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ABSTRACT

Die T-Large Granular Lymphocyte (T-LGL) Leuk&mie ist eine seltene, chronisch verlaufende und
haufig indolente Iymphoproliferative Erkrankung, die durch klonale Expansion von
semiautonomen T-Zellen vom Effektorphanotyp gekennzeichnet ist. Das klinische Bild wird durch
Zytopenien und den daraus resultierenden Komplikationen bestimmt, wobei die Neutropenie in
der Mehrzahl der Patienten dominiert. In der Atiologie der klonalen Expansionen von T-LGL
werden chronische Stimulation durch Antigene (méglicherweise Hamatopoese - spezifisch) und
die dysregulierten apoptotischen Mechanismen als Hauptfaktoren diskutiert.

Unsere Hypothese beruhte auf der Annahme, dass die Evolution des T-LGL Klons nicht zuféllig
ist, sondern durch &hnliche antigene Strukturen im Zusammenhang mit einem
autoimmunologischen Vorgang verursacht wird, und durch weitere Faktoren wie die
immunogenetische Konstitution, sowie eine erhéhte Apoptoseresistenz beglinstigt werden kann.
Wir haben eine effiziente Methode fir die sensitive Charakterisierung von individuellen
klonotypischen Repertoires entwickelt, und konnten mit unserer Strategie die Sequenzen der
immunodominanten T-LGL Klone effizient bestimmen. In longitudinellen Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass die hdmatologische Remission nach einer immunosuppressiven Therapie
mit einer Verringerung oder Verlust der expandierten Klone und der Wiederherstellung von TZR
Diversitat einherging. Es konnten identische oder strukiurverwandte immunodominante
Klonotypen in Patienten identifiziert, sowie Ahnlichkeiten innerhalb der individuellen
klonotypischen Repertoires aufgedeckt werden. Die Ergebnisse sprechen flr eine nicht zufallige
und am ehesten durch gleiche/ &hnliche Antigene getriggerte klonale Selektion in T-LGL

Weiterfihrend wurden mit der Methodik die klonotypischen Repertoires in anderen Erkrankungen
des Knochenmarks erfolgreich untersucht (MDS, PNH und Knochenmarktransplantation).

In weiteren Versuchen konnten wir ferner nachweisen, dass in den T-LGL Zellen die
homdostatische Apoptose dysreguliert ist (Uberaktivierung des PI3K-AKT-Weges), und dass
bestimmte immunogenetische Faktoren (funktionelle Polymorphismen) mit T-LGL assoziiert sind.
Durch beides kann die Expansion und Persistenz der T-LGL Klone begtinstigt werden.
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EINLEITUNG

Die klinische Entitat Large Granular Lymphocyte (LGL) Leukamie ist eine klonale
Lymphoproliferation, die in den meisten Fallen von CD3+CD8+ Effektorzellen (T-LGL) und viel
seltener von den natiirlichen Killerzellen (NK-LGL) ausgeht." Das Erstmanifestationsalter der T-
LGL betragt typischerweise 55-60 Jahre, ohne Unterschiede in der Geschlechterverteilung.?®
Das klinische Bild der T-LGL Leuk&mie wird durch die Folgen der Zytopenien bestimmt: am
haufigsten wird die Neutropenie beobachtet und kann zu bakteriellen Infekten und Fieber flhren,
jedoch im Gegensatz zu Neutropenie die bei anderen hamatologischen Erkrankungen auftritt,
verlauft die Symptomatik bei T-LGL haufig milde. Interessanterweise, trotz der extremen
Lymphozyten-Monoklonalitat, durch die eine effektive polyklonale Antigenerkennung theoretisch
insuffizient wird, treten opportunistische Infektionen in T-LGL Patienten in der Regel nicht auf.
Andere Zytopenien wie RCA (red cell aplasia), Thrombozytopenie oder Panzytopenie sind viel
seltener und kénnen bei einigen Patienten, im Verlauf der Erkrankung, unabhéngig voneinander
auftreten. Klinisch verlauft die Erkrankung meist indolent und chronisch, und kann in bis zu 1/3
der Patienten ohne Symptome verlaufen. Der wenig maligne Charakter der T-LGL und die
Tatsache, dass die aggressive Chemotherapie keinen Nutzen zeigt, die Patienten aber auf die
Immunosuppression ansprechen kdénnen, spricht dafir, dass T-LGL eher eine autoimmune

Erkrankung, als eine Leukamie im eigentlichen Sinne ist. >®

Die Diagnosestellung der T-LGL Leukdmie erfolgt traditionell anhand des
Immunphé&notyps (in den meisten Fallen: CD3+CD8+CD27-CD57+ und VB aB+) und der klonalen
TZR-gamma-Restriktion. Zusatzlich kann in vielen Fallen mittels VB-DurchfluBzytometrie die klon-
spezifische, expandierte TZR-VB Familie identifiziert werden. %"

In T-LGL, &hnlich wie bei anderen Erkrankungen mit erworbenen Knochenmarkversagen (z.B.

Aplastische Anamie oder

Myelodysplastisches Syndrom) spielen die | Abb. 1
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kommt es zur Anamie/Aplasie der roten Zellen (RCA). Analog dazu wirde eine Zerstérung der
frthen hamatopoietischen Stammzellen zu einer Panzytopenie flhren, wie z.B. bei der
Aplastischen Anamie. (Siehe Abbildung 1)

Bisher ist die Atiologie der T-LGL nicht weitgehend geklart. Phanotypisch sind die T-LGL Klone
mit terminal ausdifferenzierten antigen-getriggerten Effektorzellen identisch. Es ist anzunehmen,
dass in T-LGL nach der primaren polyklonalen T Zell Aktivierung (z.B. gegen Viren oder self-
proteine), die monoklonale Expansion von voraktivierten, autoreaktiven Lymphozyten, oder
Zellen, die einem exogenen “Hit* ausgesetzt sind, folgt (schematisch erklart in Abbildung 2). Die
Persistenz dieser monoklonal expandierten Klone koénnte in solchem Fall durch
Apoptoseresistenz oder Zytokin-Uberangebot erklart werden.

T-Zellen kénnen anhand des T Zell Rezeptors (TZR) charakterisiert werden: Die Mehrheit
der T-Lymphozyten (ca. 95%), tragen einen TZR des ap-Typs, wobei die a durch eine
Verknipfung von Va und Ja Genen und die B-Kette durch Rekombination von VB, DB und Jj
Genen gebildet wird.® Als Klonotyp einer T Zelle wird die rekombinierte Region zwischen VB, DB
und JB, (die auch die CDR3 Region beinhaltet) bezeichnet. Eine funktionelle T Zelle exprimiert
nur einen Typ von TZRB Kette (im Gegensatz von >1 a-Ketten), somit eignet sich die TZR B-
Familie bestens fir die Charakterisierung der T-Zell-Klonalitdten/ Klonotypen: mit einer Diversitat
von (ber 10*18 verschiedenen Rekombinationssequenzen ist es duBerst unwahrscheinlich, dass
eine klonotypische Sequenz wiederholt vorkommt.'®""

Die genauen Zielstellungen dieser Dissertationsarbeit waren: a) Etablierung einer
effizienten Methodik fir die

prazise Charakterisierung von | Abb.2
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MATERIALIEN UND METHODEN

Das humane TZR VB Repertoire wird gemaB verschiedenen Nomenklaturen in einzelne
VB-Familien unterteilt. Fir unsere Zwecke haben wir die Nomenklatur von Arden et al verwendet:
nach dieser gangigen Klassifizierung existieren 24 vollstandig rearrangierte VB Familien, wovon
VB 10 und 19 als Pseudogene nicht funktionell sind und fir VB Familien 15, 24 (und teilweise
VB6) keine FACS Antikdrper zur Verfigung stehen, und diese nur mit molekularen Methoden
prazise untersucht werden konnen.'®'® Zusammenfassend beinhaltete die Methodik VB FACS
Analysen, durchfluBzytometrische oder magnetische Zellsortierung, hochauflésende HLA-
Analyse, VB-spezifische PCR oder VB-multiplex PCR, TZR VB Spectratyping, Klonierung der
TZR VB Ketten in bakterielle Vektoren, Transformation und bakterielle Kultur mit anschlieBender
single Kolonien-PCR und Sequenzierung von einzelnen T Zell Rezeptoren; des weiteren: Design
und Etablierung von Tagman - Sonden flr alle humane TZR JB Ketten, Quantifizierung und
longitudinelle Bestimmung von einzelnen T Zell Expansionen mittels Sequenzierung. Im
Folgenden werden die methodischen Schritte einzeln erldutert, wobei die detaillierten
Versuchsbedingungen und Chemikalien, sowie Richtlinien fir die Akquirierung von Patienten den

Publikationen [**°

] entnehmen sind.

TZR Repertoire Bestimmung mittels VB-FACS. Die Variabilitdit des humanen TZR VB
Repertoires wird mit einem Standard Zwei-Laser DurchfluBzytometer (FACS) durchgefiihrt. Mit
fluoreszierenden Antikérpern, die spezifisch fir T-Lymphozyten und einzelne VB Familien/
Subfamilien sind, werden die prozentualen Anteile der verschiedenen T-Zell-Populationen
bestimmt. T-Zellen werden durch Granularitdt (SSC) und GréBe (FSC), als auch durch CD3
Markierung identifiziert, und die CD4 und CD8 T-Populationen werden auf den Anteil
verschiedener VB Familien untersucht. Die VB Expansionen, die weiter als zwei
Standardabweichungen von der durchschnittlichen VB Verteilung in gesunden Probanden
abweichen, werden als pathologisch expandiert gewertet und weiterflihrend mit molekularen
Methoden untersucht, um die echten klonotypischen Expansionen von Pseudoklonalitadten zu
unterscheiden. Mit den zur Verfigung stehenden VB Antikdrpern kénnen ca. 70-80% des
humanen TZR Repertoires erfasst werden. Vorausgesetzt der Fall, wenn die Summe der TZR VB
Familien im FACS nur 30% ergibt, kann davon ausgegangen werden, dass die Expansion fiir
eine der nicht erfassten VB Populationen spezifisch ist (VB15/24/6), was durch Spectratyping
oder Sequenzierung dieser VB Familien bestéatigt werden kann (siehe Abbildung 3a).
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Molekulare Analyse des TZR Repertoires mittels TZR RT-PCR, VB Spectratyping
und Sequenzierung (Abb. 3a). Die mononukledre Zellfraktion wird aus dem peripheren Blut
mittels Ficoll separiert, gefolgt von der durchfluBzytometrischen oder magnetischen Sortierung
auf CD4+ oder CD8+ Populationen, RNA Extraktion und Oligonukleotid-geprimten cDNA
Synthese. Mit der Vbeta spezifischen PCR werden die gesamten T-Zellen der entsprechenden
Vbeta Familie amplifiziert (VB1-24 sense Primer und ein universeller CB antisense Primer),

Abb. 3. Strategien fir die Untersuchung von TCR Repertoires
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alternativ kann mit der multiplex BIOMED2 PCR das gesamte humane TZR VB Repertoire
amplifiziert werden (alle VB sense und alle JB antisense Primer). Die Verwendung von
fluoreszierenden antisense Primer (FAM oder HEX markiert) ermdglicht ein TZR VB
Spectratyping, d.h. eine hochauflésende VB Fragmentlangenanalyse mittels Kapillarsequencer.
Mit dieser Methode kénnen T Zell Oligo- bis Monoklonalitdten als prominente Peaks visualisiert
werden; eine Bestimmung des prozentuellen Anteils, der genauen Lange oder der Sequenz der
expandierten T Zellen ist jedoch nicht méglich. Fir diese Zwecke missen die einzelnen TZRs
sequenziert werden: die amplifizierten TZR Beta-Ketten werden aus einem Agarosegel
extrahiert, eluiert, aufgereinigt und in einen bakteriellen TA-Vektor kloniert, gefolgt von
Transformation in chemisch-kompetente E.coli, Ausplattieren und Zichten auf Agarplatten.
AnschlieBend werden Einzelkolonien erneut mittels PCR ampilifiziert, aufgereinigt, und positive
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Klone werden sequenziert. Auf diese Weise kann das Verteilungsmuster der von einzelnen T
Zellen exprimierten TZR Vbeta CDR3 Regionen bestimmt werden.

Fir diese experimentelle Abfolge wurden in zahlreichen Vorversuchen verschiedene
Bedingungen getestet um eine radikal hohe Spezifitdt ohne Verlust der Sensitivitat zu erreichen
(z.B. empfehlen wir die Reduktion der phanotypischen Expressionszeit post Transformationem
auf 45 Min. anstatt der gangigen 60 Min., um auszuschlieBen, dass durch eine unerwinschte
bakterielle Zellteilung, vor dem Ausplattieren und der Trennung in Einzelkolonien, TZR
Pseudoklonalitdten entstehen. Fir eine gleichmaBige Amplifikation aller VB Familien und
klonierter VB Produkte wurden verschiedene PCR Bedingungen etabliert. Eine weitere wichtige
methodische Uberlegung bezieht sich auf die Anzahl der zu sequenzierenden Klonotypen, um
eine solide Aussage Uber das AusmaB der T Zell Klonalititen zu treffen. Anhand unserer
Erfahrungen sollten fir eine statistisch représentative Verteilung die Sequenzen von mindestens
ca. 15 Klonotypen pro einzelne VB Familie oder mindestens ca. 60 Klonotypen pro ein Multiplex-
VB-Gemisch analysiert werden.

Analyse und Vergleich von Homologien der rearrangierten TZR Klonotypen. Die -
Sequenzen der rearrangierten Klonotypen wurden entweder mittels IMGT TZR analysis Tool '
(bei VB spezifischen PCRs) oder mittels zu diesem Zweck geschriebenen Word/Excel Makros
analysiert und in Proteinsequenzen umgeschrieben. Der Vergleich von Sequenz-Homologien
zwischen und innerhalb der einzelnen TZR Repertoires erfolgte ebenfalls mittels Excel Makros,
wobei verschiedene Analysecodes unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen physiko-

chemischen Eigenschaften der einzelnen Aminosauren getestet und eingesetzt wurden.

Quantifizierung von klonotypischen Expansionen mittels Sequenzierung. Die
Expansionsrate der T Zell Klonotypen innerhalb einer VB Familie wurde mittels Sequenzierung
bei ausgewahlten Patienten vor, im Verlauf und nach der immunosuppressiven Therapie
quantifiziert. Die Sequenzierung erfolgte, wie oben beschrieben, flr entsprechende VB Familien
innerhalb der CD8+ Zell Populationen. Anhand der Expansion der immunodominanten
Klonotypen sowie der Gesamtzahl der sequenzierten Klonotypen wurde die absolute Klonalitat
oder Diversitat innerhalb einer VB Familie oder (wenn die VB-Expansion mittels FACS Analyse
bekannt war) innerhalb des gesamten TZR Repertoires errechnet.
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ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Analyse der TZR Repertoires in T-LGL und anderen Erkrankungen des
Knochenmarks. Mit der in Abbildung 3b schematisch dargestellter Vorgehensweise konnten wir
in mehreren methodischen Schritten, in den meisten T-LGL Patienten immunodominante
klonotypische Expansionen nachweisen. Bei Patienten, bei denen die VB Expansion mittels
vorheriger VB-FACS Analyse bekannt war, wurden die Repertoires der entsprechenden VB
Familien durchsequenziert. In Féllen ohne erkennbare Expansion in den bekannten VB Familien
oder wenn eine vorhergehende VB-FACS Analyse nicht méglich war, wurden die VB Familien 6,
15 und 24 sequenziert, oder das gesamte TZR Repertoire mittels multiplex Primer-Gemisch (alle
VBs und alle JBs) sequenziert. Anhand der Analyse einer Vielzahl von klonotypischen
Sequenzen bei Gesunden (57 +/- 25 pro VB Familie bei 26 Kontrollen) wurde eine CDR3
Expansion erst von Uber 12,5% als pathologisch gewertet. Auf diese Weise konnten in der
Hauptverdffentlichung dieser Dissertationsarbeit ['°] in 44/60 T-LGL Patienten VB Expansionen
mittels VB-DurchfluBzytometrie identifiziert werden, mit molekularen Methoden zur Bestimmung
der T-Zell Klonalitat waren jedoch bei 56/60 Patienten immunodominante Expansionen
nachweisbar (insgesamt 86 expandierte Klonotypen); in 21 Patienten wurde mehr als 1
immunodominanter Klon gefunden. Die Verteilung der Klonotypenhaufigkeit betrug 18%-100%
innerhalb einer VB Familie oder 1,8%-95% innerhalb des gesamten CD8+ TZR Repertoires.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die relativ hohe Dunkelziffer an undetektierten klonalen
Expansionen mit prazisen molekularen Methoden minimiert werden kann, zusatzlich zeigt sich,

dass eine Biklonalitat in T-LGL nicht selten ist.

Mit ahnlicher Vorgehensweise wurden in den folgenden Originalarbeiten, an denen der
Promovend beteiligt war, die TZR Repertoires untersucht (siehe beiliegende Publikationen):
a) bei bekannten oder neu diagnostizierten Patienten mit T-LGL: Schade AE, Blood 2006,
O’keefe CL, J.Immunol. 2004, Nearman ZP, Br J Haematol. 2007. '""®
b) bei Patienten mit Graft-versus-host-disease (GVHD): Beck RC, Br J Haematol. 2005 und
O’Keefe, Exp Hematol. 2004."2°
c) bei Patienten nach Knochenmark-Transplantation: und Mclver Z, Br J Haematol. 2008.%'
d) bei Patienten mit der Paroxysmalen nachtlichen Ha&moglobinurie (PNH): Risitano AM,
Leukemia 2005 und Plasilova M, Exp Hematol. 2004.2%%3
e) bei Patienten mit bekanntem Myelodysplastischen Syndrom: Kordasti SY, Blood 2007.2*
Zusammenfassend konnte in diesen Publikationen gezeigt werden, dass die Anwendbarkeit
dieser Methode ein breites Spektrum hat, es kénnen z.B. GVHD-assozierte reaktive Klone nach
der Knochenmarktransplantation, ,T-LGL-like“ Klone in anderen hamatologischen Erkrankungen
wie der PNH identifiziert werden, oder die TZR Repertoires von CD4+ Tregs in Hochrisiko-MDS

analysiert werden.

-10 -
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Mit der Fragestellung, ob zwischen den Klonotypen einzelner T-LGL Patienten strukturelle
Ahnlichkeiten bestehen, die auf eine Beteiligung von &hnlichen/ identischen Target-Antigenen
hinweisen kénnten, wurden die Klonotypsequenzen in den Standard-20 AA (amino acid) Code,
sowie in mehr redundante 8AA und 7AA Codes umgewandelt und die klonotypischen Sequenzen
zwischen und innerhalb von individuellen Repertoires verglichen. In 3 von 60 T-LGL Patienten
konnte eine identische CDR3-Sequenz identifiziert werden (in 2 Féllen war der Klonotyp
immunodominant, d.h. expandiert und im 3. Patienten minor, d.h. nicht expandiert).
Interessanterweise &hneln sich diese Patienten bezlglich ihrer HLA-Antigenitat: alle drei
exprimieren HLA B7. Ferner wurden in 2 weiteren Patientenpaaren ebenfalls identische
Klonotypen gefunden (als immunodominant und minor, oder als minor und minor).

Weiterhin lieferte der Strukturvergleich in 7 und 8AA Codes deutliche Ahnlichkeiten zwischen den
individuellen Repertoires von Patienten. Derartige Ahnlichkeiten konnten bei Analyse gesunder
Repertoires nicht gefunden werden; als Kontrollen dienten die klonotypischen Repertoires von
Gesunden. Da die antigenspezifischen Effektorzellen jedoch - theoretisch denkbar - weniger
diverse Repertoires aufweisen als die Gesamt-CD8+ Population, haben wir zusatzlich auch die
Repertoires von CD3+CD8+CD57+ in Gesunden untersucht.

Insgesamt weisen die hier genannten Ergebnisse auf die Wahrscheinlichkeit hin, dass die
Evolution der T-Zell Klonalitédten in T-LGL nicht per Zufall entsteht. Es kann vielmehr angedeutet
werden, dass die expandierten Klone einer, gegen &ahnliche antigene Strukturen gerichteten
Immunantwort entwachsen. Natirlich sollte nicht ausgeschlossen werden, dass das Auftreten von
identischen expandierten Klonen in verschiedenen Patienten zuféllig ist, wenn man jedoch die
immens hohe TZR Variabilitét in Betracht zieht, ist diese Moglichkeit unwahrscheinlich.

Beim Vergleich der Sequenz-Homologien von Klonotypen innerhalb individueller Repertoires
konnten bei einigen T-LGL Patienten auffllige Ahnlichkeiten zwischen immunodominantem
(expandiertem) und minoren Klonotypen innerhalb desgleichen Repertoires aufgefunden werden.
Dieses Ergebnis kann daraufhin deuten, dass im Zuge der Immunantwort primé&r zahlreiche Klone
unterschiedlicher Affinitdt selektiert werden, wobei sich anschlieBend der immunodominanter
Klon ,sich heraushebt aus dem Hintergrund der oligoklonalen Proliferation.

Des Weiteren interessierte uns die wichtige Frage nach der klinischen Bedeutung der T-Zell
Klonalitdten in T-LGL. Unter der Annahme, dass nach einer immunosuppressiven Therapie die
Expansion der pathologischen Klone abnimmt und der physiologische TZR Repertoire
wiederhergestellt wird, wurden die individuellen TZR Repertoires vor und im Verlauf der Therapie
sequenziert. In allen 6 T-LGL Patienten, die mit Cytoxan erfolgreich behandelt wurden, fihrte die
Therapie zu Abnahme oder Verlust des anfanglich immunodominanten Kilons, zeitgleich
stabilisierten sich die hamatologischen Parameter (z.B. H&moglobin und Retikulozyten bei
Patienten mit RCA); und die klonotypische Diversitat (Polyklonalitét) innerhalb der betroffenen VB
Familie wurde wiederhergestellt. Dieses Ergebnis verdeutlicht die wichtige Rolle der

-11 -
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Immunosuppression in T-Zell assoziierten Autoimmunerkrankungen. Durch Immunosuppression
kénnen die expandierten autoimmunen Klone beseitigt oder zumindest auf bestimmte Zeit
inhibiert werden, parallel dazu wird ein ,effizientes” polyklonales TZR Repertoire wiederherstellt.
Mit der TZR Sequenzierung kénnen sowohl einzelne T-Zell Klone, wie auch gesamte Repertoires
longitudinell, auf prazise Weise quantifiziert werden; dieses eréffnet neue Wege fir weitere
methodische Uberlegungen, wie z.B. die Etablierung von T-Zell spezifischen Tagman-Tests bei
primér bekannten Klonotypsequenzen.

Zusammenfassend konnte in den Arbeiten zur Untersuchung der TZR Repertoires eine
effiziente und sensitive Methode zur Identifizierung von T-Zell Klonalitdten etabliert werden und
die TZR Repertoires in T-LGL und anderen hamatologischen Erkrankungen charakterisiert
werden. Ferner zeigt sich eine universelle Anwendbarkeit der fir die Index-Veréffentlichung
etablierten Methodik auch fur andere hdmatologische Fragestellungen. Allgemeingltig kann
dieses experimentelle Vorgehen fir die Bestimmung und Charakterisierung von physiologischen
und pathologischen immunologischen Vorgéngen eingesetzt werden.

Die Rolle von immunogenetischen Faktoren in T-LGL Leukamie. Aufgrund der
Assoziation von T-LGL mit zahlreichen Autoimmunerkrankungen (Rheumatoide Arthritis, Collitis
Ulzerosa, Morbus Sjégren, SLE, MS und weiteren)®*®?® ist es denkbar, dass in T-LGL
immunogenetische Faktoren, wie z.B. die verdnderte Expression von inflammatorischen
Zytokinen aufgrund von Polymorphismen, KIR oder HLA Konstitution die Ag-spezifischen T-LGL
Zellen zur klonalen Expansion und Persistenz pradisponieren. Fur die Veréffentlichung von
Nearman ZP, Wlodarski M etal, British J Hematol 2006 wurden in insgesamt 66 T-LGL Patienten
funktionelle genetische Polymorphismen (CTLA4, CD16, CD45, TNFa, TGF-b1, IL6, und IL10)
und die HLA/KIR Profile molekularbiologisch untersucht. Im Vergleich mit der ethnisch gleichen
gesunden Bevdlkerung konnten weitgehend keine Assoziationen zwischen HLA-, bzw. KIR-
Konstitution und der Erkrankung aufgezeigt werden. Statistisch signifikant waren lediglich
Mismatch-Konstellationen zwischen zwei KIR-Gensubtypen und deren Liganden (HLA) und die
erhdéhte Frequenz von bestimmten Genotypen der TNFa und CTLA4 Polymorphismen in T-LGL.
Der KIR/KIR-L Mismatch in T-LGL kénnte eine Stérung der Balance zwischen ,silencing” und
Jriggering” der Zytotoxizitdt nach sich ziehen und die erhdhte Bereitschaft zur klonalen
Expansion und Zytotoxizitdt der T-LGL Klone erklaren. Die biologische Bedeutung dieser
Ergebnisse fir T-LGL ist unklar und bedarf weiterer funktioneller Untersuchungen.

PI3BK-AKT  Signaltransduktionsweg erklart die Resistenz  gegeniiber
homoostatischer Apoptose in T-LGL. Typischerweise exprimieren T-LGL Zellen den Phanotyp
einer antigenspezifischen T-Zelle, die terminal differenziert ist und im Normalfall ihre
Apoptosemechanismen bereits aktiviert/initiiert hat. Trotz einer erhdhten Expression von Fas und
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Fas Ligand (FasL) sind die T-LGL Klone jedoch resistent gegenlber Fas/FasL induzierter
Apoptose. Der Phosphatidylinositol-3 Kinase (PI3K)-AKT Signaltransduktionsweg spielt eine
entscheidende Rolle fiir die Aufrechterhaltung der Balance zwischen Uberleben und Apoptose
einer Zelle und sichert somit die Homd&ostase von antigen-getriggerten T-Zellen. In der
Publikation von Schade AE, Powers J, Wlodarski MW, et al. Blood 2006, konnte gezeigt werden,
dass die T-LGL Klone im Vergleich zu Kontrollen eine konstitutive AKT Phosphorylierung
aufweisen. Dies filhrte zu der Annahme, dass durch die Uberexpression von PI3K die T-LGL
Klone resistent gegenlber FasL induzierter Apoptose sind, und die Inhibierung dieses Weges
wirde diese Apoptoseresistenz revertieren. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass
Inhibierung des PI3K Weges zur Abnahme der AKT Phosphorylierung und zeitgleich zur spontan
induzierbaren Apoptose der LGL Klone fiihrte. Diese Ergebnisse weisen auf eine Dysregulation
des PI3K-AKT Weges, erklaren die Apoptoseresistenz der T-LGL Klone und 6ffnen neue
Méglichkeiten fiir therapeutische Uberlegungen in T-LGL.
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