Aus dem
CharitéCentrum fur diagnostische und praventive Labormedizin
Institut fur Pathologie
Direktor: Prof. Dr. med. Manfred Dietel

Habilitationsschrift

Morphologische und funktionelle Untersuchungen zur
Rolle des Transkriptionsfaktors T-bet in erregerbedingten
Lymphknotenerkrankungen, Autoimmunerkrankungen
und malignen Lymphomen

Zur Erlangung der Lehrbeféhigung
flr das Fach Pathologie

vorgelegt dem Fakultatsrat der Medizinischen Fakultat
Charité-Universitatsmedizin Berlin

von

Dr. med. Korinna Johrens
geboren am 22.02.1967 in Berlin

Eingereicht: 17.02.2012

Dekanin: Frau Prof. Dr. med. Annette Gruters-Kieslich

1. Gutachter: Herr Prof. Dr. Falko Fend, Tubingen

2. Gutachter: Herr Prof. Dr. Andreas Rosenwald, Wiirzburg



INHALTSVERZEICHNIS

1. ZUSAMMENFASSUNG ...coviiirivnricsssnecssnsecssssesssssssssssssosssssssssssssssssssssssssess 1
2. EINLEITUNG ..cuuuiiiiivnricncnnicssnsessssssosssssssssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 4
2.1. Angeborene IMMUNANTWOIT..........oiiiiiiie e ae e nreas 4
2.2. Erworbene IMmUNANTWOIT.........coiiiiiiiiiecieiee e 5
2.3. Charakterisierung und FUnKtion von T-Det ... 8

2.4. Die Funktion von T-bet in T-Lymphozyten bei nicht neoplastischen Erkrankungen ... 10

2.4. 1. SPIUEIZBITAKIE ...t 10
2.4.2 T-bet Expression in der lymphozytaren KolitiS.........ccccoevviieiieii i, 11

2.5. Funktion von T-bet in B-Lymphozyten bei nicht neoplastischen Erkrankungen.......... 12
2.5.1. Die Piringer LymphadenitiS........cccccviiueiiieiiiiicie e 13
2.6. T-bet Expressionmuster in T-Zell-Lymphomen ..., 14
2.7. T-bet Expressionsmuster in B-Zell-Lymphomen ............cccooeviiieiieciicie e, 16
3. ZIEL DER EIGENEN ARBEITEN ....uuiiiiiiiiininnnnnnnnneniccccssssssssssssssssesccss 18
4. EIGENE ARBEITEN ...uuuuiiiiiiiiiiinnnnnnnniiiiicissnnnmssssssssesssssssssssssssssssssssssssssse 19

4.1. T-bet Expressionsmuster in der Zoliakie, der refraktaren Sprue und dem Enteropathie-
assoziierten T-Zell-LYMPhom ..o 19

4.2. Unterschiedliche Muster in der T-bet and GATA-3 Expression bei der Lymphozytéren
Kolitis und der SPrue/ZOHakKie ...........cceeciiieiieiecec et 20

4.3. T-bet-positive and IRTAL-positive monozytoide B-Zellen unterscheiden sich von
Marginalzonenzellen und Epithel-assoziierten B-Zellen in ihrem Antigenprofil und ihrer
topOographisChen VerteilUNG..........ooveiiiieiiee e 21

4.4. Unterschiedliche Expressionsmuster von T-bet sind charakterisch fiir spezifische
reaktive LymphKnotenVeranderungen .........cocveieeieiieiieiie e esie e e 22

4.5. Interferon-gamma und T-bet Expression in einer Patientin mit einer Piringer-
LYMPRAAENITES ...ttt 23

4.6. Drei unterschiedliche Expressionsmuster von T-bet in angioimmunoblastischen T-Zell-
LYMIPROIMEN ... bbbttt bbbttt 24



4.7. Die Detektion des Transkriptionsfaktor T-bet erleichtert die Diagnose der Haarzell-
Leukie bei minimaler Infiltration des Knochenmarks............cccooeiveiiiin v 25

4.8. Die Expression von T-box-expressed-in-T-cells (T-bet) in den Tumorzellen der

Haarzell-Leukémie korreliert mit der Interferon-gamma Produktion ...........c.cccccveevivennne. 26
5. DISKUSSION UND AUSBLICK ..uucciiciinnuiiicssssnssecsssssssssssssssssssssssssssssssses 27
6. LITERATURVERZEICHNIS ....ceeeiiiiiccssissssssnsssssecccssssssssssssssssssssssssssne 31

7. DANKSAGUNG ..cuceeenreirnensnenssnenssneesssnssssaecsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssns 38



1. ZUSAMMENFASSUNG

Die Bildung einer effizienten Immunantwort ist fiir das individuelle Uberleben
essentiell. Das Zusammenspiel der angeborenen und erworbenen Immunantwort
nimmt dabei eine besondere Stellung ein. Die Effizienz der jeweiligen Immun-
antwort beruht dabei nicht nur auf dem optimalen zeitlichen Ablauf, sondern
auch auf dem Interagieren der unterschiedlichen Zelltypen. Fur den reibungslo-
sen Ablauf sind unter Anderem sog. Master-Regulatoren verantwortlich, die we-
sentlich die Bildung der Immunmodulation beeinflussen. Sind sie in ihrer Funk-
tion beeintrachtigt, resultieren schwere haufig mit dem Leben nicht vereinbare
Krankheitsbilder.

Wahrend die B-Zellen in erster Linie durch die Antikdrperproduktion zu einer
gerichteten Immunantwort beitragen, bilden die T-Zellen unterschiedliche Hel-
ferzellen aus. Die naiven T-Helfer-Zellen kdnnen in Abhangigkeit des Erregers
zu Thl, Th2, Treg und Th17 Zellen differenzieren. Dabei wird die Th1-Antwort
Im Wesentlichen durch T-box-expressed in T-cells (T-bet)gebildet [1]. T-bet ist
der Masterregulator der Thl-Antwort, d.h. es wird hauptséchlich durch dieses
Molekil die Thl-Antwort angeschoben. T-bet ist fiir die Differenzierung der
ThO Zelle in Richtung Thl Zelle verantwortlich. Dabei blockiert es zuséatzlich
die Differenzierung in Th2 Zellen. Aber hierin besteht nicht die einzige Funkti-
on von T-bet. Funktionelle Untersuchungen in-vitro und an Tiermodellen konn-
ten aufdecken, dass T-bet zusatzlich auch eine wichtige Rolle in der Gestaltung
der T-Zell-unabhangigen Immunantwort tber die Beeinflussung des IgG Klas-
senwechsels [2] der B-Zellen und in der Bildung der Th17-Antwort spielt [3].
Letzteres spricht dafiir, dass T-bet offenbar in der Pathogenese von Autoimmun-
erkrankungen eine wesentliche Bedeutung hat. Nachdem die meisten Untersu-
chungen dazu in vitro oder an Tiermodellen erfolgten, galt es nun, diese Ergeb-
nisse auf das Primargewebe zu bertragen. Dabei haben wir zunédchst Krankhei-

ten untersucht, die auf einer Th1-Antwort beruhen. Im Falle der Sprue/Zoliakie
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konnte dabei durch Doppelmarkierungen gezeigt werden, dass die CD8+
intraepithelialen Lymphozyten offenbar im Sinne einer Umgebungsreaktion die
Thl-Antwort mit unterstutzen. Bei Erkrankungen, bedingt durch intrazelluldre
Erreger, wie der durch Toxoplasmen verursachten Piringer-Lymphadenitis oder
der Epstein-Barr Virus-Infektion, beobachteten wir hingegen das zusétzliche
Vorhandensein von B-Zellen, die T-bet exprimieren und sich an der Thil-
Antwort beteiligen. Dabei fiel auf, dass eine besondere B-Zell Population, die
monozytoiden B-Zellen, eine kraftige T-bet Expression zeigten. Bezlglich der
Piringer-Lymphadenitis konnte zudem eine Interferon-gamma (IFN-y) Expressi-
on der monozytoiden B-Zellen und eine IL-2 Minderexpression der T-Zellen
nachgewiesen werden. Dies gab zu der Hypothese Anlass, dass die B-Zellen
versuchen, die Aufgabe ineffizienter T-Zellen zu ersetzen. In einer vergleichen-
den Studie zwischen der Sprue/Zdliakie und der lymphozytéren Kolitis konnten
wir zudem zeigen, dass bei der Sprue eine reine Th1l-Antwort vorliegt, wahrend
die lymphozytére Kolitis offenbar eine kombinierte Thl- und Th2-Antwort auf-
weist.

Da sich in eigenen Vorarbeiten und in denen anderer Arbeitsgruppen herauskris-
tallisierte, dass T-bet auch in B- und T-Zell-Lymphomen von den Tumorzellen
exprimiert wird [4-6], erfolgten auch weitere immunhistologische und funktio-
nelle Studien an einer Vielzahl von humanen malignen Lymphomen. Im Falle
der Haarzell-Leukdmie (HCL) konnten wir herausarbeiten, dass die Tumorzellen
nicht nur sehr intensiv T-bet exprimieren, sondern auch IFN-y. Wahrend die
T-bet Darstellung sich als ein hilfreiches und empfindliches Werkzeug fiir die
histologische Diagnositk der Haarzellleukdmie herausstellte, konnte der IFN-y
Nachweis im Serum als klinischer Verlaufsparameter genutzt werden.

Die Untersuchungen am angioimmunoblastischen T-Zell-Lymphom (AITCL)
fuhrten zur ldentifizierung unterschiedlicher T-bet Expressionsmuster der in
diesem Lymphom vorkommenden nicht neoplastichen B- und neoplastischen
T-Zellen. Die raumliche Assoziation der T-bet exprimierenden B-Zellen mit den
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hohen endothelialen VVenolen und die Tatsache, dass die neoplastischen T-Zellen
neben T-bet auch VEGFa und CXCL13 exprimieren, legt den Schluss nahe,
dass in diesem besonderen Umfeld zusétzlich eine Th17-Antwort gebildet wird,
was die charakteristischen klinischen Symptome dieses Lymphoms erkldren

wirde.



2. EINLEITUNG

2.1. Angeborene Immunantwort

Die Entstehung und Entwicklung des Immunsystems resultiert aus der Notwen-
digkeit, den Organismus vor schadlichen Einflissen zu schitzen. Dabei werden
nicht nur Mikroorganismen bek&mpft, sondern auch fremde Substanzen und bis
zu einem gewissen Grad auch fehlerhaft abgewandelte eigene Zellen. Eine Erre-
ger-bedingte Immunantwort kann dabei durch vielféltige Faktoren initiiert wer-
den, wie z.B. durch Viren, Bakterien, Protozoen, Pilze oder Parasiten. Es wird
grundlegend zwischen der angeborenen und der erworbenen Immunantwort un-
terschieden.

Wahrend die angeborene Immunantwort eine ungerichtete, unselektierte Reakti-
on auf schadliche Einflusse darstellt, ist die erworbene Immunantwort hochgra-
dig spezifisch ausgerichtet. Entwicklungsgeschichtlich entstand die angeborene
Immunantwort sehr friih und wurde im Laufe der Zeit nicht wesentlich veran-
dert. Die adaptive oder erworbene Immunantwort entwickelte sich jedoch erst
deutlich spéater und in erster Linie in Wirbeltieren. Zu der angeborenen Immun-
antwort gehdren physikalische, chemische und molekulare Barrieren. Dazu zéh-
len die Haut und Schleimhdute genauso, wie Sekrete, der pH-Wert oder hydroly-
tische Enzyme. Die Leukozyten, die fiir die Bildung der angeborenen erregerun-
spezifischen Immunantwort verantwortlich sind, erkennen nur eine kleine An-
zahl hochkonservierter molekularer Muster, welche als pathogen-assoziierte mo-
lekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns - PAMP) bezeichnet
werden. Obwohl physiologische Barrieren, wie die Haut und die Schleimhdute
schon einen Gewissen Schutz vor dem Eindringen der Erreger bieten, sind den-
noch viele Keime in der Lage diese Barriere zu iberwinden, so dass die angebo-
rene azelluldre und zellulare Immunantwort kurz unterhalb der Haut und

Schleimhaut ansetzt. Hier wird die angeborene Immunantwort durch das Kom-



plementsystem, pattern recognition receptors (PRR), Makrophagen, natirliche
Killerzellen, dendritische Zellen und neutrophile Granulozyten erméglicht. Zu
den PRRs gehoren unter anderem die Toll-like Rezeptoren (TLR), die Erreger
innerhalb und aulRerhalb von Zellen erkennen [7], wie auch die zytosolisch loka-
lisierten Rezeptoren wie z.B. die ,retinoic acid inducible genes™ (RIG-1), die

sich vermehrende Viren erkennen [8].

2.2. Erworbene Immunantwort

Die adaptive oder erworbene Immunantwort zeichnet sich im Gegensatz zu der
angeborenen Immunantwort dadurch aus, dass sie in der Lage ist, durch hoch-
gradig spezifische Strukturen gezielt auf bestimmte Erreger zu reagieren. Sie
bewirkt die Flexibilitat des Immunsystems. Der Reaktionstyp zeigt eine multi-
faktorielle Abhangigkeit. Wichtige EinflussgrofRen sind die Art und Menge des
Agens, aber auch Antigenaufnahme, -préasentation und das Zytokinmilieu. Nach
Eintritt der Erreger in den Organismus spricht man von einer Infektion. Dabei
werden die Erreger in extrazellulare und intrazelluldre Keime unterteilt. Wéah-
rend erstere nicht in eine Zelle eindringen miissen, um sich zu vermehren, bené-
tigen letztere die Zelle und ihre metabolischen Funktionen, um sich vermehren
zu konnen.

Fir die Ausfuhrung der adaptiven Immunantwort sind in erster Linie die B- und
T-Lymphozyten verantwortlich, die T-Zellen als zellvermittelnde Immunantwort
und die B-Lymphozyten durch die Antikérper — und Bildung von
Gedachniszellen. Fir eine moglichst effiziente Eliminierung von schadlichen
Faktoren sind die optimale Abstimmung der humoralen und zelluldaren Immun-
antwort sowie die Interaktion der B- und T-Lymphozyten notwendig. Die B-
Zellen greifen dabei die extrazellularen pathogenen Keime Uber eine Antikor-

per-vermittelte Reaktion an. Die T-Zellen werden nochmals in die zytotoxi-
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schen- und die Helfer T-Zellen untergliedert. Die zytotoxischen Zellen zerstoren
die intrazellularen Keime durch eine Zell-Lyse. Die T-Helfer-Zellen fungieren
Uber Zytokinexpressionsmuster und Makrophagenaktivierung. Sie kénnen Uber
die Thl-Antwort die intrazellularen und tber die Th2-Antwort die extrazellul&-
ren Keime eliminiert werden.

Die naive T-Helferzelle als ein Teil der adaptiven Immunantwort hat aber noch
weitere Differenzierungsmaoglichkeiten in Abhangigkeit von der Lage und des
auslosenden Agens. Sie kann neben einer Thl-, Th2-, auch in eine Treg oder
Thl7 Zelle differenzieren. Diese Differenzierung erfolgt in der Regel 48-72
Stunden nach Stimulation der ThO Zelle. Dies geschieht in Abhdngigkeit des
Zytokinmusters in der lokalen Umgebung, welche letztlich durch die pathoge-
nen Keime gebahnt und durch die angeborene Immunantwort bedingt wird. Das
Leit-Interleukin der Th1l-Antwort ist dabei IFN-y, das flr die Eradikation von
intrazelluldren Mikroorganismen (Viren, Protozoen) verantwortlich ist [9]. Es
sorgt fur die Differenzierung der ThO Zelle in eine Th1 Zelle. IFN-y ist weiter-
hin der entscheidende Faktor, (iber den die Makrophagen herangelockt und akti-
viert werden [9]. Ausdifferenzierte Thl Zellen exprimieren die
Chemokinrezeptoren CCR1, CCR5 und CXCR3. Diese Chemokinrezeptoren
werden bendtigt, um zu dem peripheren Gewebe zu gelangen, wo die Entziin-
dung, bedingt durch intrazelluldre Keime zumeist liegt.

Das Zytokinmilieu der Th2-Antwort setzt sich hingegen aus dem Leit-
Interleukin (IL)- 4, aber auch IL-5 und IL-13 zusammen, welche die Eliminie-
rung extrazelluldrer Keime verursachen und die B-Zellen in ihrer Produktion
von protektiven Antikorpern unterstitzen [10]. Sie weisen andere
Chemokinrezeptoren auf. In diesem Falle werden CCR3, CCR4 und CCRS be-
notigt, um zu der Mucosa zu gelangen. Sie bek&mpfen die extrazellularen Keime
sowie Toxine.

Die regulatorischen T-Zellen (Treg) produzieren im Wesentlichen 1L-10 und

sind fur eine antiinflammatorische Reaktion und Ausbildung einer Immuntole-
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ranz verantwortlich. Innerhalb der Th-Balance verhindern sie die Ausbildung
einer Autoimmunerkrankung.

Die Th17-Antwort wird durch IL17 geleitet. Dieses, der Th17-Antwort na-
mensgebende Interleukin, wurde erstmals wahrend Studien an Autoimmuner-
krankungen beschrieben [11,12]. Es verursacht eine proinflammatorische Wir-
kung und kann zur Chronifizierung der Infektion fiihren sowie die Ausbildung
einer Autoimmunerkrankung unterstiitzen. Die Differenzierung der naiven T-
Zelle in die Thl, Th2 oder Th17 Effektor Zelle wird als ,,effector Th cell triade*
bezeichnet [13].

Fir die Ausbildung der unterschiedlichen Antworten der T-Helfer-Zellen sind
unterschiedliche, essentiell notwendige Transkriptionsfaktoren bekannt, die da-
her als Masterregulatoren bezeichnet werden.

T-bet (T-box-expressed in T-cells) ist ein T-Zell-spezifischer Transkriptionsfak-
tor, der als der Masterregulator der Th1-Antwort fungiert. Dabei ist er nicht nur
fir die Differenzierung der ruhenden CD4 Zellen in Richtung Thl Zellen ver-
antwortlich, sondern ist auch in der Lage, die Th2 Zellen zu blockieren und in
Thl Zellen umzuwandeln, was die Plastizitat dieser Zellpopulation widerspie-
gelt [14]. T-bet ist im Wesentlichen fir die Steuerung der Produktion von IFN-y
verantwortlich und wird ber ein negatives feed-back von IFN-y kontrolliert
[15]. Wenn ein naiver CD4 T-Lymphozyt in der Gegenwart von IFN-y einen
pathogenen Keim erkennt, erfolgt eine koordinierte Signalkaskade tber die Ak-
tivierung des T-Zellrezeptors und STAT-1, welches zu einer erhohten Expressi-
on von T-bet fuhrt. Hierdurch wird eine Induktion von IL12Rbeta2 verursacht,
welches seinerseits zu einer Induktion von STAT-4 tber IL12 fihrt und in einer
Expression von IFN-y und IL-18 mindet [16]. Dieser 2. Prozess erfolgt in der
Abwesenheit des T-Zellrezeptors. Die Stabilisierung der Immunantwort erfolgt
Uber den Einbezug der Umgebungszellen [15].

Der Masterregulator der Th2-Antwort hingegen ist GATA 3. Dieser von Marine

und Winoto 1991 [17] erstmals beschriebene Transkriptionsfaktor ist ein sog.
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enhancer—Bindungsprotein, das alle 4 Untereinheiten des T-Zellrezeptors kon-
trolliert. Er ist essentiell fur eine effektive Th2-Antwort und blockiert zusétzlich
zur erhohten Effektivitat die Thl-Antwort.

Das Gleichgewicht zwischen T-bet und GATAS ist flr eine adaquate Immun-
antwort und gesunde Immunbalance des Organismus wichtig [18,19]. In zahlrei-
chen Studien konnte gezeigt werden, dass eine Storung des Gleichgewichts bei
schweren Krankheitsbildern beobachtet wird, wie z.B. dem Asthma bronchiale

und zahlreichen Autoimmunerkrankungen [10,20-23].

2.3. Charakterisierung und Funktion von T-bet
2000 beschrieben Szabo und Glimcher erstmals einen Thl spezifischen T-box

Transkriptionsfaktor, der die Expression von IFN-y kontrolliert [1]. Das murine
TBX21 Gen kodiert ein aus 530 Aminosduren bestehendes Protein, das eine 189
Aminosauren lange T-box DNA-Bindungsdoméne beinhaltet (Szabo 2000). Das
humane von TBX21 klonierte Protein ist 535 Aminosduren lang und zeigt eine
Ahnlichkeit von 88% gegeniiber dem murinen Protein [1]. Wahrend sich dieses
Gen bei den Mdusen auf dem Chromosom 11 nachweisen l&sst, liegt das huma-
ne TBX21 auf dem Chromosom 17. Nothern-Blot-Analysen detektierten eine T-
bet-Expression in Lunge, Thymus und Milz, sowie in Blutleukozyten und natir-
lichen Killer (NK) Zellen [24].

T-bet gehort zu der Familie der T-Box Gene und entspricht TBX21 und Thlym
(T-box transcription factor expressed in lymphocytes). Das definierende Ele-
ment dieses Transkriptionsfaktors ist eine hochkonservierte Sequenz, die als T-
box bezeichnet wird und der oben erwahnten 189 Aminosdure-langen DNA-
Bindungsdomane entspricht [1]. Homologe Gene konnten in den unterschied-
lichsten Spezies gefunden werden. Eine Spezies hat in der Regel mehrere T-box
enthaltende Proteine. In Mé&usen wurden 10 davon gefunden, bezeichnet als
Tbx1-6, 10, 15, 21 und Thbr. In-vitro binden die Proteine an eine palindrome
DNA Sequenz von 20 Basenpaaren [1]. Die wichtigste Funktion dieses Gens ist

die Kontrolle der IFN-y Expression von den CD4 Lymphozyten und den NK-
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Zellen [15]. Méuse, bei denen IFN-y oder der IFN-y Rezeptor fehlen, sterben
infolge schwerer Infektionen bedingt durch virale oder mikrobielle Erreger. Dies
beruht auf dem schweren Defekt der angeborenen und erworbenen Immunitat.
In in-vitro Untersuchungen korreliert die T-bet Expression mit der IFN- y Ex-
pression in den Zellen. T-bet kann das IFN-y-Gen transaktivieren und sowohl
die endogene Produktion als auch das Chromatinremodeling der individuellen
IFN-y Allele [25,26] induzieren. Die funktionelle Ausschaltung des T-bet Gens
fihrt bei Stimulation von CD4 Zellen unter neutralen Bedingungen oder unter
Bedingungen, die normalerweise eine Thl-Antwort hervorrufen zu einer sehr
schwachen Produktion von IFN-y, interessanterweise aber zu einem deutlichen
Anstieg der Th2 Zytokine wie I1L4 und IL-5, der nicht unterdriickt werden kann
[27]. Diese Versuche verdeutlichen, dass T-bet nicht nur die Produktion von
IFN-y kontrolliert, sondern auch die Th2 Zellen invers beeinflusst.

Es ist von entscheidender Bedeutung, dass sich die naiven T-Zellen in Richtung
CD4 und CD8 T-Zellen entwickeln konnen, damit das breite Spektrum der Ver-
teidigung gegen pathogene Keime gewahrt bleibt.

In Abhé&ngigkeit der unterschiedlichen pathogenen Keime differenzieren die
CD4 positiven T-Zellen entweder zu Thl oder Th2 Helfer Zellen. Den
Zytokinen kommt dabei eine entscheidende Rolle beziiglich der Immunmodula-
tion zu. Der Masterregulator der Th1-Antwort T-bet zeigt dabei eine enge Ab-
héngigkeit zu IFN- y und STAT | [28,29]. T-bet greift offensichtlich friher in
die Entwicklung der Th1-Antwort ein als IL-12 und 1l-18 und kann auch unab-
héngig von STAT4 agieren [16].

Die Th2 Immunantwort wird durch einen anderen Masterregulator-GATAS3-
reguliert. GATA-3 schaltet dabei die Gene fir die Produktion von 1L4, IL5 und
IL13 ein. Des Weiteren amplifiziert es sich selber durch die Herabregulation
von STAT4 und IL12RR2. Dies hat zur Folge, dass nicht nur die Th2-Antwort
forciert, sondern auch die Th1-Antwort durch GATA3 gehemmt wird [30].

Das Gleichgewicht von T-bet und GATAS in Abhéngigkeit der extra- oder in-
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trazellular gelegenen pathogenen Mikroorganismen ist fir die eine effektive
Immunantwort essentiell.

Ahnlich den Th1 Zellen, werden auch die CD8 Zellen bei Infektionen durch in-
trazelluldre Keime aktiviert und weisen einige ahnliche Mechanismen zu denen
der CD4 positiven T-Zellen, wie die IFN-y Produktion, auf. Unterschiedliche
in vitro und in vivo Studien an Mausen zeigten dabei, dass die IFN-y Expressi-
on jedoch nicht tber T-bet, sondern Uber Eomesodermin geregelt wird [31,32].
Diese zusétzliche IFN-y Expression der CD8+ T-Zellen fiihrt zu einer Stabilisie-

rung der Immunantwort im Sinne eines externen loop [15].

2.4. Die Funktion von T-bet in T-Lymphozyten bei nicht neoplastischen
Erkrankungen

Die Storung des Gleichgewichtes zwischen den beiden Masterregulatoren der
Thl- (T-bet) und Th2- (GATA-3) Immunantworten korreliert mit charakteristi-
schen Krankheitsbildern. Friihzeitig ist dabei ein Zusammenhang zwischen IFN-

v, T-bet und der Zdéliakie beschieben worden.

2.4.1. Sprue/Zoliakie
Die Zoliakie ist eine Autoimmunerkrankung, die auf Grund einer atypischen

Reaktion auf das Klebereiweil3 Gluten Uber eine Zottenreduktion zu einer Zot-
tenatrophie in Kombination mit einem erhohten Gehalt intraepthelialer CD8+ T-
Lymphozyten im Dinndarm fihrt [33]. Die Diagnose der Sprue/Zoliakie basiert
auf einer Korrelation der klinischen Parameter mit den morphologischen Veran-
derungen. Dabei werden die histologischen Veranderungen nach den modifizier-
ten Marsh-Kriterien [34] klassifiziert, die neben der Erhéhung der
intraepithelialen CD8 +T-Zellen auf tber 30 T-Zellen auf 100 Enterozyten
[32,34] auch die Zottenreduktion bis hin zur Atrophie bertcksichtigen.

Eine glutenfreie Diat ist die Therapie der Wahl und fihrt in der Regel zu einer
Symptomfreiheit. Das morphologische Bild beinhaltet neben der oben erwahn-
ten Zottenreduktion/-atrophie und des erhéhten Gehaltes intraepithelialer Lym-

phozyten zusatzlich unterschiedlich dichte T-zellreiche Infiltrate in der Lamina
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propria.

Die Sprue kann in eine refraktare Sprue tbergehen, die mit einem Antigenver-
lust und einer klonalen T-Zell-Population einhergeht.

Entsprechend der WHO-Lymphomklassifikation [35-37] wird das EATCL in
Zusammenhang mit der Zoliakie/Sprue gebracht, insbesondere deswegen, weil
das EATCL genau in den geographischen Regionen vermehrt auftritt, in denen
auch die Sprue/Zoliakie gehduft diagnostiziert wird. Das Enteropathie-
assoziierte T-Zell-Lymphom (EATCL) ist ein intestinaler lymphatischer Tumor,
ausgehend von den intraepithelialen T-Lymphozyten. Die Tumorzellen kénnen
blastar abgewandelt sein und die gesamte Darmwand infiltrieren.

Monteleone et al. [28] zeigten als erste, dass die mMRNA Transkripte fiir IFN-y in
Dunndarmbiopsaten von unbehandelten Zo6liakiepatienten deutlich hochreguliert
waren im Vergleich zu behandelten Patienten und einer Kontrollgruppe mit ge-
sunden Probanden. Zudem konnten sie an Homogenisaten von
Dinndarmbiopsaten zeigen, dass T-bet signifikant aktiviert ist und haben dies
zudem mit einer Glutenstimulation spezifiziert.

Frisullo et al. [38] konnten in einer spéter durchgefiihrten Studie zudem zeigen,
dass im peripheren Blut von Patienten mit unbehandelter Zoliakie hohere Ex-
pressionsmuster von T-bet, IFN-y und phosphoryliertem STAT1 nachweisbar
waren, als bei Patienten mit behandelter Z6liakie. Dies weist darauf hin, das T-
bet auch als Verlaufsparameter der Aktivitdt und Ansprechbarkeit der Diét im

peripheren Blut genutzt werden kann.

2.4.2 T-bet Expression in der lymphozytaren Kolitis
Eine weitere Erkrankung des Intestinaltraktes, die mit einem erhthten Gehalt

intraepithelialer Lymphozyten einhergeht, ist die lymphozytdre Kolitis. Diese
Erkrankung wurde erstmals 1989 von Lazenby [39] beschrieben. Zu den we-
sentlichen Symptomen gehoren wassrige Diarrhden. Die lymphozytare Kolitis

wird zusammen mit der kollagenen Kolitis unter dem Begriff der mikroskopi-
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schen Kolitis subsumiert [40,41]. Dieser Begriff resultiert aus der Tatsache,
dass sie bei teils schwerem klinischen und dann Therapie-pflichtigen Krank-
heitsbild keine endoskopischen Veranderungen aufweisen und erst durch die
histologischen Veranderungen diagnostiziert werden konnen. Die Atiologie und
Pathogenese ist bis heute nicht sicher geklart. Verschiedene Pathomechanismen
wurden diskutiert. Neben einer HLA Assoziation, die kontrovers diskutiert wird,
sind auch saisonale Ursachen [42] in der Literatur erwahnt. Interessant ist die
Theorie einer abnormalen Reaktion auf luminale Antigene, die die Koinzidenz
mit der Zo6liakie erkl&ren wirde [43-45].

Zudem wurde herausgefunden, dass die lymphozytéare Kolitis haufig mit ande-
ren Autoimmunerkrankungen vergesellschaftet ist, wie z.B. der Sprue/Zéliakie
[46], aber auch der rheumatoiden Arthritis [47] oder der Psoriasis [48].
Histologisch wird die lymphozytére Kolitis dann diagnostiziert, wenn der Gehalt
an intraepithelialen T-Zellen bei mehr als 20 auf 100 Deckepithelien liegt [49].
Das Epithel ist haufig vulnerabel und in der lamina propria lasst sich ein unter-
schiedlich dichtes Entzlindungszellinfiltrat, zum Teil auch mit eosinophilen
Granulozyten nachweisen. Haufig wird das Rektosigmoideum von der Erkran-
kung ausgespart, so dass zur Diagnosesicherung Biopsate aus dem oberen Ko-

lonanteil untersucht werden mussen.

2.5. Funktion von T-bet in B-Lymphozyten bei nicht neoplastischen
Erkrankungen

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen von T-bet im Rahmen seiner Funktion
bei immunologischen Prozessen zeigte sich, dass T-bet nicht nur eine zentrale
Rolle in der T-Helfer-Zell-Immunantwort spielt, sondern auch einen erheblichen
Einfluss auf die Modulation der B-Zellen und damit der B-Zell-vermittelten
Immunantwort hat [50-52]. Peng et al. [2,53] und Gerth et al. [54] konnten dabei
aufdecken, dass T-bet offenbar malRgeblich den T-Zell-unabhéngigem IgG Klas-

senwechsel beeinflusst und hier insbesondere die Produktion von 1gG2a und die
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Bildung von Autoantikdrpern verursacht. In reifen B-Zellen kann T-bet dem-
nach durch IFN-y, IL-12 und IL-27 sowie durch den TLR 9 Liganden induziert
werden [55,56].

IgG2a Immunglobuline spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese der hu-
moralen Autoimmunitat und dem Schutz vor pathogenen Keimen. Sie sind da-

mit ein ganz wesentlicher Bestandteil der adaptiven Immunantwort.

2.5.1. Die Piringer Lymphadenitis
Es ist eine weltweite hohe Durchseuchungsrate durch Toxoplasmen bekannt,

wobei die Infektion klassischerweise asymptomatisch verlduft. Nur wenige
Menschen entwickeln Symptome, wie eine Lymphknotenschwellung (vorwie-
gend cervikal), allgemeine Schwéche, Fieber Halsschmerzen und eine Hepato-
Splenomegalie. Hier lieRen die h&aufig extirpierten Lymphknoten das typische
Bild erkennen, das erstmals von Piringer und Kuchinka [57] beschrieben worden
ist. Wesentliche Charakteristika sind dabei die rasenartig angeordneten
monozytoiden B-Zellen entlang der Sinus, die intra- und interfollikular gelege-
nen Epitheloid-Zellen ohne eindeutige Granulombildung, die aktivierten Keim-
zentren und die Kapsulitis. Diese Form der Erkrankung ist selbstlimitierend mit
einem Abklingen nach ca. 4 -12 Wochen. Die Infektion durch Toxoplasmen im
Sinne einer nekrotisierenden Entzlindung stellt hingegen eine lebensbedrohliche
Erkrankung bei Patienten dar, die eine Immunsuppression [58,59] aufweisen, sei
es angeboren oder erworben.

Die monozytoiden Zellen in der Piringer Lymphadenitis liegen in Rasen entlang
der Sinus. Uber die anatomische Struktur der Sinus treten die Mikroorganismen
in den Lymphknoten, so dass es nicht unwahrscheinlich ist, dass diese Zellen die
erste Abwehr bilden. Innerhalb der monozytoiden B-Zellansammlungen liegen
Granulozyten, die eine ebenfalls wichtige Stellung in der allgemeinen Immun-
abwehr einnehmen. Uberraschenderweise konnen innerhalb der monozytoiden

B-Zellen jedoch keine T-Zellen nachgewiesen werden. Da, wie oben erwahnt,
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T-bet die T-Zell-unabhingige Immunantwort pragt, war unsere Uberlegung, ob
die Piringer-Lymphadenitis mit dem hohen Gehalt an monozytoiden B-Zellen

eventuell hierfir das klinische Korrelat bildet.

2.6. T-bet Expressionmuster in T-Zell-Lymphomen

Die grundlegenden Erkenntnisse der Rolle von T-bet im Rahmen immunologi-
scher Prozesse legten den Schluss nahe, auch maligne Lymphome hinsichtlich
einer moglichen T-bet Expression zu untersuchen. Diese Untersuchungen er-
folgten von unterschiedlichen Arbeitsgruppen parallel zu der Grundlagenfor-
schung.

Dabei untersuchten Dorfman et al. [60] als erste die T-bet Expression in peri-
pheren T-Zell-Lymphomen mit Hilfe immunhistologischer Farbungen an
TMA’s. In der Studie wurden 91 T-Zell-Lymphome unterschiedlicher Entitaten
hinsichtlich ihres immunhistologischen Expressionsmusters gegen die Antikor-
per folgender Molekiile untersucht: CD20, CD3, CD45R0, CD43, CD8, CD30,
ALK-1, CXCR3, CD134/0X40, CD69, LEF-1, TCF-1, CXCR4 und T-bet. Ent-
sprechend des immunhistologischen Phanotyps wurden die peripheren T-Zell-
Lymphome in das bipolare Modell der Th1- und Th2-Antwort kategorisiert. Da-
bei wurden T-Zell-Lymphome mit Expression von T-bet, CD69, CXCR3, LEF1
und TCF1 denen zugeordnet, die aus maligne entarteten Thl Zellen entstehen.
Hierzu gehorten entsprechend der Ergebnisse das lymphoepitheliale (Lennert)-
Lymphom und das angioimmunoblastische T-Zell-Lymphom. T-Zell-
Lymphome aus Th2 Zellen hervorgehend, sollten eher CCR4, CXCR4 und
CD30 exprimieren wahrend eine Expression von T-bet fehlte. Hierzu gehorte
demnach in erster Linie das anaplastische grof3zellige Lymphom.

Da, wie in der Einleitung erwahnt, das dichotome Muster der Immunantwort
(Th1/Th2) zahlreiche Fragen offen lie3, wurde 2005 dem Interleukin 17 eine

gesonderte Stellung innerhalb der Interleukine zugeordnet und diese Uber die
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Etablierung der Th17 [61-63] Antwort gefestigt. Die Erkenntnisse zur Thl7-
Antwort entstanden wéhrend Untersuchungen an Mausmodellen zur Klarung
von Autoimmunerkrankungen. Im Gegensatz zu der Th1l- und Th2-Antwort, die
primér einen (berlebenswichtigen Mechanismen darstellen, ist die Thl7-
Antwort eine reine krankmachende Immunantwort. Es ist heute akzeptiert, dass
die Th17 Helferzellen eine wichtige Rolle in unterschiedlichen Autoimmuner-
krankungen, der Allergie, im Verlauf von Transplantationen wie auch der Tu-
morprogression [64-68]spielen. Klinische Symptome, die zu der Diagnose einer
Autoimmunerkrankung fiihren, werden aber auch bei malignen Lymphomen be-
obachtet.

Das angioimmunoblastische T-Zell-Lymphom (AITCL) wurde erstmals 1975
von Frizzera und Lukes [69,70] unter dem Begriff ,immunoblastic
lymphadenopathy* beschrieben. Es gehort zu den selteneren Lymphomen des
hoheren Lebensalters und wird etwas haufiger bei Mannern beobachtet. Ent-
sprechend der WHO Lymphomklassifikation wird es den peripheren T-Zell-
Lymphomen zugeordnet.

Histologisch ist es durch den Nachweis hoher endothelialer VVenolen, umgeben
von follikular- dendritischer Zellen, und eines polymorphen Infiltrates charakte-
risiert. Innerhalb dieses Infiltrates sind unterschiedlich viele Immunoblasten
nachweisbar. Klinisch fallen die Patienten h&ufig durch immunologische Er-
krankungen wie z.B. durch eine autoimmun-hamolytische Anédmie oder eine Po-
lyarthritis auf [71]. Es werden bisher 3 morphologische Stadien unterschieden,
die mit dem Progress der Erkrankung korrelieren [72]. Im frihen Stadium sind
die follikulé&ren Strukturen zumeist erhalten, sind aber irregulér gestaltet (Muster
). Sie werden von einem verbreiterten Paracortex umgeben. Im weiteren Ver-
lauf wird die Lymphknotenarchitektur zerstort und die Follikel sind deutlich re-

duziert (Muster Il) bis sie im letzten Stadium voéllig fenlen (Muster 111).
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2.7. T-bet Expressionsmuster in B-Zell-Lymphomen

Dorfman et al. [4,5] waren auch die ersten, die die T-bet Expression in B-Zell-
Lymphomen beschrieben. Dabei wurden insgesamt 116 Falle untersucht, die
sich unterschiedlichen Entitaten (B-akuter lymphatischer Leuk&mie (ALL), B-
chronischer lymphatischer Leukamie (B-CLL), Haarzellleukdmie (HCL), Mar-
ginalzonenlymphomen (MZL), Mantelzell-Lymphomen (MCL), follikularen
Lymphomen (FZL) und diffusen grof3zelligen Lymphomen (DLBCL)) zuordnen
liel3en.

Sie beobachtete einen T-bet Expression in Tumoren, die von Memory-B-Zellen
abstammen (B-CLL, HCL, MZL) nicht jedoch in den anderen. Interessanterwei-
se zeigten alle Félle der HCL im Gegensatz zu den anderen Entititen eine
durchgehende T-bet Expression.

In eigenen Untersuchungen konnten an mehreren TMAs mit insgesamt tiber 500
Spots unterschiedlichster Lymphome ahnliche Ergebnisse erzielt werden. Auf-
fallig war dabei, dass die Tumorzellen der HCL nicht nur durchgehend T-bet
exprimierten, sondern diese Expressionsintensitat identisch zu der der
monozytoiden B-Zellen und aktivierten T-Zellen war.

Die Haarzellleukdmie (HCL) ist eine seltene maligne Erkrankung des lymphati-
schen Systems, die aus einer unbekannten B-Zellpopulation hervorgeht und de-
ren Atiologie und Pathogenese bis heute unklar ist. Von der Erkrankung sind
Erwachsene im mittleren und héheren Lebensalter betroffen. Dabei ist eine Ge-
schlechterprévalenz beztiglich des méannlichen Geschlechtes in einem Verhaltnis
zum weiblichen Geschlecht von 4:1 beschrieben. Die Erkrankung manifestiert
sich im Knochenmark - hier insbesondere in den Sinus- der roten Pulpa der Milz
und in den Sinusoiden der Leber [73]. Des Weiteren zirkulieren die Tumorzel-
len im peripheren Blut. Ein Lymphknotenbefall wird hingegen nur sehr selten
beobachtet. Trotz unterschiedlicher Untersuchungsansétze zur molekularen Cha-
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rakterisierung mittels der Immunglobulingen-Umlagerungs-Analyse, verglei-
chender genomischer Hybridisierung (CGH) und Interphase Fluoreszenz in-situ-
Hybridisierung (FISH) [74] konnte bis heute eine einheitliche genetische De-
termination nicht bewiesen werden. Die hdufigsten genetischen Veradnderungen,
zumeist Trisomien betreffen die Chromosomen 3,5,67,10,12,14,17 und Y.
Deletionen konnten am Arm 7p, 8q und 14q gefunden werden [75]. Jungste Stu-
dien konnten aufdecken, dass die Tumorzellen der Haarzell-Leukdmie durchge-
hend eine BRAF Mutation aufweisen. Dabei liegt dieselbe Mutation (V600E)
wie bei dem malignen Melanom vor [76-83]. Morphologisch lassen sich die
Tumorzellen im formalinfixierten und Paraffin eingebettetem Gewebe als mit-
telgro mit zentralstandigem Zellkern und leicht aufgelockertem Kernchromatin
charakterisieren. Das Zytoplasma ist oft hell und leer, so dass das Bild von
,Spiegeleiern entsteht. In den peripheren Blutausstrichen zeigen sie schmale
Zytoplasmaausléaufer, die zu dem Namen "Haarzelle" gefiihrt haben. Diese Aus-
ldufer lassen sich im formalinfixierten und in Paraffin eingebettetem Gewebe
zumeist nicht mehr nachweisen.

Zu sicheren Identifizierung dieser Zellen sind daher immunhistologische Unter-
suchungen notwendig. Interessant ist hierbei, dass die meisten Molekile, tber
die die Identifizierung der Haarzellen erfolgt, eigentlich keine spezifischen B-
Zell-Molekule sind. Ein anerkanntes Antikorperpanel ist der positive Nachweis
von CD20, DBA.44, CD103, CD1lc,Tartrat-resistente saure Phosphatase
(TRAP), und CD25 [73,84]. Spater wurde das Molekul Annexin Al durch Gen-
expressionsprofile als ein weiteres wichtiges Molekil in der Diagnostik der
HCL entdeckt [85] .

Insbesondere die Molekiile CD25 (IL-2 Rezeptor), AnnexinAl, CD103 und
CD11c spielen in der Modulation der Entziindungszellantwort auch bei Makro-
phagen und/oder T-Zellen eine wichtige Rolle [86-88].
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3. ZIEL DER EIGENEN ARBEITEN

Ziel der eigenen Arbeiten war es, Uber immunhistologische und funktionelle Un-
tersuchungen die in-vitro Untersuchungen von T-bet im Bezug auf seine Funkti-
on in den B- und T-Lymphozyten auf das Prim&rmaterial zu tbertragen. Dabei
kam es insbesondere darauf an, sowohl an nicht neoplastischen Erkrankungen
wie auch an malignen Lymphomen die T-bet produzierenden Zellen hinsichtlich
ihrer Zugehorigkeit zu den B- und T-Lymphozyten zu identifizieren als auch
ggf. den Subpopulationen zuzuordnen. In weiteren Schritten galt es im An-
schluss die Ergebnisse mit den klinischen Parametern zu verbinden, um Erkléa-
rungen fur einen moglichen Pathomechanismus der unterschiedlichen Erkran-

kungen zu finden.
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4. EIGENE ARBEITEN

4.1. T-bet Expressionsmuster in der Zoliakie, der refraktaren Sprue und dem
Enteropathie-assoziierten T-Zell-Lymphom

Auf dem Boden der zuvor beschriebenen Untersuchungen stellte sich flr uns die
Frage, welche Zellen bei der Sprue/Zoliakie T-bet exprimieren und wie sich die
T-bet Expression ausgeweitet auf die therapie-refraktare Sprue [89] und das
Enteropathie assoziierte T-Zell-Lymphom (EATCL) verhalt.

Es erfolgten Doppelfarbungen gegen CD3/T-bet, CD4/T-bet, CD8/T-bet und
CD30/T-bet an Paraffin eingebettetem Gewebe von 20 Patienten mit einer
Sprue/ Zoliakie, von 5 Patienten mit refraktarer Sprue und von 6 Patienten mit
EATCL. Des Weiteren wurden molekulare Untersuchungen zum Nach-
weis/Ausschluss einer monoklonalen T-Rezeptorgenumlagerung durchgefiihrt
[90]. Sie zeigten ein polyklonales Umlagerungsmuster in den als Zoliakie diag-
nostizierten Biopsaten und eine Klonalitat in denen der refraktaren Sprue und
denen der EATCL’s.

In allen untersuchten Fallen der Sprue/Zoliakie sowie in denen der refraktéren
Sprue zeigten die CD8+ intraepithelialen Lymphozyten eine T-bet Expression.
In den Fallen der refraktdren Sprue war diese unabhangig vom Expressionsver-
lust anderer T-zell-spezifischer Molekiile. In der lamina propria exprimierte ein
Grofteil der CD4+ und CD8 +T-Zellen zusatzlich T-bet.

Diese Ergebnisse untermauern zum einen die in der Literatur beschriebenen
Thl-Antwort im Rahmen der Zoéliakie [28,91], zum anderen aber auch die Tat-
sache, dass die CD8+ T-Zellen offensichtlich diese Reaktion mit unterstiitzen.
Interessanterweise konnte zusatzlich gezeigt werden, dass die Tumorzellen der
EATCL T-bet verlieren je pleomorpher die Tumorzellen waren und je mehr Zel-

len eine zusatzliche CD30 Expression aufwiesen.
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4.2. Unterschiedliche Muster in der T-bet and GATA-3 Expression bei der
Lymphozytaren Kolitis und der Sprue/Zoliakie

Da, wie im Kapitel 2.4.2.erwéhnt, eine lymphozytéare Kolitis bei Patienten mit
Sprue/Zdliakie gehauft beschrieben wird, stellte sich fir uns die Frage, ob sich
die T-Zellen der lymphozytaren Kolitis ebenfalls der Th1-Antwort zuordnen las-
sen und sich ein &hnliches T-bet Expressionsmuster beziglich der T-Zell-
Subpopulationen erkennen lasst.

Fir die vergleichende immunhistologische Untersuchung wéhlten wir jeweils 10
Biopsate mit der Diagnose einer Sprue/Zoliakie bzw. einer lymphozytéren Koli-
tis. Sie wurden mittels Doppelmarkierungen gegen CD3/T-bet, CD3/GATAS3,
CDA4/T-bet, CD4/GATA3, CD8/T-bet, CD8/GATA3, CD20/T-bet,
CD20/GATAS3 aufgearbeitet. Alle intraepithelialen T-Zellen der lymphozytéren
Kolitis und der Sprue/Zoliakie konnten der CD8 Subpopulation zugeordnet wer-
den. Unterschiede lielen sich hinsichtlich der GATAS3 und T-bet Expression
herausarbeiten. Wahrend bei der Sprue/Zoliakie alle intraepithelialen Lympho-
zyten T-bet exprimierten, zeigten 10-20% der intraepithelialen CD8 positiven T-
Lymphozyten in der lymphozytéren Kolitis eine GATA3 Expression. Auch die
Infiltrate in der lamina propria wiesen Unterschiede auf. Die T-Zellen der
lymphozytaren Kolitis exprimierten im Vergleich zur Sprue/Zdliakie in einem
hoheren Prozentsatz GATA3.Wahrend bis zu 20% der CD8+T-Zellen und bis zu
60% der CD4+ T-Zellen in der lamina propria der lymphozytéren Kolitis GA-
TAS3 exprimieren, konnte dies bei der Sprue/Zoliakie in nur 5% der CD8+ T-
Zellen und bis 20% der CD8+ T-Zellen nachgewiesen werden. Beide Erkran-
kungen zeigten ein geringes Infiltrat an B-Zellen, die weder T-bet noch GA-
TA3exprimierten.

Unsere Ergebnisse lassen insbesondere wegen der Expression von GATA3 an
eine kombinierte Th1l/Th2-Antwort denken [92], auch wenn andere Arbeits-

gruppen eine Thl assoziierte Autoimmunerkrankung favorisieren [93-95].
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4.3. T-bet-positive and IRTAL-positive monozytoide B-Zellen unterscheiden
sich von Marginalzonenzellen und Epithel-assoziierten B-Zellen in ihrem
Antigenprofil und ihrer topographischen Verteilung

Monozytoide B-Zellen liegen bei verschiedenen reaktiven Lymphknotenveran-
derungen wie z.B. der Piringer-Lymphadenitis vor. Sie sind charakterisiert
durch einen klaren, breiten Zytoplasmasaum und einen homogenen recht dunk-
len Kern, der zentralstdndig liegt. Interessanterweise liegen zwischen ihnen
zahlreiche neutrophile Granulozyten, aber nie T-Zellen. In der Literatur wird
diskutiert, ob diese Zellen eine eigenstdndige Subpopulation sind oder eine Va-
riante von Marginalzonenzellen darstellen [96-98]. Da von der Lokalisation her
betrachtet sowohl monozytoide B-Zellen, als auch intraepitheliale B-Zellen der
Gaumentonsillen und splenische Marginalzonen- B-Zellen vermutlich eine
wichtige Rolle in der ersten Verteidigung von Mikroorganismen spielen
[99,100], haben wir diese Zellgruppen miteinander verglichen. In einer immun-
histologischen Studie wurden die Marginalzonenzellen der Milz und des
Lymphknotens, intraepitheliale B-Zellen der Tonsille sowie monozytoide B-
Zellen mit T-bet, IRTA-1, CD75, CD45RA, BCL-2, CD21 und CD27 geféarbt.
Dabei konnte gezeigt werden, dass sich die monozytoiden B-Zellen (Positivitat
von T-bet, IRTA-1, CD75, CD45RA, Negativitat von BCL-2, CD21, CD27) von
den Marginalzonen-Zellen der Milz und des Lymphknotens (Positivitat von
BCL-2, CD21, und CD27 bei Negativitat von CD45RA, CD75 und tberwiegen-
der Negativitat fur T-bet und IRTA-1) deutlich unterscheiden und Ahnlichkei-
ten zu den intraepithelialen B-Zellen der Tonsille (Positivitdt von IRTA-1,
CD45RA, partielle Expression von T-bet, CD75 und Negativitat von CD21,
CD27) aufweisen.

Interessant war dabei insbesondere die kréaftige Expression von T-bet in den
monozytoiden B-Zellen, die eine gleichartige Intensitat wie die der aktivierten

CD4 positiven T-Zellen erkennen liel3.
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4.4. Unterschiedliche Expressionsmuster von T-bet sind charakterisch far
spezifische reaktive Lymphknotenveranderungen

Da T-bet nicht nur eine Rolle in der Th1-Antwort spielt, sondern auch bei der T-
Zell-unabhangigen Immunantwort, haben wir eine Studie etabliert, bei der un-
terschiedliche, durch intrazelluldre Agentien verursachte Infektionskrankheiten
(Toxoplasmose, akute infektiose Mononukleose, manifeste HIV-Erkrankung,
Katzen-Kratz-Erkrankung, Tuberkulose) hinsichtlich einer T-bet Expression in
B- oder T-Zellen untersucht und mit einem Kollektiv aus nicht aktiverten
Lymphknoten, Lymphknoten mit einer follikuldaren Hyperplasie, Lymphknoten
mit einer nekrotisierenden Kikuchi-Lymphadenitis, oder mit der Rosai-Dorfman
Erkrankung, einer Langerhans-Zell-Histiozytose, einem Morbus Castleman und
dermatopathischer Lymphadenopathie verglichen wurden.

Die Studie basiert auf Doppelmarkierungen mit T-bet/CD20, T-bet/CD4 und T-
bet/CD8 in lymphatischen Geweben von Patienten mit den oben erwahnten Er-
krankungen. Dabei konnten folgende Ergebnisse zusammengefasst werden: (i)
nur wenige T-Zellen mit T-bet Expression interfollikular und keine T-bet
exprimierenden B-Zellen in inaktiven Lymphknoten und der follikuléren
Hyperplasie; (ii) keine Vermehrung T-bet positiver T- oder B-Zellen bei der Tu-
berkulose, der Rosai-Dorfman Erkrankung, der Langerhans-Zell-Histiozytose,
der dermatopathischen Lymphadenopathie oder dem M. Castleman; iii) erhthte
T-bet Expression in CD4, CD8 und B-Zellen in Erkrankungen mit einer Thl-
Antwort und der Kikuchi-Lymphadenitis.

Die Ergebnisse untermauern die in vitro Studien, die belegten, dass T-bet in Er-
krankungen, bedingt durch intrazelluldre Mikroorganismen, verstarkt exprimiert
wird. Dabei scheinen die B-Zellen diese Immunantwort zu unterstiitzen, bzw.
eine T-Zell-unabhéngige Immunantwort zu bilden, wie z.B. bei der Toxoplas-
mose. Die nekrotisierende Kikuchi Lymphadenitis konnte infektiose (intrazellu-
lare) Genese haben. Hierzu wiirde auch der Nachweis von TLR9 [101] auf den

plasmozytoiden dendritischen Zellen im Bereich der Nekrosen passen.
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4.5. Interferon-gamma und T-bet Expression in einer Patientin mit einer
Piringer-Lymphadenitis
Im Rahmen einer Schnellschnittuntersuchung konnte Material von einer Patien-

tin gesichert werden, die an einer nachtraglich molekular Gberpriften Toxo-
plasmose litt. Die an diesem Material durchgefiihrten immunhistologischen Un-
tersuchungen beziiglich der T-bet Expression ergaben ein gleichartiges Bild wie
in friheren Untersuchungen beschrieben. Zuséatzlich konnte gezeigt werden,
dass die T-Zellen weder expandiert noch wesentlich aktiviert waren,

Weiterhin wurden am unfixierten Lymphknotengewebe und am peripheren Blut
dieser Patientin funktionelle Untersuchungen durchgefihrt. Hierzu wurden die
Zellen des Lymphknotens isoliert und sowohl diese als auch die des peripheren
Blutes Uber eine durchflusszytometrische Analysen untersucht. Es wurden die
Molekille CD3, CD4, CD40l, IFN-y, TNF-a., IL-2, IL-10, T-bet und CD19 mit-
einander kombiniert. Zusétzlich wurden die Zellen spezifisch (durch das
Toxoplasmenantigen) und unspezifisch (SEB und PI) stimuliert.

Die Ergebnisse weisen darauf hin dass die B-Zellen, wenn auch in wesentlich
geringeren Mengen als die T-Zellen, IFN-y exprimieren und dass die T-Zellen
des peripheren Blutes eine (im Verhéltnis zu gesunden Probanden) deutliche
Reduktion von IL-2 erkennen lassen. Diese Ergebnisse untermauern die These,
dass die T-Zellen bei Patienten mit Piringer-Kuchinka-Lymphadenitis offen-
sichtlich einen (vorlbergehenden?) T-Zelldefekt aufweisen und die B-Zellen
diesen zu kompensieren versuchen. Moglicherweise wird die klinische Symp-
tomatik dadurch verursacht, dass diese B-Zell-Antwort nicht so effektiv ist. Da-
zu wirde auch passen, dass die B-Zellen das IFN- y nur in geringem Masse bil-

den.
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4.6. Drei unterschiedliche Expressionsmuster von T-bet in
angioimmunoblastischen T-Zell- Lymphomen

Nach Dorfman et al. gehort das AITCL zu den Lymphomen, die von entarteten
T-Zellen der Thl-Antwort ausgehen. Die klinischen Symptome lassen jedoch
vermuten, dass diese Lymphomentitdt mit einem Defekt in der immunologi-
schen Kette einhergeht. Da inzwischen die Bedeutung von T-bet in immunologi-
schen Prozessen deutlich zugenimmt und T-bet nicht nur der Masterregulator
der Th1-Antwort ist, sondern auch die Th17-Antwort beeinflusst [102-104] und
zudem eine wichtige Stellung in der T-Zell-unabh&ngigen Immunantwort spielt,
haben wir untersucht, welche Zellen im AITCL tats&chlich T-bet exprimieren.
In dieser immunhistologischen Studie wurde Gewebe von 29 Patienten mit
AITCL mit histologischen Mustern Il uns Il untersucht. Dabei wurden Dop-
pelmarkierungen durchgefihrt, bei der T-bet mit CD20, CD3 und programmed
death (PD)-1 kombiniert wurden. PD-1 erstmals an follikuldren T-Helferzellen
identifiziert [105,106], wird charakteristischerweise von den AITL-Tumorzellen
exprimiert. Es wurden 3 verschiedene Muster erkannt, die als Muster A, B und
C beschrieben wurden. Im Muster A exprimieren grotenteils die neoplastischen
T-Zellen T-bet. Das Muster B ist dadurch charakterisiert, dass B-Zellen T-bet
exprimieren. Diese Zellen liegen entweder zu Aggregaten um hohe endotheliale
Venolen oder in unmittelbarer Nahe zu den Lymphknotensinus. Im Muster C
exprimierten fast ausschlieBlich die Immunoblasten schwach T-bet. Diese Er-
gebnisse waren unabhéngig von einer EBV Infektion, die haufig bei AITCL’s
assoziiert ist. Die Resultate fiihren zu der Annahme, dass bei den Patienten die
Thl-Antwort insuffizient ist und B-Zellen versuchen, diese Antwort zu ersetzen.
Zudem wirde die hohe Expression von VEGF-A, CXCL13 und T-bet in den
neoplastischen T-Zellen einen Teil der klinischen Symptome erklaren. CXCL13
und VEGF-a unterstiitzen wie T-bet die Th17-Antwort, der eine wichtige Funk-
tion bei der Entstehung von autoimmunologischen Erkrankungen wie rheuma-
toider Arthritis, Polyarthritiden und Arthralgien zugeschrieben wird [107-109].

24



4.7. Die Detektion des Transkriptionsfaktor T-bet erleichtert die Diagnose der
Haarzell-Leukie bei minimaler Infiltration des Knochenmarks

Bei ausgedehnten Knochenmarksinfitraten durch die Haarzellleukdmie kann die
Diagnose nicht nur durch die typischen morphologischen Auffalligkeiten ver-
mutet, sondern traditionell durch den immunhistologischen Nachweis von
DBA.44, der Tartrat-resistenten sauren Phosphatase (TRAP), und Annexin
A1[85] untermauert werden. Wéhrend im peripheren Blut die Tumorzellen zu-
satzlich durch CD11c, FMC7 und CD103 gut detektierbar sind, gibt es zum
Nachweis von FMC7 und CD103-Molekiile bisher keine paraffingédngigen Anti-
korper. Auch fur CD11c fehlte dieser lange Zeit. Die Diagnostik minimaler Tu-
morzellinfiltrate im Knochemark ist zudem schwierig, da diese Zellen h&ufig
perlschnurartig in den GeféalRen liegen und morphologisch nicht gut erkennbar
sind. Der Nachteil der weit verbreiterten, oben beschriebenen paraffingadngigen
Antikorper besteht darin, dass Annexin Al zahlreiche Zellen der Hamatopoese
farbt und DBA.44 sowie TRAP alleine nicht spezifisch fur die Haarzell-
Leuk&mie sind. T-bet wird im Knochenmark hingegen nur von wenigen akti-
vierten T-Zellen exprimiert, die solitar gelagert sind.

Mittels immunhistologischer Farbungen war aus friheren Studien bereits be-
kannt, dass die Tumorzellen der HCL durchgehend kraftig T-bet exprimieren
und bisher kein weiteres B-Zell-Lymphom ein gleichartiges Expressionsmuster
aufweist, so dass die Expression von T-bet in der HCL als charakteristisch und
somit als diagnostisch angesehen werden kann.

In dieser Studie konnte mittels Einfach-und Doppelmarkierungen hervorgeho-
ben werden, dass auch minimale Infiltrate der HCL durch T-bet identifiziert und

diagnostiziert werden kénnen.
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4.8. Die Expression von T-box-expressed-in-T-cells (T-bet) in den
Tumorzellen der Haarzell-Leuk&mie korreliert mit der Interferon-gamma
Produktion

Nachdem in einer friheren immunhistologischen Studie herausgearbeitet wer-
den konnte, dass die Tumorzellen der HCL eine ebenso kraftige T-bet Expressi-
on wie aktivierte CD4+ T-Zellen zeigen, stellte sich nun die Frage ob diese Tu-
morzellen auch IFN-y produzieren, wie es auch schon bei den monozytoiden B-
Zellen bewiesen werden konnte.

Um dieser Frage nachgehen zu kénnen, wurde peripheres Blut von 5 Patienten
mit HCL und 55 gesunden Probanden asserviert.

Die Haarzell-Leukédmie der 5 Patienten wurde durch morphologische und im-
munhistologische Untersuchungen am Knochenmark und durch FACS-
Analysen des peripheren Blutes gesichert.

Die Lymphozyten des peripheren Blutes der 5 Patienten und 55 Kontrollproban-
den wurden mittels Staphylococcus enterotoxin B (SEB) und phorbol 12-
myrisate 13 acetylate/lonomycin (PMA/I ) stimuliert und ihre Zytokinsekretion
anschlieRend Uber eine 4 Farben FACS-Analyse untersucht. Zudem wurde der
IFN-y Spiegel im peripheren Blut gemessen.

Interessanterweise konnte hierbei dargestellt werden, dass der Interferon-y Spie-
gel im Serum bei den Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden signifikant
erhoht ist. In der anschlielend durchgeftihrten FACS Analyse wurde die Interfe-
ron-y Produktion den Zellpopulationen zugeordnet. Die FACS-Analysen des
peripheren Blutes lielen eine Expression von T-bet in den CD103 positiven
neoplastischen B Zellen und eine kraftige Expression in den T-Zellen im Ver-
gleich zu den Kontrollpatienten erkennen. Die neoplastischen Zelle &hneln da-
mit in ihrer Funktion offenbar den monozytoiden B-Zellen, wobei die IFN-y Ex-
pression in den Tumorzellen deutlich héher als bei den monozytoiden B-Zellen

war.
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5. DISKUSSION UND AUSBLICK

Die vorgestellten Publikationen hatten zum Ziel, die Uber in-vitro Studien und
anhand von Tiermodellen gewonnenen funktionellen Daten (ber T-bet auf das
Primarmaterial zu Ubertragen. Dabei haben wir zun&chst versucht, die T-bet
exprimierenden T-Zellen in unterschiedlichen nicht-neoplastischen Erkrankun-
gen zu charakterisieren. Wir konnten bei der Sprue/Zéliakie , die als eine Thl
Reaktion in der Literatur bekannt ist, zeigen, dass die intraepithelialen CD8+
Zellen T-bet exprimieren, wéhrend im Infiltrat der lamina propria auch CD4+
T-Zellen eine T-bet Expression aufwiesen. Zudem haben wir Unterschiede hin-
sichtlich des Expressionsmusters von T-bet und GATA-3 zwischen der
Sprue/Zoliakie und der lymphozytéren Kolitis hervorheben kdnnen. Entspre-
chend dieser Ergebnisse muss Uberlegt werden, ob die lymphozytare Kolitis
maoglicherweise eine kombinierte Thl/Th2-Antwort ist und keine reine Thl-
Antwort [93-95]. Zur Absicherung dieser Vermutung missen weitere Untersu-
chungen angeschlossen werden, insbesondere unter der Berticksichtigung des
Interleukin-Musters beider Erkrankungen.

Nach der Erstbeschreibung 2000 durch Szabo und Glimcher [1]wurde T-bet eine
zentrale Rolle in der Th1-Antwort eingerdumt. T-bet galt zun&chst in erster Li-
nie als Masterregulator der Th1-Antwort, der im Wesentlichen durch die Regu-
lation von IFN-y Einfluss auf die Immunreaktion nimmt. Da die Thl-Antwort
gegen intrazellulare Keime gerichtet ist, haben wir Erkrankungen, bedingt durch
intrazelluldre Keime mit Lymphknotenerkrankungen anderer Ursachen hinsicht-
lich der T-bet Expression in B-und T-Lymphozyten verglichen. Hier korrelierten
die Ergebnisse mit den funktionellen Studien: zum einen zeigten die T-Zellen in
Erkrankungen bedingt durch intrazelluldre Keime tatsachlich eine vermehrte
Expression von T-bet, zum anderen konnten wir zeigen, dass die Th1-Antwort
in einem unterschiedlichen Ausmall von CD8+ T-Zellen und B-Zellen unter-

sttzt wird [15].
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Die Tatsache, dass bei der Kikuchi Lymphadenitis nach unseren Untersuchun-
gen zahlreiche T-Zellen, die teils der CD4, teils der CD8 Subpopulation angeho-
ren kréftig T-bet exprimieren haben wir als einen Hinweis darauf gedeutet, dass
diese Erkrankung moglicherweise durch einen bisher nicht identifizierten intra-
zelluldaren Keim hervorgerufen wird. Dieser Verdacht wird auch von anderen
Autoren diskutiert, die eine Expression von TLR-9 bei der Kikuchi Lymphade-
nitis nachweisen konnten [101]. Die Toll —like-receptors (TLR) gehdren in die
Gruppe der pattern recognition molecules und hier in die Untergruppe der pat-
tern recognition receptors (PRR). Die TLR sind an der Membran der Leukozy-
ten lokalisiert und setzen sich aus hoch konservierten und repetitiven Strukturen
zusammen. Sie vermitteln eine antimikrobielle angeborene Immunantwort. Stu-
dien konnten zeigen, dass TLR9 bei der Kikuchi Lymphadenitis von den
plasmozytoiden dendrischen Zellen exprimiert wird. Da der TLR 9 bei intrazel-
luldren Keimen hochreguliert ist, wird auch Uber diese Unteruchung unsere
Vermutung erhartet. Dennoch ist die Atiologie der Kikuchi-Lymphadenitis bis
heute ungeklart, daher ware hier eine Korrelation der Expressionsmuster von T-
bet und TLR- 9 sinnvoll, um der Kl&rung dieser reaktiven Lymphadenitis ein
Stlick néher zu kommen.

Im weiteren Verlauf der in-vitro Untersuchungen von T-bet sowie von Ergeb-
nissen an Tiermodellen stellte sich schon bald heraus, dass T-bet zusétzlich eine
bedeutende Rolle in der Immunmodulation der B-Zellen hat [2,50-52,54-
56,110].

Hier liegt die Bedeutung insbesondere in der Bildung der T-Zell-unabhangigen
Immunantwort. Dabei konnte zundchst durch in vitro-Versuche aufgezeigt wer-
den, dass T-bet den IgG2 Klassenwechsel wesentlich mit beeinflusst.

Unsere eigenen immunhistologischen und funktionellen Untersuchungen an
monozytoiden B-Zellen im lymphatischen Gewebe bei unterschiedlichen Infek-
tionskrankheiten legen zudem den Verdacht nahe, dass bestimmte Subpopulati-

onen der B-Zellen versuchen, eine T-Zell-unabhdngige Immunantwort mit
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(wenngleich auch schwacher) IFN-y Expression zu bilden, um Infektionskrank-
heiten einzuddmmen. Diese Ergebnisse sprechen fir die Plastizitat der B-Zell-
Immunantwort.

Da wir die IFN-y Expression der B-Zellen bisher nur exemplarisch und an einer
Erkrankung am Primarmaterial nachweisen konnten, waren hier weitere Studien
sinnvoll. Insbesondere waren hier Untersuchungen am Priméarmaterial von HIV-
Patienten interessant, da sich hier ebenfalls monozytoide B-Zellen darstellen
lassen.

Sowonhl die Arbeitsgruppe um Dorfman [6] als auch unsere eigene konnten eine
intensive Expression von T-bet in den Tumorzellen der Haarzell-Leukdmie
nachweisen. Sie sind die bisher einzigen beschriebenen B-Zellen, die als malig-
ne Zellen eine gleichartig kréaftige Expression von T-bet aufweisen, wie aktivier-
te T-Zellen der Th1-Antwort.

Die Atiologie und Pathogenese der Haarzellleukamie konnte trotz intensiver
Forschung insbesondere in Richtung chromosomaler Aberrationen bisher nicht
geklart werden. Hier ist insbesondere der immunhistologische Immunphénotyp
von Interesse, da die Tumorzellen der Haarzelleukdmie mehrere Molekiile
exprimieren, die auch bei Makrophagen und T-Zellen nachgewiesen werden
kdnnen. Mdoglicherweise kann hier tiber die Expression von T-bet ein neuer For-
schungsansatz sinnvoll sein, um zur Klarung der Atiologie und Pathogenese der
Haarzelleukamie beitragen zu kénnen.

Der Verzicht der Aufrechterhaltung des dichotomen Musters der Immunant-
wort nach der Entdeckung der Th17-Antwort [61-63] hat zu einer Flut neuer
Untersuchungen gefiihrt, in denen auch der Frage nachgegangen wurde, welche
Funktion T-bet hier inne hat. Wesentliche Ergebnisse konnten dabei durch die
Untersuchung an den Autoimmun-Arthritiden [67] erzielt werden, die eine Be-
teiligung von T-bet an der Th17 Immunantwort beweisen konnten. Dabei hat
nicht nur unsere Arbeitsgruppe [111] durch Untersuchungen am Primé&rmaterial

von angioimmunoblastischen T-Zelllymphom belegt, dass diese Erkrankung of-
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fenbar nicht, wie bisher vermutet, durch eine Entartung von Thl Zellen, sondern
von Th17 Zellen entsteht. Die Bedeutung von T-bet in Rahmen der Ausbildung
der Th17-Antwort wirft die Fragestellung auf, inwiefern hier eine Neuordnung
der entziindlich bedingten Erkrankungen und der T-Zell-Lymphome erfolgen

sollte.
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