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1. Einleitung

Die Auslosung eines Zelltods kann nach heutiger Auffassung auf zwei Wegen zustande
kommen: durch Nekrose und Apoptose.

Die Nekrose, der induzierte Zelltod, tritt nach stirkerer Schadigung einer Zelle auf. Im
Gegensatz dazu steht die Apoptose, der so genannte programmierte Zelltod. Sie wird
charakterisiert durch einen weitgehend stereotypen Ablauf: eine Fragmentation der DNA, eine
Kondensation des Kernchromatins, eine Zellschrumpfung und eine Abschniirung von Membran-
umschlossenen Vesikeln (apoptotic bodies) (1, 2). Die Apoptose spielt eine wichtige Rolle bei
der embryonalen Entwicklung, bei der Homoostase der Gewebe sowie auch bei der Erhaltung
der Funktionen des Immunsystems (3-6). Zellen sterben durch Apoptose zum Beispiel im
Rahmen der embryonalen Bildung des Nervensystems oder auch im Zusammenhang mit der
Erneuerung der Wechselgewebe (3, 7). Vielzellige Organismen konnen mittels Apoptose
tiberfliissige, beschidigte oder infizierte Zellen eliminieren (1).

Angesichts der Beteiligung an der Regulation derartig zentraler Funktionen ist es leicht
vorstellbar, dass sich Storungen dieses Vorgangs fatal auswirken konnen.

Ein Ausbleiben des programmierten Zelltods kann an der Bildung von malignen Tumoren oder
Autoimmunerkrankungen beteiligt sein (8-14).

Umgekehrt steht eine Aktivierung zur falschen Zeit moglicherweise im Zusammenhang mit der
Alzheimerschen Erkrankung (15, 16) und mit dem Absterben von bestimmten cerebralen

Neuronen nach ischamischer Schiadigung im Rahmen eines Apoplex (17, 18).

Die Apoptose ist ein komplexes genetisches Programm, dessen Abldufe bislang nicht vollstindig
verstanden werden. Eine zentrale Komponente am Ende des Prozesses stellt offenbar ein
kaskadisch aufgebautes, im Rahmen der Evolution stark konserviertes, proteolytisches System
von Proteinen dar, den so genannten Caspasen (19, 20). Sie liegen meist als inaktive Proenzyme
vor, werden durch proteolytische Spaltung aktiviert und sind offenbar auf letztlich noch nicht

endgiiltig gekldartem Weg fiir die oben beschriebenen morphologischen Effekte verantwortlich.

Eine weitere Schliisselrolle scheinen die Mitochondrien zu spielen (21, 22, 23). Es sind heute
zumindest drei Mechanismen bekannt, die die Mitochondrien in die Apoptose involvieren. Ein
Mechanismus ist die Freisetzung von Caspasen-aktivierenden Proteinen, z.B. Cytochrom C (24-

28). Dieses bildet einen Komplex unter anderem mit der Procaspase-9, das so genannte



Apoptosom (25). Eine zweite Moglichkeit bildet die Unterbrechung des Elektronentransportes
und des Energiestoffwechsels (22, 29). Zum dritten kann das zelluldre Redoxpotential gestort

werden iiber eine Vermehrung der Superoxidanionen-Produktion (30).

Nur teilweise bekannt sind die Mechanismen, die den apoptotischen Prozess einleiten. Eine
Moglichkeit der Initiation besteht in der Signaliibermittlung iiber so genannte Todesrezeptoren
(death receptors), ein Weg, der insbesondere im Immunsystem eine wichtige Rolle spielt (31, 32,
33). Diese Rezeptoren befinden sich an der Zelloberfliche und konnen Signale von
verschiedenen, spezifischen Liganden aufnehmen. Die Todesrezeptoren sind Mitglieder einer
Proteinfamilie, = der = Tumor-Nekrose-Factor-Rezeptor(TNFR)-Superfamilie,  die  iiber
untereinander dhnlich aufgebaute, Zystein-reiche, extrazelluldre Abschnitte definiert wird (34,
35, 36). Die Untergruppe der Todesrezeptoren verfiigt dariiber hinaus zusitzlich iiber eine
homologe, circa 80 Aminosduren lange zytoplasmatische Sequenz, die Todesdomine (death
domain) (37, 38). Diese Domine befihigt die Rezeptoren teils unter Mitwirkung weiterer
Faktoren, die Caspasen-Kaskade und damit die Apoptose zu aktivieren, kann aber unter

Umstidnden auch andere, mitunter antiapoptotische Wirkungen haben (39-43).

Die Liganden der TNFR-Proteinfamilie gehoren zu der Gruppe der Tumor-Nekrose-Faktor-
(TNF)-Superfamilie und tragen ebenfalls untereinander strukturelle Ahnlichkeiten (34, 35, 36).
Sie bilden eine Familie von Zytokinen, die circa 20 Mitglieder umfasst. Sie werden iiberwiegend
von aktivierten Monozyten und Makrophagen exprimiert, aber auch von vielen anderen
Zelltypen, einschlieflich B- und T-Lymphozyten und Fibroblasten (44-48). Diese Zytokine
spielen aber nicht nur bei der Regulation der Apoptose eine Rolle (beispielsweise durch TNF,
LT, CD95L, TRAIL) (38, 49-54). Sie fithren dariiber hinaus zu unterschiedlichen Effekten wie
Zelldifferenzierung (beispielsweise TNF, RANKL, DR6) (49) oder Proliferation (beispielsweise
TNF, CD70, CD30L, CD40L, OX40L) (49) und sind damit involviert unter anderem in die
Regulation des Immunsystems und in die Hidmopoese (55-59), in den Schutz vor Infektionen
(60), in die Proliferation, Invasion und Metastasierung von Tumoren (53, 61) und in den

Knochenstoffwechsel (62-64).

Viele dieser Effekte werden offenbar iiber zwei zentrale Reaktionswege vermittelt: die
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren der NF-kB- und der AP-1-Familie (36, 46, 49, 50). NF-
kB fiihrt zur Expression von Genen, die an inflammatorischen und antiapoptotischen Reaktionen

beteiligt sind (67,68). Die AP-1-Aktivitit spielt im Rahmen der Stressreaktionen eine Rolle und



kann sowohl zum Zelliiberleben als auch zum Zelltod fiihren (70, 71). AP-1 wird aktiviert {iber
bestimmte Kinasen (MAP-Kinasen), unter anderem auch die Jun NH2-terminal-Kinase (JNK)

(67).

Neben den oben beschriebenen Todesrezeptoren gibt es unter den TNF-Rezeptoren noch eine
zweite Gruppe, der die Todesdomine fehlt (beispielsweise TNFR2). Diese Rezeptoren haben
keine eigene enzymatische Aktivitit. Deren Effekte werden iiber unterschiedliche
Adapterproteine iibermittelt. Im Wesentlichen sind dies die TNFR-assoziierten Faktoren

(TRAFs) (69).

Die ersten beiden TRAFs wurden 1994 anhand ihrer Interaktion mit TNFR2 identifiziert (70).
Heute sind sechs verschiedene TRAF-Proteine (TRAF1 bis TRAF6) beim Menschen und bei der
Maus bekannt (70-76). Zusitzlich sind vier verwandte, einfacher gebaute Proteine beschrieben,
fiir die bislang allerdings keine Bindung an die TNFR-Superfamilie nachgewiesen worden ist
(77).

Bis auf TRAF4, das ein nukledres Protein ist und fir das bisher keine Interaktion mit einem
TNF-Rezeptor nachgewiesen werden konnte, sind alle TRAFs im Zytoplasma zu finden (78).
Die TRAF-Molekiile sind zwischen 409 (TRAF1) und 567 (TRAF3) Aminosduren lang (36) und
weisen ein gemeinsames strukturelles Motiv auf: Am C-terminalen Ende des Proteins befindet
sich die so genannte TRAF-Domiine (70), die offenbar unter anderem fiir die Ubermittlung der
Protein-Rezeptor-Interaktionen und fiir eine Oligomerisation von TRAF-Molekiilen
verantwortlich ist (79).

Zwei weitere Gemeinsamkeiten teilen alle TRAF-Molekiile mit Ausnahme von TRAF1 in ihrer
aminoterminalen Hélfte: zum ersten das RING-(really interesting new gene)-Finger-Motiv nahe
am N-terminalen Ende (79). Dieses enthélt eine Bindungsstelle fiir Zink-Ionen und ist bedeutsam
fiir die Protein-Protein-Interaktionen. Es spielt offenbar eine Schliisselrolle bei der Aktivierung
der oben erwihnten Reaktionswege iiber NF-xB oder JNK. Die zweite Gemeinsamkeit bildet die
Zink-Finger-Doméne zwischen dem RING-Finger und der TRAF-Domaine, die zumeist aus fiinf
Zink-Finger Strukturen besteht. Zink-Finger-Strukturen sind involviert in die Bindung von

Proteinen an DNA (79).

Das TRAFI1-Protein nimmt eine Sonderstellung unter den Mitgliedern der TRAF-Familie ein:
Das RING-Finger-Motiv fehlt, und das Zink-Finger-Motiv kommt nur einfach vor (69). Dies legt



den Gedanken nahe, dass TRAFI eventuell eine negativ regulatorische Funktion erfiillen konnte

(80).

Um die Funktion von TRAF1 zu kldren, ist eine Vielzahl von Experimenten ausgearbeitet
worden. Aus diesen teils in vivo, teils in vitro durchgefithrten Untersuchungen ergaben sich
unterschiedliche, mitunter widerspriichlich erscheinende Beobachtungen. Die Frage nach der
Funktion des TRAF1-Proteins ist offenbar nicht auf einfache Weise zu beantworten.

Insgesamt gibt es sowohl Hinweise auf negativ regulatorische Funktionen von TRAF1 (80) als
auch auf proapoptotische (81, 82) sowie des Weiteren auch auf antiapoptotische Effekte (83).
Offenbar ist dies abhidngig von der Zellart, von dem Zustand der intrazelluldren
Signaltransduktion und von dem assoziierten TNFR. TRAFI1 fiihrt in Verbindung mit einigen
TNFRs zu stimulatorischen, in Kombination mit anderen TNFRs zu inhibitorischen Effekten.

Einige dieser Beobachtungen sollen im Folgenden kurz skizziert werden.

Aus Experimenten, die allerdings auf einer Uberexpression von TRAF1 beruhen, stammen
Hinweise auf direkte Assoziationen von TRAF1 mit einer Reihe der TNFR wie CD30 (81, 82),
4-1BB (84), HVEM (herpes virus entry mediator) (85), RANK (receptor activator of NF-«xB)
(86, 87), CD40 (88), AITR (activation-inducible TNFR family member) (87), mit LMP1
(latentes Membranprotein des Epstein Barr Virus) (89) und BCMA (B cell maturation protein)
(90). Des Weiteren soll es eine indirekte Assoziation mit TNFR1 und TNFR2 geben (36, 69, 70).
Dariiber hinaus soll TRAF1 verschiedene zytoplasmatische Proteine binden, zum Beispiel
TANK (TRAF-associated and NF-kB activator, bzw. I-TRAF) (91, 92), TRIP (TRAF-interacting
protein) (93), A20 (ein NF-«xB inhibitorisches Protein) (94), RIP4 (95), CARDIAK (CARD-
containing interleukin (IL)-1 beta converting enzyme (ICE) associated kinase) (96), das Caspase-
8 bindende Protein vFLIP (FLICE inhibitory protein) (97), NIK (NF-«B-inducing kinase)
(101,102) sowie cIAP1 und cIAP2 (apoptosis-suppressor inhibitor of apoptosis) (83).

Diese Fiille von Interaktionen wirde erwarten lassen, dass das Fehlen des TRAF1-Gens zu
erheblichen Defekten fiihrt, wie dies bei den anderen TRAFs in entsprechenden Experimenten
gezeigt wurde (99). Uberraschenderweise sind aber TRAF1-/- Miuse phénotypisch normal. Sie
haben keine offensichtlichen Defekte in der Entwicklung der T- oder B-Zellen, weisen normale
Lymphozytenzahlen in den peripheren lymphatischen Organen auf, und die Antikorperantwort
ist unbeeinflusst (80). Lediglich die inguinalen Lymphknoten zeigen ein erhohtes T/B-Zell-
Verhiltnis (80).



Allerdings werden bei TRAF1-/- Médusen TNF-Signale verstirkt weitergegeben (80), was die
oben genannte Vermutung einer negativ regulatorischen Funktion von TRAF1 stiitzt.

Zudem zeigen Lymphozytenkulturen von TRAF1 -/-Miusen in vitro eine hyperproliferative
Antwort nach Stimulation durch den T-Zell-Antigen Rezeptor Komplex (TCR) mit Antikdrpern
gegen CD3 (80).

Scheinbar im Widerspruch hierzu stehen Ergebnisse aus Experimenten mit transgenen Méiusen,
die das TRAF1-Gen iiberexprimieren. Diese Mause zeigen normale T-Zell-Populationen (100).
Aus diesen Madusen isolierte T-Zellen weisen eine unverdnderte Proliferation von T-
Lymphozyten auf bei Stimulation von CD3 (100). Eine Uberproduktion von TRAF1 scheint in

diesem Fall die CD3-vermittelte T-Zell-Proliferation nicht zu storen.

Hinweise auf eine inhibitorische Wirkung beziiglich der NF-kB-Aktivierung stammen aus
Experimenten, in denen gezeigt werden konnte, dass TRAFI Heteromere mit TRAF2 bilden
kann (70, 101) und auf diese Weise die Bindung von TRAF2 an CD40 und die konsekutive
Aktivierung von NF-«B abschwichen kann. Zusétzlich konnte die NF-kB-Aktivierung iiber eine
negative Riickkopplung inhibiert werden, denn TRAFI1 ist im Unterschied zu den anderen
TRAFs induzierbar durch NF-xB (102). Durch diesen Mechanismus wird moglicherweise eine
tiberméfBige Aktivierung verhindert oder nur ein kurzfristiger starker Anstieg erlaubt.

Spekuliert wurde auch {iiber eine Sequestrierung von Kinasen wie NIK, die ebenfalls an der
Aktivierung von NF-xB beteiligt sind. Diese binden an die TRAF-Domaine, bendtigen aber zur

Aktivierung die RING-Domine, die dem TRAF1-Molekiil fehlt (98).

Weitere Versuche erbrachten Hinweise auf proapoptotische Wirkungen von TRAF1: Es konnte
gezeigt werden, dass TRAF1 in ein proapoptotisches Protein umgewandelt werden kann durch
Spaltung mittels der Caspase-8 im Rahmen einer durch TNF-a oder Fas-Liganden induzierten
Apoptose (103,104,105). Von den zwei entstehenden Fragmenten hat das COOH-terminale Ende
offenbar eine proapoptotische Wirkung durch Inhibition der NF-kB-Aktivierung.

Im Gegensatz dazu sind antiapoptotische Effekte beschrieben worden im Rahmen einer
Komplexbildung von TRAF1 mit TRAF2 und den beiden Caspase-Inhibitoren cIAP1 und
cIAP2. Dieser Komplex kann offenbar die durch TNF-a induzierte Apoptose unterdriicken (83).
In Einklang mit diesen antiapoptotischen Effekten steht auch die Beobachtung, dass TRAF1 die
Apoptose supprimieren kann bei transgenen Miusen mit Uberexpression von TRAFI in CDS-

positiven T-Zellen. Hier ist die iiber den T-Zell-Rezeptor vermittelte Apoptose reduziert (100).



In Zusammenschau dieser Befunde kann man spekulieren, dass es vielleicht gerade die
gegensitzlichen, potentiellen Wirkungen von TRAF]1 sind, die zu dem normalen Phénotypus bei
TRAFI1-defizienten Maiusen fithren. Moglicherweise ist dadurch TRAF1 befidhigt, eine

Schliisselrolle zu spielen in der Balance zwischen Zelltod und —iiberleben.

Beziiglich der molekularen Struktur und Funktion der TRAF-Molekiile konnten bislang viele
Informationen gewonnen werden, weniger ist jedoch bekannt iiber ihre Expression in vivo.
TRAF2, 3, 5 und 6 sollen ubiquitdr exprimiert werden (78). TRAF4 wurde anhand seiner
selektiven Expression im Mammakarzinom entdeckt, es kann in normalem Thymusgewebe des
Menschen (Epithelien) und in dendritischen Zellen des Lymphknotens und in der
Basalzellschicht der meisten Epithelien im Korper nachgewiesen werden (106).

Eine Expression von TRAF1 wurde in der Milz, in der Lunge und im Hoden bei der Maus
beschrieben (70). Anhand von in situ Hybridisierung wurde eine Uberexpression von TRAFI-
Transkripten in den Hodgkin- und Sternberg-Reed-Zellen (HRS) des Hodgkin-Lymphoms
nachgewiesen, bei Epstein-Barr-Virus-assoziierten FErkrankungen und in anaplastischen
grofzelligen Lymphomen bei iiberwiegender TRAF1-Negativitit der in die Untersuchungen
einbezogenen Non-Hodgkin-Lymphome (107).

Eine andere Publikation beschreibt eine deutlich breiter gefiacherte TRAF1-Expression, die eine
Reihe von B-Zell-Lymphomen umfasst (50% der untersuchten Fille), insbesondere auch die
chronische lymphatische Leukdmie vom B-Zell-Typ sowie auch unterschiedliche Epithelarten
(78). GemidB einer weiteren Verdffentlichung sollen die primédren mediastinalen B-Zell-
Lymphome TRAFI-positiv sein im Gegensatz zu den anderen diffusen grof3zelligen B-Zell-
Lymphomen (108). Die gleiche Arbeitsgruppe beschreibt auch in weiteren Arbeiten die
diagnostische Verwendbarkeit von TRAF1 in Kombination mit dem Molekiil c-Rel zur
Erkennung der primédren mediastinalen B-Zell-Lymphome (109, 110).

In Zusammenfassung der bekannten Daten zeigt es sich, dass TRAF1 im Hinblick auf Struktur
und Funktion einzigartig ist unter den TRAF-Molekiilen. Die Ergebnisse der bislang
durchgefiihrten Experimente weisen darauthin, dass sich diese Sonderstellung von TRAF1 auch
im Verteilungsmuster in gesunden und kranken Geweben widerspiegelt, allerdings sind die
Informationen diesbeziiglich bislang nicht vollstindig, beziechungsweise teils nicht
iibereinstimmend. Es stellt sich somit die Frage nach der Nutzbarkeit von TRAF1 in der

diagnostischen Medizin.



Fragestellung:

Im Rahmen dieser Arbeit sollen die teils widerspriichlichen Aussagen iiber das
Verteilungsmuster der TRAF1-Expression in Normalgeweben und diversen Krankheitsentitéiten
gepriift, prizisiert und erginzt werden. Hierfiir soll die immunhistochemische Methodik
Anwendung finden. Die bislang existierenden Daten beruhen zumindest teilweise auf der
Nutzung eines kommerziell erhiltlichen Antikorpers fiir TRAF1 (Santa Cruz, H3) (78, 108, 109,
110). Im Vorfeld dieser Arbeit ergaben sich Hinweise auf eine mangelnde Spezifitit dieses
Antikorpers. Dies konnte einen Grund darstellen fiir die teilweise vorhandene Inkongruenz der
Untersuchungsergebnisse. Deswegen wurde ein neuer, hochspezifischer, monoklonaler
Antikorper generiert und fiir die vorliegenden Untersuchungen zur Verfiigung gestellt.

Mithilfe dieses Antikorpers soll zundchst ein Bild der TRAF1-Expression der unterschiedlichen
Normalgewebe, einschlieBlich der embryonalen Gewebe erstellt werden. Des Weiteren sollen
einige reaktive lymphatische Lésionen hinsichtlich ihrer TRAF1-Expression betrachtet werden.
Im Anschluss daran sollen insbesondere die verschiedenen Lymphomentititen, aber auch
Tumoren anderer Herkunft untersucht werden.

Die gewonnenen Informationen sollen zusammengefasst, mit den in der Literatur vorliegenden

Daten verglichen und beziiglich der diagnostischen Wertigkeit diskutiert werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Untersuchungsmaterial

Prédparate von insgesamt 472 Patienten wurden ausgesucht, die nach der operativen Entnahme
zur diagnostischen histopathologischen Beurteilung in das Institut fiir Pathologie der Charité

Berlin, Standort Benjamin Franklin, frisch oder in Formalin-Fixierung eingesandt worden waren.

Die Gewebeproben wurden beurteilt anhand von konventionell-histologischen Firbungen,
immunhistologischen  Firbungen sowie in  einigen  Fillen  zusitzlich  durch
molekularpathologische Klonalitdtsanalyse. Die Diagnosestellung erfolgte nach den Kriterien

der WHO-Klassifikationen (111).

Zur Untersuchung wurden ausgewdhlt (in Klammern angegeben jeweils die Fallzahl):

Gewebe mit regelhafter Architektur: Tonsillen (4), Thymus (3), Milz (3), Osophagus (4), Magen
(4), Duodenum (2), Kolon (2), Leber (3), Lunge (3), Mamma (4), Uterus (5), Ovar (4), Tube (1),
Prostata (3), Hoden (2), Niere (3), Harnblase (4), Haut (3), Nebenschilddriise (2), Schilddriise
(2), Nebenniere (1), foetales Gewebe (8 und 13 SSW, jeweils 1).

Lymphome: Hodgkin-Lymphome (insgesamt 64 Fille, davon 33 Hodgkin-Lymphome vom Typ
noduldre Sklerose, 22 Hodgkin-Lymphome vom Mischtyp, 4 Hodgkin-Lymphome vom
lymphozytenreichen Typ und 5 Lymphozyten-pridominante Hodgkin-Lymphome), B-Zell-Non-
Hodgkin-Lymphome (insgesamt 130 Fille, davon 13 primédre mediastinale B-Zell-Lymphome,
20 diffuse grofizellige B-Zell-Lymphome, anaplastische Variante, 12 diffuse groB3zellige B-Zell-
Lymphome vom zentroblastischen, zentro-immunoblastischen oder immunoblastischen Typ, 6
plasmoblastische Lymphome, 3 Vorldufer B-Zell-lymphoblastische Lymphome, 6 T-Zell-reiche
B-Zell-Lymphome, 6 Plasmozytome, 21 Burkitt Lymphome, 10 chronische lymphatische
Leukdmien vom B-Zelltyp, 4 Immunozytome, 13 Follikulire Lymphome Grad V/IVIII, 8
Marginalzonenlymphome, 8  Mantelzell-Lymphome), = T-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome
(insgesamt 82 Fille, davon 19 anaplastische groBzellige T-Zell-Lymphome ohne Expression des
ALK-Proteins, darunter 13 sekundire kutane Manifestationen eines systemischen anaplastischen
grof3zelligen T-Zell-Lymphoms, 11 anaplastische grofizellige T-Zell-Lymphome mit Expression
des ALK-Proteins, 28 primire kutane anaplastische groBzellige T-Zell-Lymphome, 3 Vorldufer-
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T-Zell-lymphoblastische Lymphome, 9 NK-Zell-Lymphome, 8 Fille von Mycosis fungoides, 2
Sézary Syndrome und 2 angioimmunoblastische T-Zell-Lymphome).

Folgende weitere Erkrankungen des lymphatischen Systems wurden in die Untersuchungen
miteinbezogen: infektiose Mononukleose (6), EBV-assoziierte Lymphoproliferation (7),
dermatopathische Lymphadenopathie (5), Langerhanssche Histiozytose (7), lymphomatoide
Papulose (49, davon 41 Fille lymphomatoide Papulose Typ A, 8 Fille lymphomatoide Papulose
Typ C). Das Material der Fille der kutanen anaplastischen groBzelligen T-Zell-Lymphome sowie
der lymphomatoiden Papulose stammte zum Teil von Patienten der dermatologischen Klinik,
Charité Berlin, in der die Behandlung durchgefiihrt und der weitere klinische Verlauf verfolgt

wurde.

Des Weiteren wurden die Untersuchungen ausgeweitet auf die folgenden, nicht-lymphatischen
Tumoren (insgesamt 58 Fille): Oropharynxkarzinom (1), Osophaguskarzinom (2),
Magenkarzinom (4), Kolonkarzinom (7), Hepatozelluldres Karzinom (4), Cholangiozelluléres
Karzinom (1), Bronchialkarzinom (2), Mammakarzinom (5), Fibroadenom der Mamma (1),
Endometriumkarzinom (3), Prostatakarzinom (2), Seminom (5), embryonales Karzinom des
Hodens (5), Nierenzellkarzinom (4), Urothelkarzinom (3), Nebennierenrindenadenom (1),

Phédochromozytom (1), malignes Melanom (2), Lipom (1) und Mesotheliom (4).

2.2 Herstellung der Paraffinschnitte

Zur Herstellung der Paraffinschnitte wurde das Formalin-fixierte Material im ersten Schritt in
einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert. Danach folgte die Einbettung in Paraffin. Das
paraffinierte Material wurde mit einem Mikrotom geschnitten (Schnittdicke 6-8um). Die
Schnitte wurden im Wasserbad gestreckt (40°C), auf APES-beschichtete Objekttriger
aufgezogen und iiber Nacht bei 37 °C getrocknet.

Entparaffinierung und Rehydrierung erfolgten sequentiell fiir jeweils 10 Minuten in Xylol,
Azeton und einem 1:2 Gemisch aus Azeton und Tris-Puffer (TBS). Im Anschluss wurden die

Schnitte in Tris-Puffer gespiilt bei pH 7,4.
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2.3 Antikorper

Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurde ein im Hause hergestellter, monoklonaler primérer
Antikorper zur Verfiigung gestellt. Die hohe Spezifitit dieses Antikorpers wurde im Vorfeld
dieser Arbeit mittels ELISA an rekombinantem TRAF1-Antigen und mithilfe eines Westernblots
gesichert.

Ein Teil der hier zusammengetragenen Fille wurde im Anschlufl an die Farbungen mit dem
eigens hergestellten Antikorper auch mittels des kommerziell erhiltlichen Antikorpers fiir

TRAF1 (H3, Santa Cruz) gefirbt.

2.4 Die APAAP-Farbemethode

Immunbhistologische Fiarbung und APAAP-Methode:

Die Darstellung von Antigenepitopen mit der immunhistologischen Methode erfolgt mittels
spezifischer Antikorper. Diese werden an das Antigen gebunden. Nicht gebundene Antikorper
werden durch Abspiilen entfernt. Die gebundenen Antikorper werden durch eine enzymatische
Reaktion sichtbar gemacht.

In dieser Arbeit fand die APAAP-Methode (Alkalische-Phosphatase-anti-alkalische-
Phosphatase) Anwendung (112). Der primire Antikorper wird iiber einen Briickenantikorper mit
einem Komplex aus alkalischer Phosphatase und dem Antikorper gegen alkalische Phosphatase
gebunden. Die durch den Antikdrper gebundene alkalische Phosphatase spaltet Naphtol-as-
bisphosphat, das Substrat. Naphtol reagiert mit Neufuchsin und Natriumnitrit unter Bildung eines
roten, unl6slichen Farbkomplexes. Die Hemmung der zelleigenen alkalischen Phosphatase

geschieht durch Levamisol.
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Verlaufsprotokoll der APAAP-Fiarbung:

Die Paraffinschnitte wurden als Vorbehandlung in einer Mikrowelle in 0,1 M Citratpuffer bei

einem pH-Wert von 6,0 fiir 2 Minuten bei 600 W behandelt zur Antigenfreilegung.

1. 30 min. Inkubation mit dem priméren Antikorper, verdiinnt in TBS/RPMI-Losung, pH
7,4-7,6.
Ansatz TBS (0,05 M Tris Base/Tris H Cl; 0,15 M NaCl, pH 7,6): 4,5 g Tris-Base
(Sigma) + 34,25 g Tris-HCL (Sigma) + 43,9 g NaCl (Merck) + 5000 ml aqua bidest

gelost.
Ansatz RPMI: 50 ml RPMI (Seromed; 10-fach konz.) + 450 ml aqua bidest + 50 ml
inaktiviertes Rinderserum + 0,5 g Azid (Natriumazid Merck), pH 7,4-7,6.

2. Spiilen in TBS.

3. 30 min. Inkubation mit dem Kaninchen-Anti-Maus Briickenantikoérper (Dako), 1:20

verdiinnt in TBS/RPMI-L6sung mit Zusatz von Humanserum im Verhiltnis 1:8.

4, Spiilen in TBS.

5. 30 min. Inkubation mit dem APAAP-Komplex (DAKO) 1:30 verdiinnt in TBS/RPMI-

Losung. Der APAAP-Komplex ist ein gegen alkalische Phosphatase gerichteter
Mausantikorper (Kulturiiberstand), dem alkalische Phosphatase (Sigma) in einer

Konzentration von 10 mg/ml zugesetzt wurde.

6. 30 min. Farbentwicklung in der Entwicklungslésung:
Ansatz APAAP-Entwicklungspuffer (0,05 M Tris Base/0,15 M NaCl, pH 9,7): 8,7 g
NaCl (Sigma) + 1,5 g Tris-HCL + 4,9 g Tris-Base in 1000 ml Aqua bidest.

Mischung von 175 ml Entwicklungspuffer mit 62,5 ml Propandiol (Propandiol, 0,2 M:
21g Propandiol (2-Amino-2,2 Methyl-Propan-1,3-Diol, Merck)/1 aqua bidest) und 100
mg Levamisol (Sigma) und Einstellung auf pH 9,75.

50 mg Natriumnitrit (Merck) wurden in 1250 pl aqua bidest gelost und mit 500 pl
Neufuchsin (5 g Neufuchsin (Merck) in 100 ml 2N HCL gel6st) 1 min. inkubiert.
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125 mg Naphtol As-Bi-Phosphat (Sigma) wurde in 1500 pl N-N-Dimethylformamid
(DMF, Merck) gelost.

Alle Losungen wurden in der oben angegebenen Reihenfolge zusammengegeben. Nach
Homogenisierung wurden der pH auf 8,8 mit 2N HCI eingestellt und die Losungen

filtriert.

7. Spiilen mit TBS.

8. 5 min. Gegenfirbung mit Himalaunldsung:

1 g Hamatoxylin (Merck), 0,2 g NaJo3 (Merck) und 50 g Kalialaun (Merck) wurden tiber

Nacht in aqua bidest gelost. Danach wurden 50 g Chloralhydrat (Merck) und 1 g
Citratlosung (2,1 g Zitronensdure-Monohydrat (Merck) und 5000 ml aqua bidest gelost)

zugegeben.

0. Spiilen in TBS

10. Eindecken mit Kaisers Glycerin-Gelatine (Merck), 50-60°C.

2.5 Auswertungskriterien und Statistik

Die Anzahl der markierten Zellen in den immunhistologischen Féarbungen wurde an einem
Lichtmikroskop ausgezihlt bei 400-facher Vergroerung und als Prozentangabe dokumentiert.
Im Rahmen der tabellarischen Auswertung wurden drei Gruppen beziiglich der TRAFI1-
Expression definiert:

+: TRAF1-Expression vorhanden in mehr als 80% der Tumorzellen

+/-: partielle TRAF1-Expression, 10-80% der Tumorzellen markiert

- keine TRAF1-Expression, weniger als 10% der Tumorzellen markiert

Zusatzlich wurde die Firbeintensitit semiquantitativ ausgewertet unter der Annahme einer
Korrelation der Férbeintensitdt mit der Stiarke der TRAF1-Expression. Hierfiir wurden drei
Intensitédtsgrade unterschieden: stark, mittelgradig und schwach. Als Vergleichsmal} diente dabei
die Stirke der Anfarbung der interdigitierenden Retikulumzellen in regelhaftem lymphatischem
Gewebe, die auch als intrinsische Kontrolle verwendet wurde. Diese reproduzierbare, kriftige

Anfirbbarkeit wurde als starke Firbeintensitidt definiert. Demgemall wurden die untersuchten
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Fille eingeordnet entsprechend der Firbeintensitit der Mehrzahl der angefirbten Zellen. Fiir die
tabellarische Auswertung wurden die Firbeintensititen der Félle einer Entitdt zusammengefasst
in der Art, dass an erster Position angegeben wurde, welche Farbeintensitit die meisten Fille
aufwiesen, gefolgt von der Angabe, welche Farbeintensitit am zweithdufigsten auftrat.

Die statistischen Berechnungen erfolgten unter Anwendung des x2—Tests.
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3. Ergebnisse

3.1 Farbemuster des TRAF1 Antikorpers

Bei der immunhistologischen Untersuchung mit dem TRAF1 Antikorper zeigte sich ein

weitgehend homogenes, teils membrands betontes, zytoplasmatisches Farbemuster.

3.2 TRAF1-Expression in Normalgeweben

3.2.1 TRAF1-Expression in lymphatischen Organen

Hinsichtlich der Frage nach der TRAFI1-Expression in normalen lymphatischen Geweben
wurden Priparate von reguldr aufgebauten Gaumentonsillen, der Milz und des Thymus
ausgewihlt (insgesamt 10 Fille). Die TRAF1-Farbungen zeigten im Wesentlichen das gleiche
Muster: Die Lymphozyten erwiesen sich ganz iiberwiegend als negativ bis auf einzelne
lymphatische Zellen von blastirer Morphologie und zumeist interfollikulédrer, seltener
intrafollikuldrer Lokalisation. Diese farbten sich schwach oder mittelkriftig in der TRAFI1-
Darstellung. Eine starke Anfarbbarkeit und somit eine kréiftige TRAFI1-Expression wiesen

regelmiBig die interdigitierenden Retikulumzellen auf.

3.2.2 TRAF1-Expression in nicht-lymphatischen Normalgeweben

Neben den lymphatischen Normalgeweben sollten in den durchgefiihrten Untersuchungen
beziiglich der TRAF1-Expression auch die nicht-lymphatischen Gewebe in moglichst grolem
Umfang erfasst werden. Daher wurden Gewebe von nahezu allen Organsystemen in die
Farbungen einbezogen (insgesamt 64 Fille): das Respirationssystem (Lungenparenchym,
Bronchien), das Verdauungssystem (Osophagus, Magen, Duodenum, Kolon, Leber), der
weibliche Genitaltrakt (Uterus, Ovar, Tube, Mamma), der minnlicher Genitaltrakt (Hoden,
Prostata), das harnbildende und harnableitende System (Niere, Harnblase), die endokrinen

Organe (Schilddriise, Nebenschilddriise und Nebenniere) und die Haut. Zusétzlich wurden die
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embryonalen Gewebe zweier Foeten der achten und dreizehnten Schwangerschaftswoche
komplett untersucht.

Soweit in diesen Organen ortsstindiges lymphatisches Gewebe miterfasst war, entsprachen die
Féarbeergebnisse dem, was bereits oben bei den lymphatischen Organen beschrieben wurde: das
heift, es zeigte sich eine kriftige Anfarbung der interdigitierenden Retikulumzellen sowie
gelegentlich auftretende, blastdre lymphatische Zellelemente von meist schwacher TRAFI-
Positivitit.

Davon abgesehen lie3 sich weder in den Zellen epithelialer Natur noch in den mesenchymalen
Zellen aller untersuchten Gewebe eine TRAFI1-Expression darstellen. Auch die
Langerhanszellen der Haut zeigten sich TRAF1-negativ. Dasselbe Ergebnis fand sich in allen

foetalen Geweben, auch hier blieben die TRAF1-Firbungen negativ.

Abbildung 1: TRAFI-Expression in einer normalen Tonsille. Rechts im Bild Anschnitt zweier aktivierter
Lymphfollikel. Die Lymphozyten zeigen sich ganz iiberwiegend TRAF1-negativ. Im interfollikulédren Bereich
Anfirbung der interdigitierenden Retikulumzellen. VergroB3erung 100fach.
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3.3 TRAF1-Expression in reaktiven, lymphatischen Lasionen

Untersucht wurden hier die infektiose Mononukleose (6 Fille) und die dermatopathische

Lymphadenopathie (5 Fille).

3.3.1 Infektiose Mononukleose

In allen untersuchten Fillen (6 Fille) der infektiosen Mononukleose liel sich TRAF1 in dem
gemischten, entziindlichen Infiltrat nachweisen. Positiv reagierten Zellen von blastérer
Morphologie. Diese Zellpopulation liel sich auch anfirben mit einem CD30-Antikorper. Ein
Teil dieser Zellen kam auch zur Darstellung in der Farbung des latenten Membranproteins des
Epstein-Barr-Virus. Die Fiarbeintensitit war durchschnittlich mittelgradig (2 Fille starke

Intensitét, 2 Félle mittelgradige Intensitit, 2 Félle schwache Intensitét).

3.3.2 Dermatopathische Lymphadenopathie

In allen Fillen der dermatopathischen Lymphadenopathie (5 Fille) zeigte sich eine starke

TRAF1-Expression der im Parakortex gelagerten Zellen dendritischen Ursprungs, die auch das

S100-Protein und CD1A kriftig exprimierten.

Abbildung 2:
TRAF1-Expression in der
dermatopathischen Lymph-
adenopathie. Kréftige
Anfiarbung der im
Parakortex gelaterten Zellen.
Vergroflerung ca 100fach.
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3.4 TRAF1-Expression in lymphatischen Neoplasien

3.4.1 TRAF1-Expression in Hodgkin-Lymphomen

Insgesamt wurden 64 Hodgkin-Lymphome untersucht. Diese setzten sich zusammen aus 33
Fillen des Typs der noduldren Sklerose, 22 Fillen des Mischtyps, 4 Fillen des
lymphozytenreichen Hodgkin-Lymphoms und 5 Fillen des Ilymphozytenpridominanten
Hodgkin-Lymphoms.

Grundsitzlich zeigten alle untersuchten Hodgkin-Lymphome eine TRAF1-Expression, wobei
sich ein Unterschied hinsichtlich der Firbeintensitidt fand zwischen den Typen des klassischen
Hodgkin-Lymphoms und dem lymphozytenpridominanten Hodgkin-Lymphom.

Bei den Fillen der klassischen Hodgkin-Lymphome lieBen sich in den meisten Fillen nahezu
alle Tumorzellen (>95%) anfirben mit dem TRAFI-Antikérper (52 von 59 Fillen). Die
Farbeintensitdt war meist stark oder mittelgradig (17 von 59 Fillen mit starker Intensitét, 33
Fille mit mittelgradiger Intensitdt, 9 Fille mit schwacher Intensitit). Dabei stellte sich die
Intensitdt der Fiarbung iiberwiegend homogen dar, das heiflit, die meisten Tumorzellen eines
Falles zeigten eine gleich starke Anférbbarkeit. In einem Teil der Fille, die insgesamt als
mittelgradig eingestuft wurden hinsichtlich der Farbeintensitiat, fand sich ein kleinerer
Prozentsatz an stark angefirbten Tumorzellen.

Weder bei der Zahl der TRAF1-positiven Fille noch bei der Férbeintensitidt war ein wesentlicher
Unterschied zwischen den Subtypen des klassischen Hodgkin-Lymphoms zu vermerken.

Im Gegensatz dazu erbrachten die Farbungen des lymphozyten-pridominanten Hodgkin-
Lymphoms (LPHL) ein etwas differentes Ergebnis: Zwar lie sich auch hier in allen Féllen (5
Fille) eine Expression von TRAF1 nachweisen, zumeist lag der Anteil der positiven
Tumorzellen jedoch nur zwischen 50 und 70 Prozent. Die Férbeintensitit war schwach bis

mittelgradig (von 5 Fillen: 3 mit schwacher, 2 mit mittelgradiger Intensitét).

Ein Teil der untersuchten Hodgkin-Lymphome war assoziiert mit einer latenten Infektion durch
das Epstein-Barr-Virus (EBV). Betroffen hiervon waren 8 Fille des klassischen Hodgkin-
Lymphoms vom Typ der noduldren Sklerose, 14 Fille des klassischen Hodgkin-Lymphoms vom
Mischtyp sowie 1 Fall des lymphozytenreichen Hodgkin-Lymphom:s.

Die EBV-assoziierten Fille wurden verglichen mit den Fillen ohne EBV-Assoziation beziiglich

der Zahl der angefirbten Tumorzellen und der Firbeintensitit: Bei den EBV-positiven Hodkgin-
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Lymphomen vom Typ der noduldren Sklerose zeigten sich in 7 von 8 Fillen iiber 95% der
Tumorzellen TRAF1-positiv, ein Fall war partiell positiv (ca. 70% der Tumorzellen geférbt). Bei
den Fillen des gleichen Subtyps ohne EBV-Assoziation waren iiber 95% der Tumorzellen
gefarbt bei 22 von 25 Fillen, 3 Fille waren partiell positiv (zwischen 60 und 80% der
Tumorzellen gefarbt). Bei den Hodgkin-Lymphomen vom Mischtyp mit EBV-Assoziation ergab
sich die Verteilung wie folgt: 12 von 14 Fillen mit iiber 95% anfidrbbaren Tumorzellen, 2 Fille
mit partieller Anfiarbbarkeit (zwischen 70 und 80% der Tumorzellen), sowie bei den Fillen ohne
EBV-Assoziation 7 von 8 Féllen mit iiber 95% anfirbbaren Tumorzellen, 1 Fall mit partieller
Anfirbbarkeit (70% der Tumorzellen). Die untersuchten Fille des lymphozytenreichen Hodgkin-
Lymphoms zeigten alle eine Anfédrbbarkeit von iiber 95% der Tumorzellen, einschlieflich des
EBV-positiven Falles. Unter Zusammenfassung dieser Daten ergibt sich kein signifikanter
Unterschied bei den Fillen des klassischen Hodgkin-Lymphoms mit und ohne EBV-Assoziation
hinsichtlich der Anzahl der positiven und partiell positiven Fille (p=0,8).

Das gleiche Ergebnis erbrachte der Vergleich der Firbeintensititen zwischen den Fillen mit und
ohne EBV-Assoziation. In der Gruppe der Hodgkin-Lymphome vom Typ der noduldren Sklerose
mit EBV-Assoziation lief sich bei 2 von 8 Fillen eine starke Intensitit, bei 5 von 8 Fillen eine
mittelgradige sowie bei einem Fall eine schwache Intensitit nachweisen. Bei den Hodgkin-
Lymphomen vom Typ der nodulidren Sklerose ohne EBV-Assoziation wurden 7 von 25 Fillen
der starken Firbeintensitidt zugeordnet, 14 von 25 Féllen einer mittelgradigen Intensitit sowie 4
von 25 Fillen einer schwachen Intensitit. Bei den Hodgkin-Lymphomen vom Mischtyp mit
EBV-Assoziation fielen 3 von 14 Fillen in die Kategorie starke Firbeintensitit, 9 von 14 Fillen
zeigten mittelgradige, 2 Fille eine geringe Firbeintensitit. Bei den Hodgkin-Lymphomen vom
Mischtyp ohne EBV-Assoziation fanden sich 3 Fille mit starker Férbeintensitét, 4 Fille mit
mittelgradiger Intensitdit und 1 Fall mit schwacher Farbeintensitit. In der Gruppe der
lymphozytenreichen Hodgkin-Lymphome wies der EBV-assoziierte Fall eine mittelgradige
Farbeintensitit auf, die 3 nicht EBV-assoziierten Fille teilten sich in 2 von mittelgradiger und 1
Fall von starker Intensitit auf. In der Auswertung dieser Daten ergibt sich kein signifikanter
Unterschied der Firbeintensitidt, beziehungsweise der Stirke der TRAFI1-Expression der
Subtypen des klassischen Hodgkin-Lymphoms in Abhingigkeit vom EBV-Status (p=0,7).

Dies zusammenfassend lisst sich somit kein signifikanter Unterschied des Firbeverhaltens der
klassischen Hodgkin-Lymphome mit und ohne EBV-Assoziation in der TRAFI1-Firbung

nachweisen.
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Zusitzlich war zu beobachten, dass in den TRAF1-Firbungen sowohl der klassischen Hogdkin-

Lymphome wie auch der lymphozytenprddominanten Hodgkin-Lymphome im Hintergrund der

Tumorzellen eine variable Anzahl von zumeist blastiren Zellen in der Regel schwach zur

Darstellung kamen, sowie auch in kréftiger Anfirbung die bereits beschriebenen
interdigitierenden Retikulumzellen.
TRAF1 Expression
Entitéit (Anzahl der Fille/Gesamtzahl) Farbeintensitit
+ +/- -
HL, ns, EBV-positiv 7/8 1/8 0/8 ++/+++
HL, ns, EBV-negativ 22/25 3/25 0/25 ++/+++
HL, mc, EBV-positiv 12/14 2/14 0/14 ++/+++
HL, mc, EBV-negativ 7/8 1/8 0/8 ++/+++
HL, Irc, EBV-positiv 1/1 0/1 0/1 ++
HL, Irc, EBV-negativ 3/3 0/3 0/3 ++/+++
LPHL 1/5 4/5 0/5 +/++

Tabelle 1: TRAF1-Expression in Hodgkin-Lymphomen
Abkiirzungen:

HL, ns: Hodgkin-Lymphom, nodulir sklerosierender Typ

HL, mc: Hodgkin-Lymphom, Mischtyp

HL, Irc: Hodgkin-Lymphom, lymphozytenreicher Typ

LPHL: Lymphozytenpradominantes Hodgkin-Lymphom
EBV: Epstein-Barr-Virus
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Abbildung 3
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Abbildung 4
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Abbildung 5

Abbildungen 3 und 4: TRAF1-Expression in einem klassischen Hodgkin-Lymphom vom Mischtyp ohne EBV-
Assoziation (Abbildung 3) und mit EBV-Assoziation (Abbildung 4). Kriftige Anfarbung der Hodgkin- und
Sternberg-Reed-Zellen. Zusitzlich einzelne schwach angefirbte blastire Zellen im gemischten Zellhintergrund.
VergroBerung ca. 600fach.

Abbildung 5: TRAF1-Expression in einem lymphozytenpradominanten Hodgkin-Lymphom. Schwache TRAF1-
Anfirbbarkeit der Tumorzellen in der rechten Bildhélfte. Deutlich stirkere Anfiarbung von miterfassten
interdigitierenden Retikulumzellen in der linken Bildhélfte. Vergroerung ca. 300fach.
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3.4.2 TRAF1-Expression in Non-Hodgkin-B-Zell-Lymphomen

Zur Darstellung der TRAF1-Expression in Non-Hodgkin-B-Zell-Lymphomen wurden insgesamt
130 Fille der unterschiedlichen Entitdten ausgewihlt.

In Zusammenfassung aller dieser Fille zeigten 42 von 130 Fillen eine Positivitit fiir TRAF1 in
der tiberwiegenden Zahl der Tumorzellen. 7 von 130 Fillen erwiesen sich als partiell TRAF1-
positiv. Die restlichen 81 Fille waren TRAF1-negativ.

Differenziert man die Féarbeergebnisse im Hinblick auf die verschiedenen Entitdten der Non-
Hodgkin-B-Zell-Lymphome, so waren die TRAF1-positiven Fille ganz iiberwiegend in einigen
wenigen Entititen anzutreffen. Einige weitere Entititen zeigten eine teils partielle und immer
schwache TRAFI1-Expresssion, die meist nicht mehr als ein Drittel der jeweils untersuchten Fille
betraf. Eine grofere Zahl von B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom-Typen war komplett als TRAF1-

negativ einzustufen.

Die TRAFI1-positiven B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome fanden sich ganz iiberwiegend unter den
hochmalignen, grof3zelligen Lymphomen. Eine hdufige TRAF1-Expression zeigten die primédren
mediastinalen B-Zell-Lymphome, die anaplastische Variante der diffusen grofzelligen B-Zell-

Lymphome sowie auch das T-Zell-reiche B-Zell-Lymphom.

3.4.2.1 Primire mediastinale B-Zell-Lymphome:
Die primédren mediastinalen B-Zell-Lymphome stellten unter den B-Zell-Lymphomen die

Gruppe dar, die am regelméaBigsten eine TRAF1-Expression aufwies. In dieser Gruppe wurden
13 Fille untersucht. Von diesen exprimierten 11 Fille in iiber 95% der Tumorzellen TRAFI, ein
Fall war partiell TRAF1-positiv mit ungefahr 70% angefarbten Tumorzellen, ein Fall erwies
sich als TRAFIl-negativ. Beziiglich der Anfarbbarkeit {iberwog eine mittelgradige
Farbeintensitdt. Dabei war das Fiarbemuster weitgehend homogen, teils fand sich eine stirkere
Farbeintensitdt im Grenzbereich des Tumors zu dem umliegenden, residuellen, origindren
lymphatischen Gewebe. Insgesamt zeigten 3 von 13 Fillen eine starke Farbeintensitit, 7 von 13
eine mittelgradige und 2 von 13 Fillen eine schwache Intensitét.

Die Untersuchung dieser Fille erfolgte parallel auch mittels des kommerziell erhéltlichen
Antikorpers der Firma Santa Cruz. Dabei zeigten sich im Wesentlichen vergleichbare Befunde,
wobei sich die Farbungen des kommerziellen Antikorpers insgesamt tendenziell mit etwas

schwicherer Farbeintensitét prasentierten.

25



=

Abbildung 6: TRAFI1-Expression in einem primidren mediastinalen B-Zell-Lymphom. Kriftige Anfirbung der
Tumorzellen bei Negativitit des Zellhintergrundes. Vergroerung ca. 350fach

3.4.2.2 Anaplastische Variante der diffusen groBzelligen B-Zell-Lymphome:
Unter den primédren diffusen groBzelligen B-Zell-Lymphomen nahm der Subtyp der

anaplastischen Variante eine Sonderstellung ein hinsichtlich der TRAF1-Expression.

In dieser Arbeit wurden 20 Fille dieses Subtyps untersucht. In 15 dieser Fille waren iiber 90%
der Tumorzellen markiert in der TRAFI1-Féarbung, bei 2 Fillen zwischen 30 und 50% der
Tumorzellen, bei 3 Fillen lieB sich keine TRAF1-Expression nachweisen.

Im Hinblick auf das Firbemuster zeigte sich ein dhnliches Bild wie bei den primiren
mediastinalen B-Zell-Lymphomen: Der Tumorrandbereich wies teils eine stérkere
Farbeintensitit auf als die zentralen Tumorabschnitte. Zusammenfassend war die Farbeintensitit
in der Mehrzahl der Fille als mittelgradig einzustufen (10 von 20 Fillen). 3 Fille fielen in die
Kategorie starke Firbeintensitit, 4 Félle waren einer schwachen Intensitdt zuzuordnen. Die

Farbungen der anaplastischen Variante des priméren diffusen grofzelligen B-Zell-Lymphoms
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wurden parallel auch mit dem kommerziell erhéltlichen Antikorper durchgefiihrt. Die Ergebnisse
erwiesen sich als im Wesentlichen vergleichbar, bei einzelnen Fillen waren die Zahl der

markierten Tumorzellen sowie auch die Firbeintensitit mit dem kommerziellen Antikorper

etwas geringer.

- P

bbildung 7: TRAF1-Expression in einem diffusen grofzelligen B-Zell-Lymphom der anaplastischen Variante.
Teils mittelgradige, teils starke Anfirbung der Tumorzellen, miterfasst zwei Kapillaren mit TRAF1-negativen
Endothelien. VergroBerung ca. 400fach.

3.4.2.3 Primiire diffuse grofBzellige B-Zell-Lymphome, weitere Subtypen
Neben der anaplastischen Variante wurden auch 12 Fille der weiteren Subtypen

(zentroblastische, zentro-immunoblastische und immunoblastische Variante) der priméren
diffusen grofzelligen B-Zell-Lymphome fiir diese Arbeit ausgewidhlt. Auch in diesen Féllen war
zum Teil eine TRAF1-Expression nachweisbar, betroffen waren jedoch deutlich weniger Fille
als bei den zwei zuvor beschriebenen Gruppen. In 4 von 12 Fillen lieBen sich iiber 90% der

Tumorzellen in der TRAFI1-Firbung markieren. Es handelte sich um zwei zentroblastische
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Varianten, eine zentro-immunoblastische Variante sowie eine immunoblastische Variante des
primédren diffusen groBzelligen B-Zell-Lymphoms, dabei wies ein Fall eine Assoziation mit dem
Epstein-Barr-Virus auf. Beziiglich der Firbeintensitit war bei diesen Féllen eine insgesamt als
mittelgradig einzustufende Stirke zu beobachten, meist mit etwas schwiécher gefirbten zentralen
Tumorbereichen. In den weiteren 8 von 12 Fillen zeigten sich entweder keine oder nur einzelne

wenige Tumorzellen, die eine schwache Expression von TRAF1 erkennen lie3en.

Abbildung 8: TRAFI1-Expression in einem primédren diffusen grofzelligen B-Zell-Lymphom der zentroblastischen
Variante. Mittelkriftige, teils kriaftige Anfiarbung der Tumorzellen bei negativem Zellhintergrund. Vergroerung ca.
400fach.

3.4.2.4 T-Zell-reiches B-Zell-Lymphom
Auch das T-Zell-reiche B-Zell-Lymphom gehort zu den B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen, bei

denen der liberwiegende Teil der Fille eine komplette oder partielle TRAF1-Expression zeigte.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden 6 Fille untersucht. Von diesen exprimierten 3 Fille in der
tiberwiegenden Zahl der Tumorzellen TRAFI1. Bei 2 weiteren Féllen lag der Anteil der in der
TRAFI1-Firbung markierten Tumorzellen jeweils circa bei 50%. Bei dem 6. Fall waren lediglich
einzelne positive Tumorzellen erkennbar. Die Firbeintensitit war meist gering (bei 4 von 6

Fillen) oder mittelgradig (bei 2 von 6 Fillen).
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3.4.2.5 Plasmoblastisches Lymphom
6 Fille dieser Entitidt wurden mit dem TRAF1-Antikorper untersucht. In keinem Fall zeigte sich

ein relevanter Teil der Tumorzellen positiv. In 2 Fillen kamen vereinzelte Tumorzellen schwach

zur Darstellung (unter 1% der Tumorzellen).

3.4.2.6 B-lymphoblastisches Lymphom vom Vorlaufertyp
3 Fille des B-lymphoblastischen Lymphoms vom Vorldufertyp wurden mit dem TRAFI-

Antikorper untersucht. Alle Fille erwiesen sich als komplett TRAF1-negativ.

3.4.2.7 Plasmozytom
6 Fille des Plasmozytoms wurden in diese Arbeit integriert. Von diesen lielen sich bei 2 Fillen

circa 90% der Tumorzellen in der TRAF1-Farbung markieren. Allerdings war die Intensitét
der Fiarbung durchgingig sehr schwach. Ein Fall zeigte einzelne, schwach positive Tumorzellen

(unter 1% der Tumorzellen). Die weiteren 3 Fille wiesen keine TRAF1-Expression auf.

3.4.2.8 Burkitt-Lymphom
21 Fille des Burkitt-Lymphoms wurden mit dem TRAF1-Antikérper untersucht. Bei 6 von 21

Fillen betrug der Anteil der TRAF1-markierten Zellen 80% bis 90%. 2 Fille stellten sich mit
partieller TRAF1-Expression dar bei circa 30% angefarbten Tumorzellen. Die weiteren Fille
zeigten sich iiberwiegend komplett TRAFI1-negativ (11 von 21 Fillen) bzw. liefen vereinzelte
Tumorzellen mit schwacher TRAF1-Féarbung erkennen (2 von 21 Fillen). Die Farbeintensitit der
TRAFI1-positiven Fille war durchgiingig als gering einzustufen, lediglich bei 2 Fillen lag in den

Tumorrandbereichen stellenweise eine leichte bis mittelgradige Férbeintensitit vor.

3.4.2.9 Chronische lymphatische Leukimie vom B-Zell-Typ
10 Fille dieser Entitdat wurden geféarbt, sowohl mit dem eigens hergestellten Antikorper als auch

mit dem kommerziell verfiigbaren Antikorper. Diese parallel durchgefiihrten Fidrbungen
erbrachten die gleichen Ergebnisse. In der Auswertung dieser Fille fiel auf, dass die
kleinzelligen Tumorelemente, die die Hauptmasse des Tumors ausmachten, hiufig ein anderes
Farbeverhalten zeigten als disseminiert eingestreute blastdre Tumorzellen (meist weniger als 1 %
des Tumors). Bei 7 von 10 Fillen zeigten sich die kleinen Tumorzellen TRAF1-negativ, wihrend
die blastiren Tumorzellen eine Anfiarbung von teils geringer, teils mittelgradiger Intensitit

aufwiesen.
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Entsprechend den definierten Auswertungskriterien wurden diese Félle insgesamt als TRAFI-
negativ eingestuft. Bei 3 Fillen fand sich auch eine TRAF1-Positivitit von iiber 80-90% der

kleinzelligen Tumoranteile, die allerdings jeweils von schwacher Firbeintensitit war.

3.4.2.10 Weitere kleinzellige B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome

Neben den bereits beschriebenen Entititen wurden auch das Immunozytom, das follikuldre
Lymphom, das Marginalzonenlymphom und das Mantelzelllymphom in die Untersuchungen
beziiglich TRAF1 einbezogen. Dabei wurden insgesamt 33 Fille untersucht. In keinem dieser
Fille war eine TRAF1-Expression in einer relevanten Zahl von Tumorzellen nachweisbar.

Bei den meisten Entitdten lieBen sich in einigen Fillen, wie nachfolgend aufgeschliisselt,
einzelne Zellen, teils von blastdrer Morphologie (unter 1% der Tumorzellen) mit schwacher
Intensitdt anfirben: 1 von 4 Fillen des Immunozytoms, 5 von 13 Fillen des follikuldren
Lymphoms und 4 von 8 Fillen des Marginalzonenlymphoms. Die 8 Mantelzelllymphome

zeigten keine Anfirbbarkeit in der TRAF1-Firbung.
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TRAF1 Expression

Entitéit (Anzahl der Fille/Gesamtzahl) Farbeintensitit
+ +/- -

PMBCL 11/13 1/13 1/13 ++/+++
DLBCL(ana) 15/20 2/20 3/20 ++/+
DLBCL(zb/ib/zib) 4/12 0/12 8/12 ++
Plasmobl. Lymphom 0/6 0/6 6/6 --
Vorlidufer B-ALL 0/3 0/3 3/3 --
TCRBCL 3/6 2/6 1/6 +++
Plasmozytom 2/6 0/6 4/6 +
Burkitt-Lymphom 6/21 2/21 13/21 +
B-CLL 3/10 0/10 7/10 +
Immunozytom 0/4 0/4 4/4 --
Follikuldres Lymphom 0/13 0/13 13/13 --
Marginalzonenlymphom 0/8 0/8 8/8 --
Mantelzelllymphom 0/8 0/8 8/8 --

Tabelle 2: TRAF1-Expression in B-Zell-Lymphomen

Abkiirzungen:
PMBCL.:
DLBCL :
ana:

ib:

zb:

zib:
Plasmobl.:
Vorl. B-ALL
TCRBCL:
B-CLL:

Primires mediastinales B-Zell-Lymphom
Primires diffuses groBzelliges B-Zell-Lymphom
anaplastische Variante
immunoblastische Variante
zentroblastische Variante
zentro-immunoblastische Variante
plasmoblastisch
B-lymphoblastisches Lymphom vom Vorladufertyp
T-Zell-reiches B-Zell-Lymphom
Chronische lymphatische B-Zell-Leukédmie
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3.4.3 TRAF1-Expression in EBV-assoziierten Lymphoproliferationen

Im Zusammenhang mit den oben beschriebenen Non-Hodgkin-B-Zell-Lymphomen wurden auch
7 Fille der EBV-assoziierten Lymphoproliferationen beziiglich ihres Verhaltens in der TRAFI1-
Féarbung untersucht. Dabei zeigten durchgingig alle Fille eine Expression von iiber 95% der

CD30-positiven lymphatischen Blasten. In 5 dieser Fille entsprach das Fiérbeergebnis einer

mittelgradigen Firbeintensitit, bei 2 Féllen einer geringen Farbeintensitit.

Abbildung 9: TRAF1-Expression in einer EBV-assoziierten Lymphoproliferation. Mittelkréftige Anfarbung der
blastidren Zellen. Dazwischen TRAF1-negative Kapillaren und eingestreute kleine Lymphozyten. VergroBerung ca.
400fach.
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3.4.4 TRAF1-Expression in Non-Hodgkin-T-Zell-Lymphomen

82 Non-Hodgkin-T-Zell-Lymphome unterschiedlicher Entititen wurden zur TRAFI-Firbung
zusammengetragen. In Zusammenfassung der unterschiedlichen T-Zell-Lymphomentititen
waren insgesamt 5 von 82 Fillen TRAFI-positiv in der Mehrzahl der Tumorzellen (iiber
80 %). Weitere 17 von 82 Fillen wiesen eine partielle Expression von TRAFI auf. Die
restlichen 60 von 82 Fillen waren negativ in der TRAF1-Fiarbung. Damit lag der Anteil der
TRAFI1-positiven T-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome deutlich niedriger als dies in der
Zusammenfassung der B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome der Fall war. Des Weiteren war bei
keiner der untersuchten T-Zell-Lymphomentititen die tiberwiegende Zahl der Fille einer Entitét
TRAFI1-positiv, wie dies zum Beispiel bei den primédren mediastinalen B-Zell-Lymphomen der
Fall war. Zudem kamen Lymphome mit starker Farbeintensitéit in der TRAF1-Farbung bei den
untersuchten T-Zell-Lymphomen nicht vor. Soweit eine TRAF1-Expression nachweisbar war,

war die Firbeintensitit in der Regel schwach.

3.4.4.1 Anaplastisches grofBizelliges T-Zell-Lymphom ohne Expression des ALK-
Fusionsproteins

19 Fille dieser Entitit wurden untersucht. Bei 13 dieser Fille handelte es sich um sekundire
kutane Manifestationen eines systemischen anaplastischen grof3zelligen T-Zell-Lymphoms. 2
von 19 Fillen wiesen eine Anfdrbbarkeit von mindestens 90% der Tumorzellen auf. Bei 4
weiteren Féllen wurde ein Anteil von 30-50% der Tumorzellen in der TRAF1-Firbung markiert.
Die 13 weiteren Fille waren TRAF1-negativ. Die Férbeintensitit war bei den zwei erstgenannten
Fiéllen als mittelgradig einzustufen. Die Firbungen der Félle mit partieller TRAF1-Expression
entsprachen einer geringen Firbeintensitit. Wie auch schon bei einigen B-Zell-Lymphomen
beschrieben, zeigte sich die Féarbeintensitit innerhalb eines Falles teils ungleichmiBig ausgeprigt

mit stirkerer Anfarbbarkeit der Tumorgrenzbereiche zum Normalgewebe.

3.4.4.2 Anaplastisches groBizelliges T-Zell-Lymphom mit Expression des ALK-
Fusionsproteins

11 grofBzellige anaplastische T-Zell-Lymphome mit Expression des ALK-Fusionsproteins
wurden mit dem TRAFI1-Antikorper untersucht. Unter diesen fand sich kein Fall, in dem die
Mehrzahl der Tumorzellen mit dem TRAFI-Antikorper zu markieren war. Eine partielle

TRAF1-Positivitit lief sich in 4 von 11 Fillen nachweisen, wobei sich 10-30% der Tumorzellen
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anfédrbten. In 7 von 11 Féllen war eine TRAF1-Expression nicht nachweisbar. Dabei zeigten sich
4 dieser Fille komplett negativ, die weiteren 3 Fille lieBen vereinzelte Tumorzellen mit
schwacher TRAFI1-Fiarbung erkennen. Die Firbeintensitit war durchgingig als gering
einzustufen. Auch hier waren die TRAFI1-positiven Zellen meist im Randbereich des Tumors

anzutreffen.

Im Vergleich der anaplastischen grofizelligen T-Zell-Lymphome mit Expression und ohne
Expression des ALK-Fusionsproteins stellte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der
TRAFI1-Expression dar (p=0,9 unter Zusammenfassung der positiven und partiell positiven Fille

aus Test-technischen Griinden, da sonst der Erwartungswert zu klein wire).

3.4.4.3 Primires kutanes anaplastisches grofizelliges T-Zell-Lymphom
28 Fille, die histomorphologisch und klinisch als primédres kutanes anaplastisches grofzelliges

T-Zell-Lymphom eingestuft worden waren, wurden mittels des TRAF1-Antikorpers untersucht.
Keiner dieser Fille wies eine Expression des ALK-Fusionsproteins auf. Unter diesen stellte sich
ein Fall dar mit Expression von TRAF1 in der Mehrzahl der Tumorzellen und mittelgradiger
Farbeintensitiat. Weitere 6 von 28 Fiéllen waren mit einer partiellen TRAF1-Expression von
geringer Firbeintensitit zu verzeichnen. Die Mehrzahl der primidren kutanen anaplastischen

groBzelligen T-Zell-Lymphome (21 von 28 Fillen) erwies sich als TRAF1-negativ.

Im Vergleich der systemischen anaplastischen grof3zelligen T-Zell-Lymphome mit den primiren
kutanen anaplastischen T-Zell-Lymphomen stellte sich insgesamt kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der TRAF1-Expression dar (p=0,7 unter Zusammenfassung der positiven und
partiell positiven Fille aus Test-technischen Griinden, weil der Erwartungswert anderenfalls zu

klein wiére).
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Abbildungen 10 und 11: Primires, kutanes anaplastisches grofzelliges T-Zell-Lymphom, linksseitig mit kriftiger
Expression von CD30, rechtsseitig mit Negativitit in der TRAF1-Fiarbung. VergroBerung ca. 200-fach.

3.4.4.4 Vorlaufer T-lymphoblastisches Lymphom:
Drei Fille dieser Entitit wurden fiir diese Arbeit ausgewihlt. In keinem dieser Fille lieBen sich

Tumorzellen mit dem TRAF1-Antikorper darstellen.

3.4.4.5 NK-Zell-Lymphom
Die NK-Zell-Lymphome zeigten iiberwiegend keine Expression von TRAFl. Von 9

untersuchten Fillen erwiesen sich 6 als komplett TRAF1-negativ. Bei 2 Fillen farbten sich
einzelne Tumorzellen schwach an (unter 1% der Tumorzellen). Somit fielen auch diese der
TRAFI1-negativen Kategorie zu, so dass insgesamt 8 von 9 Fillen als TRAFI-negativ
einzustufen waren. Nur 1 Fall war TRAFI-positiv mit 90% angefirbten Tumorzellen und

mittelgradiger Féarbeintensitit.

3.4.4.6 Mycosis fungoides und Sézary Syndrom

Die Mycosis fungoides gehorte zu den T-Zell-Lymphomen, die teilweise eine TRAF1-

Expression aufwiesen, die zumeist nur einen Teil der Tumorzellen betraf.
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8 Fille dieser Entitidt wurden in dieser Arbeit untersucht. Von diesen zeigte nur ein Fall eine
Expression von TRAF1 in iiber 90% der Tumorzellen, die Firbeintensitdt war als mittelgradig
einzuordnen. Bei drei weiteren Fiéllen markierten sich die Tumorzellen teilweise in der TRAF1-
Farbung, der Anteil an positiven Zellen lag zwischen 50% und 60%. Die Stirke der Fiarbung
entsprach bei zwei dieser Fille einer geringen, bei einem Fall einer mittelgradigen Intensitit. Die
tibrigen 4 von 8 Fillen lieBen nur sehr vereinzelte, schwach angefdarbte Tumorzellen erkennen
(unter 1% der Tumorzellen) und wurden dementsprechend als TRAF1-negativ dokumentiert.

Die untersuchten Fille des Sézary Syndroms (2 Fille) erwiesen sich als komplett TRAFI-

negativ.

3.4.4.7 Angioimmunoblastisches T-Zell-Lymphom
In den zwei untersuchten angioimmunoblastischen T-Zell-Lymphomen traten einzelne, schwach

TRAF1-positive Tumorzellen auf, entsprechend den Kriterien dieser Arbeit waren sie insgesamt

als TRAF1-negativ einzustufen.
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3.5 TRAF1-Expression in der Lymphomatoiden Papulose

Die lymphomatoide Papulose wurde ebenfalls in die Untersuchungen mit dem TRAFI-
Antikorper eingeschlossen. Insbesondere sollte die lymphomatoide Papulose hinsichtlich der
TRAF1-Expression verglichen werden mit den kutanen anaplastischen T-Zell-Lymphomen, denn
diese Entititen sind bislang auch unter Zusammenfassung von konventionell-histologischer,
immunbhistologischer und molekularpathologischer Untersuchung schwer diagnostisch
abgrenzbar.

49 Fille der lymphomatoiden Papulose wurden untersucht, die in der dermatologischen Klinik
der Charité diagnostiziert worden waren und deren weiterer klinischer Verlauf auch dort
dokumentiert worden war. Darunter befanden sich 41 Fille des Subtyps A (definitionsgemal
verstreute, CD30-positive T-Zellen mit morphologischer Ahnlichkeit mit den Reed-Sternberg-
Zellen) sowie 8 Fille des Subtyps C (definitionsgemédll Rasen von CD30-positiven, atypischen
T-Zellen). Die TRAF1-Fiarbungen der lymphomatoiden Papulose ergaben ein deutlich anderes
Bild als die Untersuchungen der oben beschriebenen T-Zell-Lymphome. Der grofite Teil der
Fille (41 von 49 Fillen, darunter 35 Fille des Subtyps A, 6 Fille des Subtyps C) zeigte eine
TRAFI1-Positivitdt in den morphologisch atypischen, CD30-positiven Zellen des Infiltrates.
Dabei war nahezu durchgéngig eine starke Firbeintensitit zu verzeichnen. Weiteren 5 von 49
Fiéllen (darunter 3 Fille des Subtyps A, 2 Fille des Subtyps C) war eine partielle TRAF1-
Expression zuzuordnen, auch diese mit starker Firbeintensitdt. 3 von 49 Fillen (3 Fille des
Subtyps A) verhielten sich negativ in der TRAF1-Fiarbung. Damit fand sich kein wesentlicher
Unterschied der TRAFI-Fiarbungen beziiglich der untersuchten Subtypen A und C der
lymphomatoiden Papulose.

Unter Auswertung der geschilderten Daten ist die TRAFI1-Expression der lymphomatoiden
Papulose signifikant hoher als die der untersuchten primédren und systemischen kutanen

grof3zelligen anaplastischen T-Zell-Lymphome (p<0,001).
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Abbildungen 12 und 13: Lymphomatoide Papulose Typ A, linksseitig Himatoxylin-Eosin, rechtsseitig TRAF1-
Férbung; hier kriftige Markierung der blastéren Zellen. Vergrofierung Abb. 10. ca. 100fach, Abb11. ca. 200fach.

Abbildungen 14 und 15: Lymphomatoide Papulose Typ C, linksseitig CD30-Farbung, rechtsseitig TRAF1-

Farbung. In beiden Fiarbungen kriftige Markierung der blastdren Zellen. VergroBerung jeweils ca. 200fach.
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TRAF1 Expression
Entitéit (Anzahl der Fille/Gesamtzahl) Farbeintensitit

+ +/- -
ALCL (ALK-) 2/19 4/19 13/19 ++/+
ALCL (ALK+) 0/11 4/11 7/11 +
cALCL 1728 6/28 21/28 +++
LyP 41/49 5/49 3/49 +++
Vorl.-T.-ALL 0/3 0/3 3/3 --
NK-Zell-Lymphom 1/9 0/9 8/9 ++
Mycosis fungoides 1/8 3/8 4/8 ++/+
Sézary Syndrom 0/2 0/2 2/2 --
AILD 0/2 072 2/2 -

Tabelle 3: TRAF1-Expression in T-Zell-Lymphomen und in der lymphomatoiden Papulose

Abkiirzungen:

ALCL: Systemisches anaplastisches groBzelliges T-Zell-Lymphom
ALK-: Keine Expression des ALK-Fusionsproteins

ALK+ : Expression des ALK-Fusionsproteins

cALCL: Primires kutanes anaplastisches grofzelliges T-Zell-Lymphom
LyP Lymphomatoide Papulose

Vorl.-T.-ALL : Vorlaufer T-lymphoblastisches Lymphom

AILD: Angioimmunoblastisches T-Zell-Lymphom
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3.6 TRAF1-Expression in nicht-lymphatischen Tumoren

Neben den Neoplasien lymphatischer Herkunft galt das Interesse dieser Arbeit auch den nicht-
lymphatischen Tumoren. Um hier ein moglichst umfassendes Bild zu erhalten, wurde analog zu
den unter 3.2. beschriebenen Untersuchungen der Normalgewebe ein breiter Querschnitt aus
iiberwiegend epithelialen und einigen nicht-epithelialen Tumoren zusammengetragen.
Ausgewihlt wurden: Tumoren des Verdauungstraktes (Osophaguskarzinom, Magenkarzinom,
Kolonkarzinom, hepatozelluldres Karzinom, cholangiozellulires Karzinom), Tumoren des
Respirationstraktes (Bronchialkarzinom, Mesotheliom), Tumoren des weiblichen Genitaltraktes
(Endometriumkarzinom, Mammakarzinom, Fibroadenom der Mamma), Tumoren des
minnlichen Genitaltraktes (Prostatakarzinom, Seminom, embryonales Karzinom des Hodens),
Tumoren des harnbildenden und harnableitenden  Systems  (Nierenzellkarzinom,
Urothelkarzinom), = Tumoren der endokrinen  Organe  (Nebennierenrindenadenom,
Phiochromozytom), ein Tumor des Fettgewebes (Lipom), die Langerhanssche Histiozytose und
das maligne Melanom. Insgesamt handelte es sich dabei um 58 Fille. In dieser stark heterogenen
Gruppe waren die Firbeergebnisse weitgehend einheitlich. Bis auf die Fille der
Langerhansschen Histiozytose waren alle anderen Entitdten als TRAFI1-negativ einzustufen.
Dabei zeigten sich die meisten Tumoren komplett TRAF1-negativ. Lediglich bei 2 von 5 Fillen
des embryonalen Karzinoms des Hodens sowie auch in einem klarzelligen Nierenzellkarzinom
fanden sich einzelne schwach angefirbte Tumorzellen (weniger als 10 % der Tumorzellen).
Sofern auf den entsprechenden Paraffinschnitten Normalgewebe erfasst war, entsprach das
Farbemuster den bereits oben beschriebenen Ergebnissen. In einigen Féllen war in
Tumorumgebung ein lymphatisches Begleitinfiltrat erfasst, in dem sich die bereits beschriebenen
interdigitierenden Retikulumzellen sowie auch vereinzelte lymphatische Blasten markieren
lieBen, was das bereits dokumentierte Firbemuster des nicht-neoplastischen lymphatischen

Gewebes bestitigte und zugleich als positive, intrinsische Kontrolle zu nutzen war.

3.6.1 Langerhanssche Histiozytose
In allen untersuchten Fillen der Langerhansschen Histiozytose (7 Fille) lief sich eine TRAF-1-

Expression nachweisen. Betroffen waren die CD1A-positiven Langerhans-Zellen. Der Anteil der
markierbaren Zellen variierte allerdings stark. In 3 Féllen farbten sich circa 60-70 Prozent der
Zellen mit schwacher oder mittelgradiger Intensitét. Bei den weiteren 4 Fillen kamen nur circa

10-20 Prozent der Langerhans-Zellen schwach zur Darstellung.
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Entitiit TRAF1 Expression
(Anzahl der Fille/Gesamtzahl) Farbeintensitéit
+ +/- -
Langerhanssche Histiozytose 0/7 717 0/7 +/++
Bronchialkarzinom 0/2 0/2 2/2 --
Oropharynxkarzinom 0/1 0/1 1/1 --
Osophaguskarzinom 0/2 0/2 2/2 -
Magenkarzinom 0/4 0/4 4/4 --
Kolonkarzinom 0/7 0/7 /7 --
Hepatozellulidres Karzinom 0/4 0/4 4/4 --
Cholangiozelluldres Karzinom 0/1 0/1 1/1 --
Endometriumkarzinom 0/3 0/3 3/3 --
Mammakarzinom 0/5 0/5 5/5 --
Fibroadenom 0/1 0/1 1/1 --
Prostatakarzinom 0/2 0/2 2/2 --
Nierenzellkarzinom 0/4 0/4 4/4 --
Urothelkarzinom 0/3 0/3 3/3 --
Nebennierenrindenadenom 0/1 0/1 1/1 --
Phiochromozytom 0/1 0/1 1/1 --
Malignes Melanom 0/2 0/2 2/2 --
Lipom 0/1 0/1 1/1 --
Mesotheliom 0/4 0/4 4/4 --
Seminom 0/5 0/5 5/5 --
Embryonales Karzinom 0/5 0/5 5/5 --

Tabelle 4: TRAF1-Expression in nicht-lymphatischen Tumoren



4. Diskussion

Die Tumor-Nekrose-Faktor assoziierten Faktoren (TRAFs) sind eine Gruppe von
Adapterproteinen, die iiber zahlreiche Interaktionen in die Regulation von Zelldifferenzierung,
Zellproliferation und Apoptose involviert sind. Dies sind Mechanismen, die bei der
Tumorentstehung eine Schliisselrolle spielen. Da die maligne Transformation von Zellen zumeist
eine Anderung des Antigenprofils mit sich bringt, ist die Untersuchung des Expressionsmusters
eines Antigens in Normal- und Tumorgewebe anhand immunhistologischer Methodik von grof3er
Bedeutung, unter anderem auch im Hinblick auf die diagnostische Nutzbarkeit des Molekiils.
Das Ziel dieser Arbeit war daher die Zusammenstellung des Expressionsmusters von TRAF1 mit

einem eigens hergestellten Antikorper.

Der fiir diese Arbeit verwendete, im Hause hergestellte Antikorper wurde vor Durchfithrung
dieser Untersuchungen mittels Western-Blot-Untersuchung getestet und die hohe Spezifitit
belegt. Die in der Literatur vorhandenen Daten wurden mit einem kommerziell erhiltlichen
Antikorper generiert, soweit sie auf immunhistologischer Methodik beruhten. Dieser Antikorper
wurde im Vorfeld der hier dargestellten Untersuchungen ebenfalls einer Westernblot-
Untersuchung unterzogen. Hier zeigten sich mehrere Banden als Hinweis auf eine mangelnde
Spezifitidt beziehungsweise Kreuzreaktionen mit anderen Molekiilen. Das deutet auf eine
Verzerrung von Untersuchungsergebnissen aus der Literatur hin, die sich auf TRAF1 beziehen
sollten. So haben zum Beispiel andere Mitglieder der TRAF-Familie bekanntermallen ein breites
Expressionsmuster (78). Ein Teil der hier zusammengestellten Fille wurde im Anschluf} an die
Farbungen mit dem hauseigenen Antikorper auch mit dem kommerziell erhiltlichen Antikorper
untersucht. Zu diesem Zeitpunkt wurde die Western-Blot-Untersuchung dieses Antikorpers
wiederholt. Hier zeigte sich eine Erhohung der Spezifitit, so dass von einer zwischenzeitlichen

Weiterentwicklung des Antikorpers auszugehen ist.

Der im Hause hergestellte Antikorper ergab in den Firbungen stets ein zytoplasmatisches, teils
membrands betontes Fiarbemuster von unterschiedlich starker Firbeintensitit. Die Funktion des
TRAFI1-Molekiils in der Zelle ist im Einzelnen noch nicht geklirt, dies steht jedoch zumindest
im Einklang damit, dass eine Assoziation von TRAF1 an die Zellmembran bekannt ist (113). Da
die Farbeintensitdt von der Zahl der gebundenen Antikorper abhéngt und sich somit gleichsinnig

mit der Zahl der TRAFI1-Molekiile veridndert, wurde die Stirke der Firbung dieser
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Untersuchungen semiquantitativ ausgewertet und mit einer geringen, mittelgradigen und starken
TRAFI1-Expression gleichgesetzt.
Die Ergebnisse der TRAF1-Fiarbungen sollen im Folgenden zusammengefasst, diskutiert und mit

den Daten der Literatur verglichen werden.

Um ein moglichst umfassendes Bild des TRAFI1-Expressionsmusters zu erhalten, wurden in
diese Arbeit eine grofle Zahl von unterschiedlichen normalen Gewebsarten, reaktiver Lisionen
und verschiedener Tumorentitdten integriert. Beziiglich der nicht-lymphatischen, normalen
Gewebe zeigen die Ergebnisse, dass keines der untersuchten Gewebe eine wesentliche TRAF1-
Expression aufweist. In den regelhaften lymphatischen Geweben findet sich ebenfalls keine
TRAFI1-Expression in den kleinzelligen, lymphatischen Zellen. Dahingegen stellen sich in der
Regel einzelne blastire Zellelemente TRAFI1-positiv dar, die zumeist interfollikulér, seltener
intrafollikulédr lokalisiert sind. Des Weiteren ist in den lymphatischen Geweben eine Zellart
anzutreffen, die regelmiBig eine TRAF1-Expression aufweist. Hierbei handelt es sich um die
interdigitierenden Retikulumzellen, die stets kriftig TRAF1 exprimieren.

Als reaktive Lisionen wurden fiir diese Arbeit die dermatopathische Lymphadenopathie und die
infektiose Mononukleose ausgewihlt. Im Fall der dermatopathischen Lymphadenopathie zeigt
sich eine starke TRAFI-Expression der im Parakortex gelagerten Zellen dendritischen
Ursprungs. Auch bei der infektiosen Mononukleose ist eine starke TRAF1-Expression
darstellbar, die sich in den CD30-positiven Zellen findet, die teils auch das latente
Membranprotein des Epstein-Barr-Virus exprimieren.

Das Hauptinteresse dieser Arbeit galt jedoch den neoplastischen Lisionen. Im Fall der nicht-
lymphatischen Neoplasien wiederholt sich in den TRAF1-Firbungen im Wesentlichen das Bild
der nicht-lymphatischen, normalen Gewebe. Eine nennenswerte TRAFI1-Expression ist nicht
nachweisbar. Deutlich anders verhalten sich die malignen Lymphome beziiglich der TRAF1-
Expression. Hier gibt es einige Entitéten, die nahezu immer TRAF1 exprimieren. Grundsitzlich
ist hierbei zu beobachten, dass diese in der Regel grofzellige Lymphome sind. Die kleinzelligen
Lymphome sind ganz iiberwiegend TRAF1-negativ.

Die Entitit, die am regelmiBigsten (in 100% der Fille) TRAF1 exprimiert, ist das klassische
Hodgkin-Lymphom. Dabei ist die TRAFI1-Expression in nahezu allen Fillen mindestens
mittelgradig oder stark. Ein Unterschied zwischen den 3 Subtypen des klassischen Hodgkin-
Lymphoms ist nicht zu belegen. Dahingegen findet sich zwar auch in allen Fillen des
lymphozytenpridominanten Hodgkin-Lymphoms eine TRAFI1-Expression, die aber im

Vergleich mit den Subtypen des klassischen Hodgkin-Lymphoms deutlich geringer ist in Bezug
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auf den Prozentsatz der positiven Tumorzellen und auf die Firbeintensitit. Unter den B-Zell-
Non-Hodgkin-Lymphomen fallen bei der TRAF1-Untersuchung in erster Linie drei Entititen
auf: das primdre mediastinale B-Zell-Lymphom, die anaplastische Variante des diffusen
grofzelligen B-Zell-Lymphoms und das T-Zell-reiche B-Zell-Lymphom. Bei diesen
Erkrankungen kann in einem hohen Anteil der Fille eine meist mittelgradige TRAF1-Expression
nachgewiesen werden. Diese Lymphome sind allerdings nicht die einzigen B-Zell-Lymphome,
bei denen eine TRAFI-Expression auftritt. Zwar ist der Anteil an positiven Fillen deutlich
geringer, jedoch exprimierten auch immerhin 4 von 12 Féllen der weiteren Subtypen des
primdren diffusen grofzelligen B-Zell-Lymphoms TRAFI, daneben einige Fille des
Plasmozytoms und des Burkitt-Lymphoms. Die weiteren untersuchten B-Zell-Lymphome zeigen
keine oder nur eine geringe TRAF1-Expression, die zumeist nur einzelne Félle betrifft, schwach
ausgepragt ist oder oft nur auf einzelne blastire Tumorzellen beschrinkt ist. Darunter befinden
sich die kleinzelligen B-Zell-Lymphome sowie auch das plasmoblastische Lymphom und die
Vorldufer B-lymphoblastische Leukémie.

Bei den T-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen ist eine TRAFI1-Expression insgesamt deutlich
seltener als bei den B-Zell-Lymphomen. Keine Entitédt der T-Zell-Lymphome zeigt eine TRAF1-
Expression in der Mehrzahl der Fille. Es finden sich nur Einzelfdlle mit TRAF1-Positivitit.
Auch hier stellt sich dar, dass TRAF1-positive Fille zumeist unter den groB3zelligen Lymphomen
anzutreffen sind, so finden sich einzelne Fille mit TRAF1-Expression unter den anaplastischen
grofzelligen T-Zell-Lymphomen. Im Zusammenhang insbesondere mit den kutanen
anaplastischen groBzelligen T-Zell-Lymphomen wurde auch die lymphomatoide Papulose
untersucht aufgrund der teilweise extrem schwierigen differentialdiagnostischen Abgrenzung
zum kutanen anaplastischen grofizelligen T-Zell-Lymphom. Hier zeigt sich ein hochsignifikanter
Unterschied: Der groBite Teil der pathomorphologisch und im klinischen Verlauf als
lymphomatoide Papulose eingestuften Fiélle weist eine starke Expression von TRAFI1 auf,
wohingegen die primédren kutanen anaplastischen grofizelligen T-Zell-Lymphome ganz

tiberwiegend TRAF1-negativ sind.

In Betrachtung der neu gewonnenen Daten im Vergleich mit den bekannten Daten finden sich
teils Ubereinstimmungen, teils Widerspriiche. So wird in der Literatur angegeben, dass in
verschiedenen normalen Geweben eine TRAF1-Expression zu finden ist, so zum Beispiel in der
Epidermis, im Hoden, in manchen mesenchymalen Zellen und in einigen Driisenepithelien (78).
In der gleichen Veroffentlichung wird auch ein deutlich hoherer Prozentsatz an TRAF1-positiven

B-Zell-Lymphomen angegeben (ungefdhr 50%), einschlieBlich der iiberwiegend kleinzelligen

44



Entitdten, wie insbesondere der chronischen lymphatischen B-Zell-Leukdmie, dem follikuldren
Lymphom oder dem Mantelzelllymphom. Dies kann in den vorliegenden Untersuchungen nicht
bestétigt werden. Auch bei der chronischen lymphatischen Leukdmie vom B-Zell-Typ zeigten
sich die meisten Fille TRAFI1-negativ, eine TRAFI1-Expression fand sich zumeist nur in
einzelnen blastdren Tumorzellen. Die Ursache fiir diese Diskrepanzen liegt moglicherweise in
den oben beschriebenen Kreuzreaktionen, beziehungsweise der mangelnden Spezifitit des zur
Zeit jener Untersuchungen erhiltlichen kommerziellen Antikorpers. Auch die anschliefend
durchgefiihrten Firbungen mit dem zwischenzeitlich offenbar verbesserten, kommerziell
erhiltlichen Antikorper belegen die iiberwiegende TRAFI1-Negativitit der chronischen
lymphatischen Leukédmie vom B-Zell-Typ.

Die in dieser Arbeit nachgewiesene TRAF1-Positivitidt des klassischen Hodgkin-Lymphoms
bestétigt die zuvor bekannten, anhand der in-situ-Hybridisierung gewonnenen Daten (107). Eine
andere Publikation beschreibt allerdings eine Abhingigkeit der TRAFI1-Expression in den
Hodgkin-Lymphomen vom EBV-Status (114). Hier wird dargestellt, dass der Prozentsatz an
TRAF]I1-positiven Fillen bei den EBV-positiven Hodgkin-Lymphomen signifikant hoher liegt als
bei den EBV-negativen Hodgkin-Lymphomen (61% TRAF1-positive Félle bei EBV-positiven
Hodgkin-Lymphomen gegeniiber 33% TRAF1-positiven Fiéllen bei EBV-negativen Hodgkin-
Lymphomen) (114). Dies kann mittels der hier zusammengestellten Daten nicht bestétigt
werden. Alle untersuchten Hodgkin-Lymphome zeigten sich hier TRAF1-positiv, und bei
semiquantitativer Auswertung lief} sich auch kein Unterschied beziiglich der Stirke der TRAF1-
Expression darstellen bei den Epstein-Barr-Virus-assoziierten Hodgkin-Lymphomen im
Vergleich mit den Epstein-Barr-Virus-negativen Hodgkin-Lymphomen.

Eine weitere Veroffentlichung widmet sich den Eigenschaften der primiren mediastinalen
grofzelligen Lymphome. In dieser Arbeit wird dargestellt, dass die primédren mediastinalen
grofzelligen B-Zell-Lymphome durchgingig eine TRAF1-Positivitdt aufweisen, wihrend diese
den Subtypen des diffusen groBizelligen B-Zell-Lymphoms fehlen soll (108). Zwei weitere
Veroffentlichungen (109, 110) der gleichen Arbeitsgruppe beschiftigen sich weiter mit der
TRAFI1-Expression in primdren mediastinalen B-Zell-Lymphomen. Hier wurde als weiteres
Molekiil c-Rel untersucht, ein Protoonkogen, das zur NF-kB/Rel-Transkriptionsfaktor-Familie
gehort (115). Die Autoren beschreiben in einer dieser beiden Arbeiten (109), dass eine
Expression von TRAFI in 62% der Fille der primédren mediastinalen B-Zell-Lymphome zu
finden ist, wihrend bei den primidren diffusen groBzelligen B-Zell-Lymphomen nur 12%
TRAFI1-positiv sein sollen. Eine dhnliche Verteilung geben sie fiir die Expression von c-Rel an

mit einer Positivitidt von 65% der Fille des primédren mediastinalen B-Zell-Lymphoms gegeniiber
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einer Positivitidt von 18% der Fille der priméren diffusen groBzelligen B-Zell-Lymphome. Die
Autoren kommen zu dem Ergebnis, dass eine Koexpression von TRAF1 und c-Rel
hochspezifisch fiir die Unterscheidung zwischen primédren mediastinalen B-Zell-Lymphomen
und priméren diffusen groflzelligen B-Zell-Lymphomen ist. Die andere der erwidhnten Arbeiten
(110) befasst sich mit der Expression von TRAF1 und c-Rel beziiglich der Abgrenzung der
klassischen Hodgkin-Lymphome von anaplastischen, grof3zelligen Lymphomen, von dem
lymphozytenpridominanten Hodgkin-Lymphom und den diffusen groBzelligen B-Zell-
Lymphomen. Hier wird beschrieben, dass eine starke TRAFI1-Expression in einer relevanten
Zahl von Fillen nur im klassischen Hodgkin-Lymphom nachweisbar ist. Eine Expression von c-
Rel wird in dieser Arbeit beschrieben in den klassischen Hodgkin-Lymphomen sowie in den
primiren diffusen, grofzelligen B-Zell-Lymphomen. Hier wird der Schluss gezogen, dass eine
Koexpression von TRAF1 und c-Rel hochsensitiv und spezifisch ist fiir die klassischen Hodgkin-
Lymphome.

Diese Untersuchungen werden durch die in der vorliegenden Arbeit gewonnen Daten nur
teilweise gestiitzt. Die hier untersuchten primiren mediastinalen B-Zell-Lymphome zeigen sich
tatsidchlich ganz tiberwiegend TRAF1-positiv mit einem Prozentsatz von 84% TRAF1-positiven
Fillen (11 von 13 Fillen). Damit liegt der Prozentsatz niedriger als in der ersten zitierten Arbeit,
die sich allerdings nur auf 6 Fille stiitzte, jedoch hoher als in der Nachfolgearbeit (hier sind 62%
positive Fille angegeben) (109).

Eine wesentliche diskrepante Beobachtung der hier dargelegten Untersuchungen ist jedoch, dass
die TRAFI1-Expression nicht auf die primédren mediastinalen B-Zell-Lymphome und die
Hodgkin-Lymphome beschridnkt ist. Unter den primédren diffusen groBzelligen B-Zell-
Lymphomen ist vor allem die anaplastische Variante zu nennen, die in 15 von 20 Féllen eine
TRAFI1-Expression von mittelgradiger Firbeintensitit aufwies. Des Weiteren zeigte sich in
unseren Untersuchungen ein Drittel der Fille der weiteren Subtypen des primidren diffusen
grofBzelligen B-Zell-Lymphoms TRAF1-positiv, daneben auch ein groBer Teil der T-Zell-
reichen-B-Zell-Lymphome. Diese Diskrepanzen konnten mit der bereits beschriebenen
mangelnden Spezifitit des verwendeten kommerziellen Antikorpers zusammenhingen. Der
direkte Vergleich mit den zitierten Arbeiten ist jedoch schwierig. Die erste Arbeit (108) beruht
auf einer nur geringen Fallzahl (5 TRAFI1-negative Fille von priméren diffusen grofzelligen
Lymphomen). In der Publikation beziiglich der Unterscheidung der primédren mediastinalen B-
Zell-Lymphomen von den priméren diffusen, groBzelligen B-Zell-Lymphomen (109) wurden
zwar 173 Fille der letzteren Kategorie untersucht, hier wurde aber nicht nach Subtypen

unterschieden, so dass unklar ist, ob und in welchem Umfang insbesondere die anaplastische
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Variante und das T-Zell-reiche-B-Zell-Lymphom integriert wurden. In der dritten Arbeit (110),
die sich in erster Linie mit der Abgrenzung der klassischen Hodgkin-Lymphome beschiftigt,
werden anaplastische grofzellige Lymphome genannt, die meist TRAF1-negativ waren, darunter
nur wenige Fille mit schwacher, fokaler TRAF1-Expression. Hierbei ist allerdings nicht ganz
klar zu erkennen, ob es sich um B-Zell- oder T-Zell-Lymphome handelt. An einer Stelle wird
von einer Untergruppe der diffusen groBzelligen B-Zell-Lymphome gesprochen, tabellarisch ist
jedoch eine Negativitit fiir das B-Zell-Antigen CD20 und die bei T-Zell-Lymphomen
auftretende Translokation des ALK-Proteins bei einem Teil der Fille angegeben (109). Die
untersuchten lymphozytenpridominanten Hodgkin-Lymphome wurden in dieser Arbeit als
TRAFI1-negativ eingestuft mit nur wenigen Fillen von schwacher fokaler TRAF1-Positivitit.
Dies korreliert nicht mit unseren Untersuchungen, in denen sich in allen
lymphozytenpridominanten Hodgkin-Lymphomen eine TRAFI1-Expression darstellen lie3,
allerdings von schwacher Intensitit. Dieser Unterschied sowie die vorher beschriebenen
Diskrepanzen sind moglicherweise auch durch den verwendeten, kommerziellen Antikorper
erklarbar. Dieser erbrachte in den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten parallelen
Untersuchungen teils eine schwichere Farbung. Andere Ursachen fiir die beschriebenen
Diskrepanzen liegen moglicherweise in technischen Griinden bei der Fixierung und
Prozessierung des Gewebes.

Daraus ist zu folgern, dass eine Abgrenzung der primidren mediastinalen B-Zell-Lymphome
mittels TRAF1 von den priméren diffusen groflzelligen B-Zell-Lymphomen und von dem T-
Zell-reichen-B-Zell-Lymphom nicht zuverldssig moglich ist. Dies trifft ebenfalls fiir die
Unterscheidung der klassischen Hodgkin-Lymphome von den genannten Entitéten zu.

Ob diese Abgrenzungen unter Zuhilfenahme des Molekiils c-Rel moglich sind, kann im Rahmen
dieser Arbeit nicht beurteilt werden. Um zu priifen, ob die in den genannten Publikationen
gefundene Sensitivitdt und Spezifitiat der Markerkombination TRAF1 und c-Rel nachvollziehbar
ist, sollen die hier zusammengetragenen Fille zukiinftig einer Untersuchung beziiglich der c-Rel-

Expression unterzogen werden.

Des Weiteren ist aus den gewonnenen Daten Folgendes zu schliefen: Eine stetige TRAFI-
Expression findet sich in normalen Geweben nur in interdigitierenden Retikulumzellen des
lymphatischen Gewebes. Eine Expression von TRAF]1 in anderen Zellen ist offenbar induzierbar.
In der Literatur ist bekannt, dass TRAF1 induzierbar ist durch eine Stimulation von TNFRs iiber

eine Aktivierung von NF-x und damit die TRAF1-Expression NF-kB-abhingig ist (102).
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Eine Expression von TRAF1 findet sich in aller Regel in blastdren, lymphatischen Zellen. Die
meisten in dieser Arbeit untersuchten kleinzelligen Lasionen sind TRAF1-negativ. Die TRAFI-
Expression in Blasten in normalen lymphatischen Geweben ist in der Art zu erkldren, dass es
sich hier um offenbar aktivierte Zellen handelt. In Bezug auf die neoplastischen Erkrankungen
spielt eine TRAF1-Expression offensichtlich nur bei den lymphatischen Neoplasien eine Rolle.
Zum groften Teil korreliert die TRAFI1-Expression mit der Expression bestimmter TNFRs, fiir
die aus der Literatur eine Assoziation mit TRAFI bekannt ist (81, 82, 89). Dies gilt in erster
Linie fiir CD30 (81,82), das beim Hodgkin-Lymphom, bei der anaplastischen Variante des
diffusen grofzelligen B-Zell-Lymphoms oder bei den mediastinalen B-Zell-Lymphomen
gefunden werden kann. Doch bedeutet eine CD30-Expression nicht in jedem Fall, dass auch
TRAF1 exprimiert wird. Dies zeigt sich beispielsweise bei dem embryonalen Karzinom des
Hodens, das nur gelegentlich einzelne TRAFI1-positive Zellen enthilt, oder auch bei den
groBzelligen anaplastischen T-Zell-Lymphomen, die in der Mehrzahl TRAFI1-negativ sind.
Moglicherweise wird hier CD30 zwar exprimiert, aber nicht stimuliert, so dass es nicht zu einer
Aktivierung von NF-xB kommt und damit nicht zu der oben beschriebenen NF-kB-abhédngigen
Induktion von TRAF1 (102). Unter den TRAF1-positiven Entitdten finden sich weitere, in denen
teils zusitzlich zu CD30 andere bekannte Interaktionspartner von TRAF]1 beteiligt sind, so zum
Beispiel das latente Membranprotein des Epstein-Barr-Virus bei der infektiosen Mononukleose
und der EBV-assoziierten Lymphoproliferation. Bei wieder anderen Entititen ist der
Interaktionspartner  fir ~TRAFI  noch  nicht klar, beispielsweise bei  dem
lymphozytenpradominanten Hodgkin-Lymphom, das CD30-negativ ist oder bei den CD30-
negativen Subtypen der diffusen groBzelligen B-Zell-Lymphome. Bei der TRAF1-Expression
der Zellen dendritischen Ursprungs kommen in erster Linie CD40, TNFR2 sowie eventuell auch
O0X40 und CD27 als Partner von TRAF1 in Frage. Die Erkrankungen, die auf Zellen
dendritischen Ursprungs beruhen, verhalten sich unterschiedlich in Bezug auf die TRAFI-
Expression. Bei der dermatopathischen Lymphadenopathie findet sich eine kriftige TRAFI-
Expression der parakortikalen, dendritischen Zellpopulation, die sich zusammensetzt aus
interdigitierenden Retikulumzellen und Langerhanszellen. Eine TRAF1-Expression in den
interdigierenden Retikulumzellen entspricht dem Bild der regelhaften lymphatischen Gewebe.
Die Langerhanszellen der Haut jedoch stellten sich in den hier beschriebenen Untersuchungen
TRAFI1-negativ dar. In der Literatur wird spekuliert, dass das Auftreten der Langerhanszellen in
der dermatopathischen Lymphadenopathie durch eine Migration aus chronisch irritierten
Hautldsionen zu erkldaren ist (116). Moglicherweise ist die TRAFI1-Expression der

Langerhanszellen hier durch eine Aktivierung von NF-kB verursacht, die wiederum die TRAFI1-
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Expression induziert (102). Dagegen liegt bei der Langerhansschen Histiozytose offenbar nur
eine geringe Aktivitit von NF-kB vor und nur eine partielle und schwache TRAF1-Expression.

Die Induzierbarkeit von TRAF1 bietet auch eine Erkldrung fiir die immer wieder auftretende
Beobachtung, dass bei TRAFI1-positiven Lymphomen der Grenzbereich zum origindren
lymphatischen Gewebe stirker TRAF1 exprimiert als die zentralen Tumorabschnitte. Bedingt
sein konnte dies durch eine Vermittlung iiber TNFRs ohne Todesdoméne iiber eine Stimulation

mit Liganden der umliegenden Zellen.

Von besonderem Interesse sind die geschilderten Ergebnisse der Untersuchungen bei den
priméren kutanen lymphoproliferativen T-Zell-Erkrankungen mit Expression von CD30. Hierbei
handelt es sich um das primidre kutane anaplastische grofizellige T-Zell-Lymphom und die
lymphomatoide Papulose. Das primédre kutane anaplastische groBzellige T-Zell-Lymphom
kommt in der Haut &lterer Patienten (117) vor mit leichter Bevorzugung des ménnlichen
Geschlechtes. Bei Diagnosestellung liegt hiufig eine solitdre, umschriebene tumords-knotige
Hautlédsion vor. 20% der Fille zeigen multizentrische Lisionen (118). Im weiteren Verlauf der
Erkrankung kann es zu einer partiellen oder kompletten Regression kommen, jedoch treten
hiufig Rezidive auf. Dariiber hinaus entwickeln 10% der Patienten eine progrediente
systemische Lymphomerkrankung (118, 119, 120). Die lymphomatoide Papulose ist eine
chronische, rezidivierende Hauterkrankung (121, 122). Hier treten papulose und knotige
Hautinfiltrate auf, die im weiteren Verlauf eine spontane Regression zeigen (118, 121). Der
Krankheitsverlauf der lymphomatoiden Papulose insgesamt ist in der Regel benigne und geht mit
einer 10-Jahres-Uberlebensrate von nahezu 100% einher. Betroffen sind in der Regel iltere
Patienten mit leichter Bevorzugung des minnlichen Geschlechtes (117, 118). Beide
Erkrankungen zeigen also zum Teil vergleichbare epidemiologische Daten und klinische
Erscheinungsbilder. Diese Ubereinstimmung spiegelt sich auch auf mikroskopischer Ebene
wieder. Bei beiden Erkrankungen findet sich ein dermales Infiltrat atypischer T-Lymphozyten,
die immunhistologisch CD30 exprimieren und in einem gemischt zusammengesetzten,
entziindlichen Hintergrund liegen. Bei den priméren kutanen anaplastischen grofzelligen T-Zell-
Lymphomen stellen sich Rasen von atypischen, blastiren Zellen dar. Die bei einem Teil der
systemischen anaplastischen groBzelligen T-Zell-Lymphomen auftretende Expression des ALK-
Fusionsproteins ist bei der iiberwiegenden Mehrzahl der primidren kutanen anaplastischen T-
Zell-Lymphome nicht nachweisbar (123, 124). Bei der lymphomatoiden Papulose koénnen
histologisch drei Untergruppen unterschieden werden (117): der Typ A mit locker verteilten,

Reed-Sternberg-dhnlichen Zellen, der Typ B mit cerebriformen Zellen oft ohne Expression von
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CD30, dhnlich denen der Mycosis fungoides, sowie der Typ C. Bei diesem Subtyp finden sich
diffuse, CD30-positive Infiltrate atypischer, blastidrer T-Zellen und damit ein dhnliches Bild wie
bei dem oben beschriebenen primiren, kutanen, anaplastischen, grof3zelligen T-Zell-Lymphom.
Auch mittels molekularpathologischer Analytik ist keine eindeutige Abtrennung moglich (125).
Der groBte Teil der priméren kutanen anaplastischen groBzelligen T-Zell-Lymphome zeigt eine
klonale Umlagerung der Gene des T-Zell-Rezeptors (117). Eine solche lédsst sich jedoch auch bei
vielen Fillen der Lymphomatoiden Papulose nachweisen, einschlieBlich aller drei Subtypen
(126, 127, 128). Wegen der genannten erheblichen Uberschneidungen des klinischen,
epidemiologischen und histologischen Bildes wird in der WHO-EORTC-Klassifikation die
lymphomatoide Papulose Typ C auch als Grenzldsion eingestuft, deren Verhalten nicht sicher
vorhergesagt werden kann, so dass entsprechende Lisionen oft erst im klinischen Verlauf korrekt
eingeordnet werden konnen. Eine frithzeitige diagnostische Abtrennung dieser Erkrankungen ist
jedoch extrem wichtig im Hinblick auf die weiteren therapeutischen Entscheidungen. Das
primdre kutane anaplastische grofzellige T-Zell-Lymphom bedarf meist einer kombinierten
Chemotherapie, eine Fehleinschitzung kann hier fatale Folgen haben. Umgekehrt kann eine als
CD30-positives Lymphom eingestufte lymphomatoide Papulose unter systemischer
Chemotherapie ein Rezidiv entwickeln, was zu dem falschen Eindruck einer progredienten
Lymphomerkrankung fiihrt und den Patienten unnétigerweise mit einer aggressiveren Therapie
belastet.

Die diesbeziiglich in diesen Untersuchungen gewonnenen Daten zeigen einen hochsignifikanten
Unterschied der TRAF1-Expression. Der grofite Teil der pathomorphologisch und im klinischen
Verlauf als lymphomatoiden Papulose eingestuften Félle weist eine starke Expression von
TRAF1 auf. Dahingegen findet sich in den primédren und sekundédren kutanen anaplastischen
grofzelligen T-Zell-Lymphomen in der ganz iiberwiegenden Zahl der Fille keine Expression
von TRAFI. Auch die systemischen groBzelligen anaplastischen T-Tell-Lymphome ohne kutane
Beteiligung sind in der Mehrzahl der Félle TRAF1-negativ. Findet sich eine TRAF1-Expression,
so ist sie meist inkomplett und schwach.

Dieser Unterschied in der TRAF1-Expression konnte durch einen unterschiedlichen Status der
NF-kB-Aktivierung in beiden Erkrankungen bedingt sein. Dies wiirde bedeuten, dass in den
Zellen der lymphomatoiden Papulose NF-kB stark aktiviert wird, wihrend die Tumorzellen der
kutanen anaplastischen groBzelligen T-Zell-Lymphome eine geringe NF-kB-Aktivitit aufweisen
miissten. Denkbar ist hier eine Induktion der TRAF1-Expression der lymphomatoiden Papulose
durch Zytokinstimulation oder iiber eine starke Aktivierung von NF-kB durch Mutationen von

NF-«B-Inhibitoren, wie dies beispielsweise bei einigen Hodgkin-Lymphomen gezeigt wurde
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(129). Die Annahme einer geringen NF-kB-Aktivitit bei den anaplastischen grofBzelligen
Lymphomen korreliert gut mit Daten der Literatur, die darauf hin deuten, dass in unstimulierten
Zelllinien der kutanen und systemischen groB3zelligen anaplastischen T-Zell-Lymphome die NF-
kB-Aktivitat gering ist (130, 131, 132). Derartige Untersuchungen fiir die lymphomatoide
Papulose liegen zurzeit noch nicht vor.

In Zusammenschau der hier dargelegten Untersuchungsergebnisse lidsst sich abschlieBend
feststellen, dass sich die eingangs beschriebene molekulare Einzigartigkeit von TRAF1 im
Vergleich mit den anderen Mitgliedern der TRAF-Familie auch in der Expression in vivo
widerspiegelt. Die Erstellung des Expressionsprofils von TRAF1 mittels eines eigens
hergestellten, monoklonalen Antikorpers fiihrt teils zu einer Einschrankung und Modifizierung
der in der Literatur bekannten Daten, zum Beispiel was die TRAFI-Expression in normalen,
nicht-lymphatischen Geweben und in kleinzelligen B-Zell-Lymphomen betrifft oder beziiglich
der Nutzbarkeit von TRAF1 bei der Diagnose der primiren mediastinalen B-Zell-Lymphome.
Teilweise lassen sich Ergebnisse, die mittels anderer Untersuchungsmethoden erstellt worden
waren, bestdtigen (107). Als wesentlichstes Ergebnis dieser Untersuchungen zeigt sich jedoch
eine Erweiterung der bisherigen Datenlage hinsichtlich der diagnostischen Wertigkeit der
TRAF1-Expression in Bezug auf die bislang problematische Differenzierung der CD30-

positiven, kutanen lymphatischen Lisionen.
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5. Zusammenfassung:

TRAFI ist eins von 6 Adapterproteinen der TRAF-Familie, die iiber zahlreiche Interaktionen in
wesentliche zelluldre Prozesse des Zelliiberlebens und des Zelltods involviert ist. Die
Darstellung der TRAF1-Expression im Gewebe mittels Immunhistologie ist von besonderem
Interesse, weil die Expression von TRAF1 beschrinkt ist auf bestimmte Entitdten lymphatischer
Erkrankungen. Da die bis dato vorliegenden Daten der Literatur teils unvollstindig und teils
widerspriichlich waren, wurde fiir diese Arbeit ein im Hause hergestellter, hochspezifischer,
monoklonaler Antikorper zur Verfiigung gestellt und das Expressionsprofil anhand von
insgesamt 472 Proben von zahlreichen regelhaften und erkrankten Geweben ermittelt.

Hierbei ergibt sich, dass eine TRAF1-Expression in nicht-lymphatischen Geweben nicht in
nennenswertem Umfang nachweisbar ist, und zwar unabhiéngig davon, ob es sich um regelhafte
Gewebe oder Neoplasien handelt.

In einigen lymphatischen reaktiven Lasionen ist eine kriftige TRAF1-Expression darstellbar, die
teils erkldrbar ist iiber in der Literatur bekannte Assoziationen mit TNF-Rezeptoren wie CD30
oder das latente Membranprotein des Epstein-Barr-Virus. In anderen Fillen ist noch nicht
bekannt, welcher TNFR an der Hochregulierung von TRAF1 beteiligt ist.

Bei den untersuchten Lymphomen kann die bereits in der Literatur bekannte kréftige und
konstante Expression von TRAF1 in allen Typen des Hodgkin-Lymphoms bestitigt werden,
einschlieBlich der etwas schwicheren Positivitit der LPHLs. Eine Beeinflussung der TRAF1-
Expression durch den EBV-Status bei den Hodgkin-Lymphomen ist nicht zu belegen.

Unter den B-Zell-Lymphomen sind die primiren mediastinalen B-Zell-Lymphome iiberwiegend
TRAFI1-positiv. Die in der Literatur angegebene Abgrenzung zu anderen diffusen, grof3zelligen
B-Zell-Lymphomen mittels TRAF1 ist jedoch nicht ohne weiteres moglich, da auch
insbesondere die anaplastischen groBzelligen B-Zell-Lymphome, die T-Zell-reichen B-Zell-
Lymphome, so wie auch ein Teil der restlichen diffusen, grozelligen B-Zell-Lymphome TRAF1
exprimieren.

Bei den T-Zell-Lymphomen ist von besonderem Interesse, dass sowohl die systemischen als
auch die kutanen grofizelligen anaplastischen T-Zell-Lymphome iiberwiegend TRAFI-negativ
sind, wihrend die lymphomatoide Papulose in den meisten Fillen kréftig TRAF1 exprimiert.
Ungeklart ist hierbei bislang die pathogenetische Relevanz, jedoch konnte TRAFI1 ein neuer
Marker in der Differenzierung dieser beiden Entitdten sein und helfen, eine friihzeitige addquate

Therapie zu ermoglichen.
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7. Abkiirzungen und Erliduterungen der vorstehenden

Tabellen

TRAF1-Expression:

+ Expression vorhanden (iiber 80% der Tumorzellen)

+/- partielle Expression (10-80% der Tumorzellen)

- keine Expression (<10% der Tumorzellen)

Firbeintensitit:

+++ stark
++ mittelgradig

+ schwach

AILD :
ALCL:

ALK -:

ALK +:
B-CLL:
cALCL:
DLBCL:

ana:

ib:

zb:

zib:

HL, ns:
HIL.,mc:

HL, Irc:
LPHL:

LyP:
Plasmobl. Lymphom:
PMBCL.:
TCRBCL:
Vorl.-B.-ALL:
Vorl.-T.ALL:

Angioimmunoblastisches T-Zell-Lymphom
Anaplastisches grofzelliges Lymphom

keine Expression des ALK-Fusionsproteins
Expression des ALK-Fusionsproteins
Chronische lymphatische B-Zell-Leukédmie
Priméres kutanes anaplastischers grofzelliges T-Zell-Lymphom
Priméres, diffuses grofizelliges B-Zell-Lymphom
Anaplastische Variante

Immunoblastische Variante

Zentroblastische Variante
Zentro-immunoblastische Variante
Hodgkin-Lymphom, nodulér sklerosierender Typ
Hodgkin-Lymphom, Mischtyp
Hodgkin-Lymphom, lymphozytenreicher Typ
Lymphozyten-pradominantes Hodgkin-Lymphom
Lymphomatoide Papulose

Plasmoblastisches Lymphom

Priméres mediastinales B-Zell-Lymphom
T-Zell-reiches B-Zell-Lymphom

Vorldufer B-lymphoblastisches Lymphom
Vorldufer T-lymphoblastisches Lymphom
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