfreies Uberleben von Patienten mit T-
NHL im genotypischen Vergleich fiir den SNP TNFRI -609 G/T. Die Tréger des Allels T
hatten ein signifikant kiirzeres ereignisfreies Uberleben als die Triger des Genotyps GG (p
= 0,041, Log-rank-Test).
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5.3 Einfluss der untersuchten Genpolymorphismen auf die klinischen Parameter Gesamtiiberleben

und ereignisfreies Uberleben bei Patienten mit T-NHL
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Abbildung 5.2: Mittels Kaplan-Meier-Kurve geschitztes Gesamtiiberleben von Patienten mit T-NHL im
genotypischen Vergleich fiir den SNP TNFRI -609 G/T. Die Trager des Allels T zeigten
einen Trend zum kiirzeren Gesamtiiberleben als die Triger des Genotyps GG (p = 0,099,
Log-rank-Test).
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Abbildung 5.3: Mittels Kaplan-Meier-Kurve geschitztes ereignisfreies Uberleben von Patienten mit T-
NHL im genotypischen Vergleich fiir den SNP TNFRII M196R. Fiir die Trager des Allels
G zeigte sich ein Trend zum l4ngeren ereignisfreien Uberleben im Vergleich zu Trigern
des Genotyps TT (p = 0,066, Log-rank-Test).
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Abbildung 5.4: Mittels Kaplan-Meier-Kurve geschitztes Gesamtiiberleben von Patienten mit T-NHL im
genotypischen Vergleich fiir den SNP IL-4R 175V. Es zeigte sich kein signifikanter Unter-
schied zwischen den Genotypen (p = 0,498, Log-rank-Test).
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Abbildung 5.5: Mittels Kaplan-Meier-Kurve geschitztes Gesamtiiberleben von Patienten mit ALK-
negativen T-NHL im genotypischen Vergleich fiir den SNP IL-4R I75V. Es zeigte sich

kein signifikanter 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 loslichen Zytokinrezeptoren

Im letzten Schritt der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Zytokinrezeptorpolymor-
phismen auf die Serumkonzentration der entsprechenden 16slichen 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 16slichen 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 fiir eine ELISA zur Verfiigung.

In der Tabelle 5.6 sind die mittleren Serumwerte der 18slichen Zytokinrezeptoren in Ab-
héngigkeit vom Genotyp fiir die untersuchten Polymorphismen dargestellt. Mit dem Kruskal-
Wallis-Test wurde gepriift, ob ein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Serumkonzen-
tration zwischen den Genotypen bestand. Es konnte keine signifikante Assoziation zwischen
den SNPs im IL-4R-Gen und dem Serumwert des 16slichen 1L-4R aufgezeigt werden. Ein Zu-
sammenhang zwischen den Polymorphismen in den TNFR-Genen und dem Serumwert der

l6slichen TNF-Rezeptoren konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden (siehe Tabelle 5.6).

Tabelle 5.6: Serumkonzentration der 16slichen Zytokinrezeptoren bei T-NHL-Patienten (n=80) in Abhan-
gigkeit vom Genotyp. Es konnte kein statistisch signifikanter 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 21 1,3-3,0

(-609 G /T GT 2% 20 1,6 - 2,4 0,9477

rs4149570) GG 14 19 1,5-22

TNFRII GG 43 3,1 -2,3-8,6

(M196R. GT 31 39 22-56 0,5615

rs1061622) TT 3 4,0 3,1-50

TL-4R GG 23 0,131 0,092 - 0,170

(I75V AG 39 0,123 0,091 - 0,155 0,2057

rs1805010) AA 16 0,086 0,052 - 0,120

IL-4R CC 59 0,123 0,097 - 0,149

(S503P CT 17 0,095 0,067 - 0,124 0,3751

rs1805015) TT p 0,070 20,311 - 0,451

IL-4R GG 52 0,110 0,089 - 0,131

(Q576R AG 23 0,127 0,075 - 0,178 0,9868

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 Identifizierung genetischer Faktoren kann
helfen, Risikogruppen innerhalb dieser heterogenen Erkrankung genauer zu differenzieren und
dadurch eine individuelle Anpassung der Therapie und Nachsorge zu erméoglichen. Des Wei-
teren kann die Ermittlung genetischer Faktoren dazu beitragen, Hypothesen iiber 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 Schliisselzytokinen bei malignem T-NHL untersucht. Im ersten Teil dieser Studie wurde
untersucht, ob die Genpolymorphismen mit einem erhéhten Risiko, an T-NHL zu erkranken,
assoziiert seien konnen (Suszeptibilitdt). Im zweiten Teil wurde die prognostische Bedeutung
der genetischen Polymorphismen fiir das periphere T-NHL analysiert. Im dritten Teil wurde
untersucht, inwieweit ein Zusammenhang zwischen den Genvariationen und den Werten der

16slichen Rezeptoren im Blut der T-NHL-Patienten bestehen konnte.

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 TagMan-PCR genotypisiert und mit denen
einer gesunden Kontrollgruppe verglichen. Es standen Blutproben von 117 T-NIL-Patienten
aus der NHL-B1/B2-Studie (PFREUNDSCHUH ET AL. 2004a; PFREUNDSCHUH ET AL. 20045)
und der Ricover-60-Studie(PFREUNDSCHUH ET AL. 2008) der Deutschen Studiengruppe fiir
hochmaligne Non-Hodgkin-Lymphome (DSHNHL) zur Verfiigung. Bei der TagMan-PCR han-
delt es sich um eine etablierte und standardisierte Methode, die es ermdoglicht, eine grofere
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

grofen Genomstudien bekannten Frequenzen bei Kaukasiern (SHERRY ET AL. 2001). Die ge-
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6.1 Assoziation von TNF- und IL-4-Rezeptorgenpolymorphismen und dem Risiko, an einem
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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
signifikanter 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 durchgefiihr-
te haplotypische Betrachtung der untersuchten SNPs im IL-4R-Gen liess keinen deutlichen
Zusammenhang mit dem Auftreten eines T-NHLs erkennen.

Fiir den SNP IL-4R S503P stehen diese Ergebnisse in Einklang mit einer anderen Studie,
welche keinen Einfluss dieses SNPs auf das Risiko fiir die Entwicklung eines NHL zeigen konnte
(ohne Untersuchung des Subtyps T-NHL, CERHAN ET AL. 2007a). Fiir 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 grofsen Anzahl
untersuchter SNPs fiir den SNP -1098T/G im IL-4-Gen eine OR von 3,84 (1,7-8,22) fiir
das Auftreten eines T-NHL nachweisen. Im IL-4-Rezeptor-Gen zeigte sich fiir 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 Gesamtiiberleben bei Patienten mit DLBCL (HABERMANN ET
AL. 2008). Andere Studien konnten fiir B-Zell-Lymphome, jedoch nicht fiir T-Zell-Lymphome
eine Assoziation eines SNPs (-29429C/T) im IL-4-Rezeptorgen aufzeigen (WANG S ET AL.
2006). Fiir das Risiko, an einer anderen Neoplasie zu erkranken, konnte ein Zusammenhang
mit Polymorphismen im 1L-4-Rezeptorgen aufgezeigt werden. Nach einer schwedischen Studie
sind die auch in der vorliegenden Arbeit untersuchten Polymorphismen I1-4R S503P und I1-4R,
Q576R assoziiert mit dem Auftreten eines Glioblastoms (SCHWARTZBAUM ET AL. 2005).

Aufer 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 beziiglich des TNF /TNF-Rezeptor-Systems eine Studie des internationalen
Lymphomkonsortiums InterLymph fiir den nicht in dieser Arbeit analysierten SNP(-308G/A)
im TNF-Gen einen Einfluss auf das Risiko fiir die Entstehung eines NHL zeigen (ohne Unter-
suchung der Subgruppe der T-NHL, ROTHMAN ET AL. 2006). Eine weitere Arbeit konnte fiir
den gleichen SNP eine signifikante Assoziation mit dem Auftreten von T-NHL zeigen (WANG
S ET AL. 2006). Auch fiir 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 durchgefiihrt 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 zukiinftigen Studien sollten weitere
SNP in den untersuchten Zytokinsystemen in die Analysen einbezogen werden, und es kénnten
auch andere relevante Schliisselzytokine untersucht werden, so zum Beispiel das IL-10, fiir 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 fiir weitere
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durchzufiihrende Studien, da mit Hilfe einer standardisieren und etablierten Messmethode Er-
kenntnisse iiber die Verteilung der untersuchten SNPs an T-NHL-Patienten gewonnen werden

konnten.

6.2 Einfluss 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 Gesamtiiberleben und dem ereignisfrei-
en Uberleben bei Patienten mit T-NHL assoziiert sein kénnen. 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

iiber 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 signifikanter Unterschied zwischen dem Promotorpolymor-
phismus TNFRI -609 G /T und einem kiirzeren ereignisfreien Uberleben bei T-NHL Patienten
besteht (p=0,041). Patienten mit mindestens einem mutierten Allel TNFRI -609 T (TNFRI
-609 TT und GT ) haben ein signifikant kiirzeres ereignisfreies Uberleben als Individuen, die
homozygot fir das Wildtypallel TNFRI -609 G sind. Auch im Gesamtiiberleben zeigte sich
ein ibereinstimmender Trend zu kiirzerem Gesamtiiberleben der Triger des mutierten Alles
von TNFRI -609 T im Vergleich zu den homozygoten Wildtypalleltrigern (p=0,099).

Auch bei dem Polymorphismus TNFRIT M196R konnte ein Unterschied in den Uberlebens-
raten aufgezeigt werden. Patienten mit der mutierten Variante TNFRII 196R zeigten im Ver-
gleich zu homozygoten Trigern der Wildtypvariante TNFRII M196 eine langere ereignisfreie
Uberlebenszeit (p=0,066). Dieses Ergebnis erreichte nicht das statistische Signifikanzniveau.
Aufgrund der Seltenheit der T-NHL und dem seltenen Vorkommen der mutierten Genotypen
sind zur Uberpriifung gréfere Studien notwendig.

Bei den Alk-negativen T-NHLs konnte kein Unterschied im OS und EFS beziiglich 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 Uberlegungen unplausibel erscheinen.

Bei Betrachtung der Ergebnisse dieser Arbeit in Zusammenschau mit den Daten der Lite-
ratur erscheint ein Einfluss 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 bestétigt (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 Ubereinstimmung mit einer kiirzlich verdffent-
lichten funktionellen Untersuchung, in der gezeigt werden konnte, dass der mutierte Genotyp
des SNPs -609 T im TNFRI-Gen zu verminderter Expression von TNFRI fithrt (Kim S ET
AL. 2008). Moglicherweise konnte die geringere Expression einen abgeschwéchten Antitumor-
effekt des TNF zur Folge haben. Dies konnte die schlechtere Prognose der Patienten mit dem
T-Allel erkléaren. Auch eine weitere kiirzlich entdeckte Assoziation dieses Promotorpolymor-
phismus mit einer anderen Krebserkrankung, dem hepatozelluldren Karzinom, deutet darauf

hin, dass die Genvariation funktionell relevant sein kénnte (KiM S ET AL. 2008).

SNPs 175V, S503P und Q576R im IL-4R-Gen Fiir die untersuchten Variationen im IL-4-
Rezeptorgen (I75V, S503P, Q576R) konnten in der gesamten untersuchten Studienpopulati-
on keine Unterschiede im ereignisfreien Uberleben oder Gesamtiiberleben festgestellt werden.
Auch bei der Unterguppe der ALK-negativen Lymphome konnte fiir die untersuchten Poly-
morphismen im IL-4R-Gen kein Unterschied im OS oder EFS aufgezeigt werden. Es ist zu
bedenken, dass ein statistisch signifikantes Ergebnis mdglicherweise durch die Seltenheit des
mutierten Alleles nur in noch gréferen Studien aufzufinden sein kénnte. Teilweise traten in-
stabile Kaplan-Meier-Kurven auf, die aus biologischen Uberlegungen unplausibel erscheinen
(siehe Abbildung 5.5).

Die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse ergénzen bestehende Assoziationsstudien, wel-
che betreffend der Bedeutung von Polymorphismen im IL-4R-Gen fiir die Prognose bei Lym-
phomen zu unterschiedlichen Ergebnissen gekommen sind. So konnte eine Studie fiir den SNP
-28120T/C bei 458 untersuchten Patienten keinen Zusammenhang mit dem Uberleben bei
NHL-Patienten zeigen (CERHAN ET AL. 2007b). Im Gegensatz dazu konnte HABERMANN
ET AL. bei dem Subtyp DLBCL eine signifikante Assoziation zwischen diesem SNP und der
Prognose bei NHL-Patienten bei 365 untersuchten Patienten aufzeigen (HABERMANN ET AL.
2008). Auch fiir den in der vorliegenden Untersuchung analysierten SNP 175V konnte in
einer Studie von SCHOOF ET AL. bei DLBCL-Patienten gezeigt werden, dass heterozygote
und homozygote Triager der Allelvariante V75 ein kiirzeres Gesamtiiberleben und ereignis-
freies Uberleben aufweisen als Triger der Allelvariante 175 (n=278, SCHOOF ET AL. 2009).
Neben diesen aufgezeigten Assoziationen mit der Prognose von Patienten mit Lymphomer-
krankungen konnten auch fiir die Prognose anderer maligner Erkrankungen Zusammenhénge
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 Langzeitiiberleben bei Patienten mit hochgradigen Gliomen (SCHEURER
ET AL. 2008).

Fiir den in dieser Arbeit untersuchten SNP 175V liegen zudem Ergebnisse aus funktionellen
Analysen vor. So konnte gezeigt werden, dass die I75-Variante zu einer verstarkten Signaltrans-
duktion fithrt, und daher wurde diese als ,,gain of function“~Mutation bezeichnet (MITSUYASU
ET AL. 1998). Eine weitere aktuellere Studie konnte fiir die I75V-Mutation eine erhohte Tran-
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skriptionsaktivitdt 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 iiber den
IL-4R lassen dennoch vermuten, dass der IL-4R-175V-Polymorphismus einen Einfluss auf das
Th1/Th2-Gleichgewicht hat. Ein ebensolches Ungleichgewicht wurde bei T-NHL-Patienten
beschrieben (KiMm E ET AL. 2005). Somit konnte die Genvariante 175V die Entwicklung ei-
ner Th2-Immunantwort begiinstigen, welche wiederum einen Proliferationsvorteil der T-Zellen
der peripheren T-Zell-Lymphome bedingen. Auf diese Weise konnte diese genetische Variation

einen Einfluss 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 grofe Studie auf dem Gebiet der seltenen Erkrankung der T-NHL gelten. Es
zeigen sich fiir das T-NHL aussagekréftige Einfliisse auf den Krankheitsverlauf. Zusammen-
fassend ermutigen die in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse, auch in Hinblick auf die hier
vorgestellte Forschungslage, den Einfluss der analysierten SNPs und auch méglicher weiterer
SNPs der Zytokingene von I1.-4 und TNF weiter intensiv zu untersuchen. Da es sich bei den
Ergebnissen dieser Arbeit nur um univariate Analysen handelt, kénnen daraus keine weit-
reichenden klinischen oder biologischen Schliisse gezogen werden. Zukiinftige Arbeiten oder
Metaanalysen kénnen jedoch auf den Ergebnissen dieser Arbeit aufbauen, und iiberpriifen, ob
die tendenziellen Ergebnisse ein statistisches Signifikanzniveau erreichen. Aufgrund der stan-
dardisierten und etablierten Methodik kénnen auch die gewonnenen negativen Ergebnisse fiir

folgende Arbeiten eine Orientierung liefern.

6.3 Einfluss 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 kénnen. In der vorliegenden
Arbeit wurde deshalb auch der FEinfluss der Polymorphismen in TNF-Rezeptorgenen und
im IL-4-Rezeptorgen auf die Serumkonzentrationen 18slicher TNF-Rezeptoren bzw. 1slicher
IL-4-Rezeptoren bei Patienten mit peripheren T-NHL untersucht. Klinische Studien berich-
ten iiber pathologisch erhdhte Serumkonzentrationen 16slicher 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 kldren, ob die ge-

netischen Varianten einen Einfluss 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 16slichen TNFRI bei Pati-
enten mit T-NHL gemessen. Die mittlere Serumkonzentration des loslichen TNFRII wurde
zwischen 3,1 und 4,0 ng/ml bestimmt. Beziiglich des Promotorpolymorphismus TNFRI -609
G/T und dem Polymorphismus TNFRII M196R zeigte sich kein signifikanter Unterschied in
der Verteilung der Serumkonzentration zwischen den Genotypen. Es wurde auch kein Trend
beziiglich 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 fiir manche
Patientenkollektive eine Assoziation nachweisen werden, wihrend fiir 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 fiir Trager des mutirten Genotyps
eine erniedrigte Serumkonzentration an l6slichem TNFR gemessen werden (GLOSSOP ET AL.
2005; ToLUSSO ET AL. 2004). Entsprechende Einfliisse dieses SNPs konnten auch an Pati-
enten mit GvHD, Osteoporose und familidrer Hyperlipiddmie gezeigt werden (STARK ET AL.
2003; KiMm H ET AL. 2009; GEURTS ET AL. 2000). Im Gegensatz zu diesen Publikationen
konnte in Ubereinstimmung mit den vorliegenden Ergebnissen bei Patienten mit Sepsis in
einer groferen Studie (n=213) fiir beide in dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen kein
Zusammenhang mit der Serumkonzentration ermittelt werden (GORDON ET AL. 2004). Auch
fiir Patienten mit Endometriose konnte fiir den SNP TNFRII M196R keine Finfluss auf die
Serumkonzentration des loslichen 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
endgiiltig gekldrt, warum die untersuchten SNPs auf die Serumkonzentration bei verschie-
denen Erkrankungen unterschiedliche Relevanz haben. Die Assoziation des Polymorphismus
TNFR M196R mit den Serumwerten des 16slichen TNFRII wurde jedoch vor allem bei Au-
toimmunerkrankungen beobachtet. Bei dem in dieser Arbeit untersuchten T-NHL konnte
keine Assoziation nachgewiesen werden. Moglicherweise dominiert bei Tumorerkrankungen
der Einfluss anderer Faktoren auf die Konzentration 16slicher TNFRII, sodass die genetischen
Faktoren nicht zur Ausprigung kommen.

Der genaue Mechanismus, iiber welchen die Genvariante M196R einen Einfluss auf die Re-
zeptorkonzentration ausiibt, wird derzeit diskutiert. Der Polymorphismus resultiert in einem
Aminoséurenaustausch an Position 196 von Arginin zu Methionin. Der SNP befindet sich in
der Nidhe des Prolinrests Pro 221, der als proteolytisches Spaltpunkt durch TACE-Protease
vermutet wird (HERMAN UND CHERNAJOVSKY 1998). Der Ort und die Art des Austausches

56



6.3 Einfluss von TNF- und IL-4-Rezeptorpolymorphismen auf die Serumkonzentrationen der

entsprechenden Rezeptoren bei Patienten mit T-NHL

deuten darauf hin, dass hierdurch die Verarbeitung des membrangebundenen TNFRII durch
die TACE-Protease beeinflusst werden kann. Jedoch zeigten funktionelle Analysen dieses Po-
lymorphismus, dass dieser keinen Einfluss auf die Freisetzung von 16slichem TNFRII-Rezeptor
von der Zelloberfliche hat und auch nicht das physiologische Bindeverhalten beeinflusst (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 16slichen Rezeptors aufzeigen konnte.

SNPs 175V, S503P und Q576R im IL-4R-Gen Diese Arbeit ist die erste, welche den Zu-
sammenhang von IL-4R-Genpolymorphismen mit dem Expressionslevel von 16slichem 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 . Beziiglich der
untersuchten SNPs im IL-4R-Gen konnte kein signifikanter 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 Suszeptibilitdt und Prognose von Lymphomen assoziiert sind. Die-
ser Zusammenhang ist vor allem fiir B-NHL beschrieben worden. In der vorliegenden Arbeit
sollte geklért werden, ob genetische Polymorphismen in Zytokinrezeptorgenen mit der Ent-
stehung und der Prognose von T-NHL assoziiert sind, und ob diese mit dem Plasmaspiegel
l6slicher Zytokinrezeptoren korreliert sind.

Fiir 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 Verfiigung. Diese wurden genotypi-
siert, und die Konzentration der 16slichen Zytokinrezeptoren wurde ermittelt. Die Daten wur-
den mit den klinischen Parametern der Patienten verglichen und eine Uberlebenszeitanalyse
fiir die einzelnen Genotypen im Patientenkollektiv erstellt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Variante TNFT -609 T des Promotorpolymor-
phismus im TNFI-Rezeptorgen mit einem kiirzeren EFS bei Patienten mit T-NHL assoziiert
ist (p = 0,041). Fiir diese Genvariation konnte auch ein Trend zu kiirzerem Gesamtiiberle-
ben (p = 0,099, n.s.) aufgezeigt werden. Ein weiterer Trend zeigte sich fiir die Genvariation
TNFRII M196R in Hinblick auf das ereignisfreie Uberleben (p = 0,066).

Die vorliegende Arbeit zeigt zum ersten Mal einen Einfluss der untersuchten Zytokinre-
zeptorpolymorphismen auf T-NHL. Die Studie kann mit einer Patientenzahl von 117 zu den
groferen Studien iiber diese seltene Erkrankung gezdhlt werden. Weitere, grofiere Studien soll-
ten diese Ergebnisse iiberpriifen und auch weitere SNPs in den untersuchten Zytokinsystemen
mit einbeziehen. Sowohl diese positiven Ergebnisse wie auch die berichteten negativen Ergeb-
nisse dieser Arbeit konnen fiir folgende Forschungsarbeiten eine wichtige Orientierung liefern.
Die Erforschung genetischer Faktoren ist notwendig, um Krankheitsverldufe besser zu definie-
ren und das Ansprechen auf Behandlungsmafinahmen beim einzelnen Patienten einschitzbar
zu machen. Auferdem kann die Kenntnis der Genmerkmale und der immunologischen Hinter-

griinde neue pharmakologische Behandlungsstrategien eréffnen.
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