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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden kutaneZ&ll-Lymphome (CTCL) hinsichtlich ihrer
Apoptoseregulation untersuclidie haufigsten Entitaten sind die Mycosis fungoides, das
SézarySyndrom sowie die Gruppe der CD30Oymphoprdiferativen Erkrankungen
(cALCL). Todesligandetvermittelte Apoptose ist auch fur die Lymphozydomoostase

von essentieller Bedeutung.

Zunachst wurden die CTCEelllinien hinsichtlich ihrer Apoptosesensitivitat gegenuber
Todesliganden untersucht und mder von systemischen -Zell-Lymphomzellen
verglichen. Hierbei zeigte sich eine ausgesprochene Resistenz aller kutanen Zelllinien
gegeniiber TRAIL und TNFRUinduzierter Apoptose. Anhand der Aktivierung der
Caspasensignalkaskade war eine frilhe Blockierung der Apoptose nachweisbar. Uberdies
konnte der Verlust von CD95 und TNFL sowie von Caspask) und des Be2-Proteins

Bid in verschiedenen CTGEelllinien nachgewiesen werden. Die Apoptoseresistenz
konnte mit einer generellen und starken Expression desapoptotischen Proteins ¢
FLIP korreliert werden.

Des Weiteren wurde der Einfluss von CBStimulation auf die durch CD9fduzierte
Apoptose in C30"-Zelllinien untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die Aktivierung von
CD30 zu einer verminderten Sensitivitat gegentiber CiD@6zierten Apoptose flhrt. Die
Bedeutung dein vitro-Ergebnisse zeigte sich auch durch eine weitgehende Parallelitat
dieser zwntersuchten Biopsieprobenn CTCL-Patienten.

SchlieBlich wurden verschiedene NSAIDs auf ihre Fahigkeit hin untersucht,
Apoptosesignalwege zu aktivieren bzw. die Expression vBhlE zu vermindern. Dies
wurde sowohl in CTCkZelllinien als auch inTumorT-Zellen von CTCL-Patienten
untersucht. Die Wirksamkeit von NSAIDs konnte auclexnvivobehandelten Tumer-
Zellen von CTCLPatienten nachgewiesen werden, was auf einen moéglichen Nutzen
dieser Substanzgruppe fir die CT-Cherapie hinweist.

In Ihrer Gesarheit vermittelt die vorliegende Arbeit einen Einblick in die komplexen
Apoptoseegulationsmechanismen in kutaneZ@&ll-Lymphomerund identifiziert eFLIP

als einen zentraleResistenzfaktor

SchlagworterApoptose, CTCLg-FLIP, TodesliganderNSAID
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Abstract

Cutaneous T cell lymphomas (CTCL) form a heterogeneous group eHodgkin
lymphomas with primary involvement of the skin. Its most frequent forms are Mycosis
fungoides, Sézary syndroma&nd CD30-positive cutaneous anaplastic largell
lymphoma Death ligand<ritically contribute to lymphocyt@omeostasiby induction of
apoptosis and may further represent safeguard mechanisms to prevent lymphoma
developmenaind tumor growth

First, we analyzed induction of apoptosis by death ligands in CTCLIliceb and
compared it to that in systemic-CHI lymphoma cells This revealed foIlCTCL celk a
pronounced resistance to death ligaridsparticular there was no caspase activation in
nonresponsive CTCL cellsjndicating an early blockade of the apopgosignal
Furthermore doss of CD95 TNF-R1, caspas&0, as well as of Bid was found in several
cell lines. Changes at the recepmxpression level were largely ruled out, whereas,
consistent and strong expression 4ildP was correlated with resistanc

In addition, we investigatedhe CD30/CD95 crosstalk in CD98ensitive cALCL cell
lines. Experiments showed that CD30 ligation leads to-aRfmediated €-LIP
upregulation in cALCL cells, which in turn conferred resistance to Cibd&ced
apoptosis. Parallels with regard to expression of apoptosis regulators were seen in
peripheral blood mononuclear cells and biopsies of CTCL patients.

Finally, we evaluatednonsteroidal antinflammatory drugs (NSAIDsjor their capacity

to downregulate €LIP expression and apoptosis inductionOMCL cellsas well as in
tumor T cells fromCTCL patients NSAID treatment resudtd in an activation of both
apopbsis signaling pathwayand furthermore Diclofenac pretreatment ensitizd for
TRAIL-induced apoptosis.

In conclusionthis studyelucidates defects in apoptosis regulation, proved the significance
of ¢c-FLIP for the survival of CTCL cells angrovidesa rationad for the use of NSAIDs

as a potentially new therapeutic option @FCL patients.

Keywords:Apoptosis, CTCL, €-LIP, death ligand, NSAID
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1 Einleitung

1.1 Immunsystem

Das Immunsystem ist in efzelligen Organismen fur die Bekdmpfung von Infektionen,
pathogenen Mikroganismen und fur die Entfernung potentiell gefahrlicher
korpereigeneiZellen von zentraler Bedeutungdabei stitzt sich @ Immunsystenauf
zwei Saulenzum einen auf dieangeboree (unspezifische) undum anderen auf die
adaptie (spezifische) Immunantwort Die angeborene Immurantwort erkennt
konservierte Strukturen auf Pathogenen firdt zu einer schnellebmmunantwort gegen
diese.Das adaptive Immunsystem ist charakterisiantc seine hohe Spezifitat in der
Erkennung von Antigenernwas die Identifizierung von unterschiedlichsten Erregern
ermdglicht (Chaplin, 2010) Uberdies ist das adaptive Immmsysem in der Lagge
veranderte korpereigene Zellen zu identifizieren urdiese mittels Todesliganden
vermittelteroder GranzynB-induzierter Apoptoseu eliminieren(ilgney and Krammer,
2002a)

Im Allgemeinen sindApoptosesignalwegedie duch Todesligandenwie zum Beispiel
CD95L oder TRAIL, aktiviert werderauchfur die Selbstregulation von Immunzellen und
hier vor allem fur Lymphozyten von gro3er Bedeutufig-Weber and Krammer, 2003;
Falschlehnelet al, 2009) Wichtig fur de korrekte Funktion des Immunsystems ist die
Unterscheidung zwischekorpereigen undkorperfremdbzw. entartet(Medzhitov and
Janeway, Jr.2000) Storungen in der Fahigkeit zur Unterscheidung duddfig mit
Autoimmunerkrankungen assoziiert. Generell stellen verschiedene Schritte im Laufe der
Entwicklung und Reifung von Immunzellen sichetas autoreaktive Zellen mittels
Apoptoseeliminiert werden Das adaptive Immunsysterat Uberdiesin der Lage ein
immunologisches Gedachtrasi entwickeln, welches bei einer erneuten Begegnung mit
dem gleichen Antigen zu einer schnelleren Immunantwort fiihRaher kann @@
physiologische Lebensdauer vonLymphozyten ein paar Stunderim Falle von
Gedachtniszellersogar bis zu mehrer@ Jahra betragen(Sallusto and Lanzavecchia,
2009)

1.1.1T-LymphozytenEntwicklung

Pluripotente Knochenmarkstammzellen stellen den Ausgangspir mydoide und

lymphoide Zellen dar. Zu derwichtigsten spezifischen und hoch spezialisierten
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Immunzellen z&hlen -Tund B-Lymphozten. T-Lymphozyten haben ihren Namen auf
Grund ihrer Reifung im ThymugJnreife VorlauferT-Lymphozytenwandern aus dem
Knochenmark in die lymphatischen Gewebles Thymus ein und erfahren doin
verschiedenen Schrittehre Reifung zu n&ven T-Lymphozyten. Zunachst differengren
die Vorlauferzellen zu CD@D8 doppelt positiven Thymozyten (DP) aésbildung 1).
Anschliel3end findet eine Positivselektion an den kortikalen, thymischen Epithelialzellen
statt, die dazu fuhrdas nur noch CD4 oder CD8 an der Zelloberflache (8R)rimiert
wird. Hieran schlief3t sich die sogenannte Negativselektion in der Markregiddien.
Eliminierung der nicht adaquat@aLymphozytenerfolgt mittels Apoptos. Thymozyten,
die die Negativselektion Ubsanden haben, verlassen den Thymus algen&Zellen.
Dies sindnur noch2% i 3% derurspringlich eingewandertérhymozyten.Am Ende
dieser Prozesse stehesife T-Lymphozyten die mit Hilfe desT-Zell-Rezeptos (TCR)
und im Verbund mit dem Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHGKIlassel- bzw.
(MHC)-Klassell-Komplex AntigenPeptideerkennenkdnnen(Germain, 2002; Chaplin,
2010; Hinterbergeet al, 2010)
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T-Lymphozyten Entwicklung. Ausgehend von hamatopoetischen Stammzellen reifen in den lymphatischen
Geweben CD4" und CD8" T-Zellen (Germain, 2002).



12|Einleitung

1.1.2: T-Lymphozyten (CD%)

Fur T-Lymphozytenist unter anderemdie Expression ded-Zell-Rezeptos (TCR)
charakteristischDurch die sogenannfeBCR-Umlagerungst dasimmunsystem theoretisch
in der Lagefur jedesméglichePeptid eina T-Lymphozytenmit dem passenden TCR zur
Verfugungzu haben(Krangel, 2009) Die Erkennung von Antigenen wirdber denT-
Zell-Rezeptorkomplex einem Multiproteinkomplex bestehend ad<R und CD3,
realisiert. Mit Hilfe dieses Komplexes werd&ignaltransduktionsdskaden, an denen
ProteinrTyrosinKinasen beteiligt sind induziert die zur Aktivierung verschiedener
Transkriptionsfaktoren widP-1 (activator protein )}, NFAT (nuclear factor of activated
T-cell9 oder NFa B nuglear factor'kappalight-chainrenhancer' of activatedB-cells
fihren(Nakayama and Yamashita, 2010; Love and Hayes, 2010)

Reife T-Lymphozyten sindneben der Expressioshes TCR auchdurch ihr sezerniertes
Zytokin-Prdfil (Th1:INF-2, Th:IL-4/IL-5, ThizIL-17) charakterisiert und lassen sich so in
verschiedene Subgrpen unterteilen Eine Voraussetzung fur die Aktivierung v@b4-
positivenT-Helferzellenstellt dielnteraktion mitMHC-Klassell -Hilfsrezeptorendie von
antigenprasetierenden Zellen (APCgxprimiert werden, dar. Fir die Aktivierung sind
jedoch auch kostimulatorische Rezeptoren von Bedeuytdi®yzur Modulation von
Signalen beitragekdnnen Im Anschluss an eine Aktivierurdjfferenziert ein Teil der T
Helfer-Zellen zuGedachtniszellen, dienter andererdurch die Expression vodD45R0O,
CD45RA, CD29, CTLA ¢ytotoxic T lymphocyte antigend sowie durch erhdhte
Apoptoseresistengiekennzeichnesind (Daniels and Teixeiro, 2010)0bgleich ihrer
wichtigen Aufgabe sind Gedachtniszellemach wie vor nurzum Teil verstanden
(Williams and Bevan, 2005; MacLead al 2010)

1.1.3T-LymphozyterHoming

Eine wichtige Fahigkeit die T-Lymphozytenaufweisen missen, um ihre Funktion im
Immunsystem zu gewabhrleisten, idas Einwanden in Gewebe. Die meisten reifen
Lymphozyten zirkulieren permanent zwischen Blutkreislauf und Gewebe. degant
mit der Extravasation aus dem Blutkreislauf an Endothelzellen vorbeéasnjeweilige
Gewebe und endet mit dedurchqueren der Lymphgewebe zuriiok Blut (Shimizuet
al, 1992) Diesegerichtete Bewegunwird als LymphozyteitHoming bezeichngtButcher
and Picker, 1996)
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Neben der reinen Zirkulation zsghen den verschiedenen Gewebermmt es bei
aktiviertenT-ZellenUberdieszu einenmpréaferentiellerEinwandern in ds Gewebgn dem
die Aktivierung stattfandSchaerli and Moser, 2009)urch dieExpression votHoming
Rezeptoren (z.B.CLA, CD44, L-Selektin, Integrin, VLA-4, LFA-1) konnen
unterschiedliche Gewepavie zum Beispiel die Hautauch gezielt infiltriert werden
(Butcher and Picker, 1996; MareBierget al, 2008; Magro and Dyrsen, 200&uséatzlich
konnen Chemokine als Botenstgffesezerniert von dendritische Zellen oder
Keratinozyten, eie Einwanderung vom-Zellen mit entsprechenden Chemokinrezeptoren
(CCR4, CCR10, CXCR3n Gewebdordern(Ward and MareltiBerg, 2009) Ein Verlust
von HomingRezeptoren ebenso wie die dysregulierte Expression von
Adhasionsmolekilen (z.B. -Belektin), ist mit der malignen Transformation von T
LymphozytenassoziierfHealdet al, 1993; Borowitzet al, 1993; Burget al, 2006)

1.1.4KostimulatorischeSignak

Die Aktivierung von niven CD4 T-Zellen erfolgt nach denZwei-SignatModell, das
bereits 1975 von Bretschempostuliert wurde und bis heuteoch Giltigkeit besitzt
(Bretscher, 2004)Nach diesem Modell benétigt eimeive T-Zelle zwei Signale fir ihre
Aktivierung. Das erste Signalstellt die antigenspezifische Bindungdes TFZell-
Rezeptorbkmplexes(TCR-CD3) an dendritische Zelie(DC) dar. Daszweite Signakwird

als kostimulatorisches Signdlezeichnet. In den letzten Jahren wurde deutlich, dass es
sich bei dem kostimulatorischen Signal nigchir um ein singdres Ereignis handelt,
sondern dss T-Lymphozytengewissermaflen mintigenpréentierenden Zelike (APC)
kommunizieen. Des kannsowohlzu aktivierenderwie auch zuinhibierend@ Signalen
fuhren. Dabei handelt es sich um eineregulatorisben Vorgang der einer
physiologischen T-Zell-Aktivierung dient. Kostimulatorische Signale werden unter
anderemuber akzessorische Rezeptoren wie CD28 CD40 oderCD30 vermittelt
(Leitneret al, 2010)

Im Rahmender hier vorliegendemrbeit wurde auch die Signalgebung de€D30-
Rezeptos untersucht Der CD30GRezeptor ist ein Mitglied der Tumornekrosefaktor
RezeptorSuperfamilie(TNFR-SF), die durch struktwlle und funktionelle Homologien
gekennzeichnet igDurkopet al, 1992; Smithet al, 1994) CD30 istauf Tumorzellen des
klassischen Hodgkihymphoms (cHL) und des anaplastischgrof3zelligen TZell-
Lymphons (ALCL) exprimiert Im normalen lymphatischen Gewebe sind lediglich
wenige aktivierte Lymphozyten CD3bsitiv (Stein et al, 1985; Chiarleet al, 1999)
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Dariiber hinaus findet man den Rezeptor auch auf aktivierten und virustransforfierten
und B-Lymphozyten(Froeseet al, 1987) Die losliche Form von CD30 (sCD30) kann
sowohl in Kulturldsungen von CD3fositiven Tumorzellen als auch im Serum von
Patienten mit CD3®@ositiven Lymphom nachgewiesen werdédosimovicAlasevic et

al, 1989)

Im Vergleich zun CD30-Rezeptorist die Expression des CDdlganden (CD30L)
weniger eingeschrankt. Dieses TypMembranprotein findet sich auf aktivierten T
Zellen, Granulozyten, Maophagenund auf normalersowie malignenB-Lymphozyten
(Smithet al, 1993; Chiarlest al, 1999). Die Aktivierung von CD3kann in Abhéngigkeit
des Zelltyps, unterschiedliche Signalwegmduzieren die zu Zellwachstum,
Differenzierung oderauch Apoptose fuhren Ein wichtiger Signalweg der durchden
CD30-Rezeptor aktiviert wirdist der NFa BSignalweg derin antiapoptotischemnd in
entzundlichen Prozessesine wichtige Rolle spielt (Schneider and Hubinger, 2002;
Schneideet al, 2004; Kennedyt al, 2006)

1.2 Entziindung

Fur einen weiterenwichtigen Prozess sind die Zellen des Immunsystem essentieller
Bedeutung der Entzindungder Inflammationim Allgemeinen beginnt Inflammation
wenn es in einem Gewebe zu Irritatiordemch Verletzunginfektion oderdemAuftreten
von toxischen Subahzen kommtDies flhrt zurAnsammlung vorGewebsflissigkeitind
zur Infiltration von mmunzellen in das Gewebwodurch eszu Schwellung, Erythema
und damit zueinerweiterenVerstarkung der Inflammatiokommt Im weiterenVerlauf
der Inflammation stehen dann die Reparaur da Gewebeschaden sowie die
Geweleernewerung im Mittelpunkt(Nathan, 2002)

Im Zugeder Inflammation kommt edurch dieverstarktemetabolische Aktivitat in den
inflammatésen Gewebernu einem erhdhten Aufkommen von RORdctive oxygene
gpecie$ und RNS [eactive nitrogene specie$. Diese freien Radikale stelleim
Allgemeinenein toxisches Nedrproduktvon metallische Aktivitat dar und kdnnenzu
Schaden an Proteinghipiden und der DNS fuhrenAllerdings aktivieren freie Radikale
auch komplexe Signalwegéie unter anderem zu einer Erh6hung des-@xitativen
Potentialsfuhren bzw.Mediatoreninduzieren die den ROS/RNSnduzierten Schaden
entgegenwirkenEiner dieserSignalwe@, den ROS und RNS aktiviergist der NF-aB-
Signalweg(Robertset al, 2009) In der Bekampfung voRathogeen ist die Freisetzung
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von ROSTeil des physiologischen Schutzmechanisnmmsl m Allgemeinenkdnnen
Zellenzeitlich begrenzten oxidativeStressiberstehen

Neben dem physiologischen tden von Entzindungsreaktionen, im Rahmen von
Wundheilung oder in der angeborenen Immunantvemigte sich in den letztenl¥an
das es einen Zusammenhang zwiscleronischetnflammation und der Entstehung von
Krebs gibt (Mantovani et al 2008) Dass hier komplexe Zusammenhéange zu
berlicksichtigen sind, zeigt sietuchdaran dass eine chronische Entztundunght per se
das Krebsrisiko erhdht. Akzeptiert igedoch dass Entziindungsprozesse in der
Entwicklung und der Progression von Krebs ewehtige Rolle spielenkdnnen Viele
Tumore zeigen nach ihrer Etablierung die Tengepme pro-inflammatorische
Mikroumgebung zu generiergMantovaniet al, 2008) Von diesem Milieuscheinen
Krebszellen, die auch aWuwlend i e ni c,lbézeichretiwurdefDiiorak, 1986)
zu profitieren Die in Tumorgewebe présenen verschiedenen Immunzellekbnnen
daherdurch die Sezernierung vamo-inflammatorischen Zytokinen odemh€mokinerzur
Unterstitzingdes Tumars fihren(Grivennikovet al, 2010)

Eine Blockierung der Zytokinund Chemokirvermittelten Inflammation stellt daher
einenmoglichen Ansatzpunkt fir Krebstheraggategierdar (Lawrence and Fong, 2010;
Demariaet al, 2010) In diesem Zusammenhang koénrdaach der Einsatz von nicht
steroidale antiinflammatorische Substanzen (NSAIDsdie auchzu einer Blockierung
von NF-aB-Signalwegerbeitragen,von Interesse sei(Habenset al, 2005; Cuzicket al,
2009) Ein Vorteil von ani-inflammatorischen Therapieansatasniberdiesdass ge im
Gegensatz zu Radi@der Chemotherapie nicht zu Mutationen fihf&mnivennikovet al,
2010)

1.3NF-kB-Signalgebung

In Saugetierzellerbesteht d@ NFa BTranskriptionsfaktorfamilie aufinf Mitgliedern:
RelA (p65), RB,cRel, NFe B1 ( p50 wund s esowieNMaB2 (p5Rwurfde r
sein Vorlaufer p100). Die NB BProteine lagern sich als funktionelle Struktur zu Hemo
und Heterodimean zusammen.Grundsatzlichlassen sich zweNF-a BSignalweg dea
kanonische und dealternativeNF-a BSignalweg voneinanderunterscheidetfAbbildung

2). Im Rahmen des kanonischen Signalwegesimt es hauptsachlich zur Aktivierung
von RelA/p50-Dimeren. Diese liegen im unstimulierten Zustand im Zytoplasma ddrch |
a BProteine(inhibitor of kappaB) gebunden vor. Im Zuge einer Aktivierung durch eine

breite Palette von Stimu{iTNF-U , -1) MirusInfektion, genotoxischeSubstanzen oder

p1f
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ionisieren@ Strahlunly kommt eszur Phosphorylierung ddra BProteinean Srinresten
durch den IKkKomplex (I kappa B kinas@, was zu einer Ubiquitinierung und zum
proteosomalen Abbau der-al BProteire fiihrt. Die freigesetzten &A/p50-Dimere
translozieren in den &n undwirken dort als Transkriptionsfaktoreieser NFo B

Signalweg ist vor allem in der angeborenen Immunantwort und in der Inflammation von

Bedeutung.
Canonical activation Non-canonical activation
»TNF-R *TLR » LTB-R
» |L-1R » RAGE » BAFF-R
-— =
= Ix
2
(<89 T
p50LRelA b= RelB
K-
pSO[RelA >< \
psofRelA) Q p52RelB
* Inflammation » B-cell homeostasis
» Cell survival » Development and
» Innate immunity tdlfferentlatlon of
immune organs
» Osteoclast differentiation
Abbildung 2

NF-a BSignalwege. Aktivierung des kanonischen (I-s B U) d des NIK-abhangigen, alternativen NF-a B
Signalweges. Fir Erlauterungen siehe Abschnitt 1.3 (Bollrath and Greten, 2009).

Der zweite alternativeSignalweg zeigt sich etwas eingeschrankiarsichtlich derihn
aktivierenden Stimuli Hierzu zahlenMitglieder der TNFSuperfamilie (z.B. BAFF),
Lymphotoxinb (L T bderC4@legand.l n di esem Signal weg wird
(NF-aB-inducing kinaspaktiviert, woraufhinl K K U , pleh @viBhtigsten BB-Inhibitor,
phosphoryliertund dem proteosomalen Abbau fiihrt. Die RelB/p52- oder RelB/p50

Dimere transloziegnin den Kernund fihren zur Transkription von Geneérerschiedene

Untersuchungenweisen daraufhin, das dieser Signalweg uberwiegend in der
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Entwicklung, Organisation unduliktionvon sekundarelymphatischer©rganen sowidn

der B-Zell-Reifungeine Role spiel. In der Aktivierung beideNF-a BSignalwegast der
IKK-Komplex von zentraler BedeutungDieser besteht aus zwei katalytischen
Unterénheiten | K KU u n,dowie &rérfregulatorischen UntereinheitK Ko ( NE MO)
(Baud and Karin, 2009)

Eine Blockierung vonlnflammation und NF-a BSignalwegenist auf Grund ihrer
Involvierung in Zellwachstum und Apoptoseresistench therapeutisch relevant. Anti
apoptotische Nfe BZielproteine sind neben B& und I|AP-Proteinen auch der
Caspasedihinhibitor c¢FLIP (Micheau et al 2001; Karin, 2006a; Karin, 2009;
Vallabhapurapu and Karin, 2009)

1.4 Nicht-SteroidaleAnti-Inflammatorische Substanzen

Nicht-steroidale antinflammabrische Substanze™NSAIDs) werden seit langem fur die
Behandlung von Schmerzen und Entzindungiagesetztin vergangenen Jahréonnte
fur diese Substanzklasse awheantineoplastischéktivitat nachgewiesen werdé@ha
and DuBois, 2007)Fur die schmerzstillendeund antientzindlichéWirkung von NSAIDs

ist die Inhibition von Cyclooygenasen (COX)verantwortlich Zurzeit sind drei
Isoformen, COX-1, -2 und-3, beschriebenwobei tber COX3 nochwenig bekannt ist.
Fur COX-1 ist eineubiquitde Expression in verschieden&ewebersowieeine wichtige
Rolle fur denGastrointestinatakt nachgewiesenim Gegensatz dazu ist die Expression
von COX-2 induzierbarzum Beispiedurchinflammation(Rouzer and Marnett, 20Q9)

Im Allgemeinen kénnen NSAIDs imwei Gruppereingeteilt werdenzum einenin die
selektiven COX-2-Inhibitoren(Coxibe) wie zum BeispielCelecoxih und zum andereim

die nicht-selektiven COX-Inhibitoren die savohl COX-1 als auch CO2 blockieren
kbénnen Beispiek fiur diese Gruppe sind Sulindac, Acetylsalicylsdure (ASA),
Natriumsalicylat (NaS) oder Diclofenac (DRyoxcibe wurdenals Alternative zu nicht
selektiven NSAIDs und deren Nebenwirkungen entwicf®tarneret al, 1999) Es zeigte
sich jedochdass Coxcibe zwar deutlicmagenfreundlicher singber unerwartenegative
Auswirkungen auf dagardiovaskulée Systemhaben Dies hattesogardie Ricknahme
von Medikamenten dieser SubstanzgruppeFolge(Hinz et aJ 2007) Cyclooxygenasen,
die ein wichtiges Ziel der NSAIDs darstellen, sind fur die Synthese von Prostaglandinen
(PG) aus Arachidonsaur®n BedeutundgSamuelssoet al, 2007; Kanget d, 2007) Vor
allem das Prostaglandin E2 (PGE2) zeigte sich algppliferativ und mit dem Wachstum

von Krebszellen assoziiert. PGERird sezerniert und fuhrt Uber die Bindung an
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Prostaglandin ERezeptoren (ER#) zur Aktivierung von verschiedenen gomliferativen

und antiapoptotischen SignalwegeAlibildung 3) (Feckeret al, 2007; Sugimoto and
Narumiya, 2007)Eine veranderte Expression von CQXvurde im Kolorektalkarzinom
(Clevers, 2006) kutanen Plattenepithelkarzinom(Fecker et al 2010b) sowie in
hamatologischen Erknkungen(Ladetto et al, 2005; Ohsawat al, 2006; Koppet al,

2010) mit Angiogenese, Metastasierumgnd antirapoptotischer Signalgebung assoziiert.
Uberdies besteht ein Zusammenhang zwischen der durch chronische Inflammation
verstarkten COX2-Expression und der Entwicklung bzw. Forderungn Krebs
(Subbaramaiah and Dannenberg, 2003; Harris, 2007; Grivennikov and Karin, 2010)

(\PGEZ HH EGFR % DR
CA AN
| pr— e - . Cer —— ||| _CM]
0 LA ™ ~
PL — AA — PGH, 09 .. 1l
cPLA,  COX-2 [PGES \ / \\‘ l
! 1
I 1
Y IR
i R l SR
: HET HE
PKB/Akt -
o di b [Preakt it
FomoiiIIt 3 L
v b ¥ v
[erk| [PpaRs| |Bck2| Csp-3
Angiogenesis| | Proliferation Apoptosis | +—

Abbildung 3
Signalwege, die durch Prostaglandin E2 (PGE?2) aktiviert werden kdnnen (Fecker et al, 2007).

Jedoch schranken diebei einer Langzeiteinnahme von hohen Dosen von NSAIDs
auftretendenzum Teil schweren Nebenwirkungen die EinsatzméglichkeitenNSAIDs

ein. Dennoch habesich NSAIDs als wirksam in deBekampfung von Tumen gezeigt
und sogar prophylaktibe Effeke konntennachgewiesemwerden(Gupta and DuBois,
2001; Thunet al, 2002) In verschiedene Studienwurde die Wirkung von NSAIDs in
unterschiedlichen Tumorgtiten evaluiert wie zum Beispiebei Brustkrebs(Gierachet

al, 2008) Prostatkrebs (Liu et al 2006a) Kolorektalkarzinoma (Thun et al, 2002)
LungenkrebgHosomiet al, 2000; Liuet al, 2006b) MagenkrebgWong et al, 1999)oder
Lymphomen(Bellosillo et al, 1998; Jendrossedt al, 2003; Subhdsni et al, 2005) Vor
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allem fur Personen miEAP (Familiare Adenomattse Polypogsislie ein erhdhtes Risiko
haben Kolorektalkarzinome zu entwickeln, zeigte sich, dass NSAIDs dieses Risiko
deutlich senken konne(Steinbachet al 2000; Cuzicket al, 2009) Trotz der anti
tumoralen Aktivitdt von NSAIDs erfolgt eine prophylaktiscle Einnahme nur bei
Personengippen(z.B. mit FAP)mit einem besonders erhohtiérebsrisko.

Neben deinhibition der COX2 haben NSAIDs weitere, COMXnabhéngige, Wirkungen,
die ebenfalls zur antumoralen Aktivitat beitragekonnen(Jana, 2008)Hierzu zahlen
unter anderem diBlockierung vorNF-a BSignalweger{(Kopp and Ghosh, 1994; Grikit
al, 1996; Dinet al, 2004; Grosctet al, 2006) die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
PPARJ (He et al, 1999; Wuet al, 2003) der Abbauv o nCatenin(Dihlmann et al,
2003) sowie die Expression von p2{Huls et al, 2003) Obwohl NSAIDs seitgeraumer
Zeit untersucht werderst im Vergleich zu anderefiumorentitaten der Erkenntnisstand
beziglich der Wirkung von NSAIDs in-Zell-Lymphomen noclgering (Elwood et al,
2009)

1.5Maligne Lymphomé Hodgkin undNon-HodgkinLymphome

Als Lymphome werderErkrankungenentartete Zellen des lymphatischen Gewebes
bezeichnetAlle Lymphome lassen sicim eine vonzwei Gruppereinteilen in Hodgkin
Lymphome (HL) oderin Non-HodgkinLymphome (NHL). HodgkinLymphome sind
nach dem Arzt Thomas Hodgkbenannt der die Erkrankungl1832 als erstetbeschrieb
HL-Zellen exprimieren typischerweiseCD30 und sind durch Hodgkin bzw. Reed
SternbergZellencharaktesiert. Sie stammeriiberwiegend/on B-Lymphozyten ab.

Primar kutane Lymphome (CL) unterscheiden sicim anderen NHLsowohlin ihren
klinischen als auch in ihren biologischen Eigenschafeich stammerCL im Gegensatz
zu den systemischen Lymphomen héaufig vehyinphozyten (75%) alfGroveset al,
2000; Bassanet al 2004) Die Klassifikation der primarkutanen NHL erfolgt
entsprechend dem WHO/EORIKJassifikationssystem aus dedahr 2005 In diese
aktuelle Klassifikation wurden neben klinischen Parameterauch morphologische,
immunologischeund genetisck KriterieneinbezogenWillemze et al, 2005; Burget al,
2006) Die Stadieneinteilng fur MF/SzS erfolgt nach der ISCL/EORTGTNM-
Klassifikation(Horwitz et al, 2008;Mestelet al, 2008)

Kutane FZell-Lymphome (CTCL) sind durch eine klonale Vermehrung von malignren T
Lymphozyten in der Haut gekennzeichnet, die zum Zeitpunkt der Diagnose nicht in

anderen Organen nachweisbar sifWillemze et al 2005) Typischerveise ist der
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Immunphanotyp vor€CTCL-Zellen dem von Gedachtnistien &hnlichund ist durch die
Expression vor€D4, CD45ROund CLA gekennzeichneDie haufigsten kutanen-Zell-
Lymphome sind die Myoss fungoides (MF),das SézarySyndrom (SzS)sowie die
Gruppe delCD30-positiven lymphoproliferativen Erkrankunggibbildung 4, Tabellel)
(Willemzeet al, 2005; Burget al, 2005)

Tabelle 1 Relative Haufigkeit und 5-Jahresuberlebensraten von Patienten mit primdr kutanen
Lymphomen entsprechend der WHO-EORTC-Klassifikation (verandert nach (Willemze et al, 2005)).

WHO-EORTC Kilassifikation Haufigkeit % 5-Jahresiiberlebens rate %

Indolent er klinischer Verlauf

Mycosis fungoides (MF) 44 88
Folliculotrope MF 4 80
Primér kutanes anaplastisches 8 o5
grof3zelliges Lymphom (cALCL)

Lymphomatoide Papulose 12 100

Aggressive r klinischer Verlauf

Sézary-Syndrom (SzS) 3 24
Primér kutane periphere T-Zell-Lymphome, ) 16
unspezifiziert

LyP cALCL

MF

SzS

Abbildung 4

Patienten mit verschiedenen kutanen Non-Hodgkin-Lymphonen. Mycosis fungoides (MF), Sézary-Syndrom
(SzS), Lymphomatoide Papulose (LyP) und kutanes anaplastisches grof3zelliges Lymphom (cALCL).
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Den CD30-positiven lymphoproliferativan Erkrankungerassen sich die nictaggressive
LymphomatoidePapulose (LyP) und dasaggressve CD30positive kutane amdastische
grof3zellge Lymphom (cALCL)zuordnen Die Tumorzellen dieser Etét zeichnen sich
durch ihre ZellgroReowieder Expression von CD30 aSteinet al, 2000; Kadin, 2006)
Auch heute noch sindielder Pathogenese von CTQugrunddiegende& Mechanismen

erstzum Teil aufgeklar{Beyer Met al, 2011)

1.5.1Inzidenzerund Therapiezon NHL

Lymphome sind im Vergleich zu Organtumoren wie Brust Darm, Prostata oder

Lungenkrebs eheselten(Abbildung 5). Fur viele westliche Indstrienationen liegt die
Inzidenzfur Non-HodgkinLymphome (NHL) bei 10 Féallen je 100.000 Personpro

Jahr.Am haufigsten érankendabeiMenschen im héherenebensalteretwa zwischen
dem 50 bis 7Q Lebensjahr wobeiMannerhaufiger als Frauen betroffesind (Muller et

al, 2005; Husmann @t al, 2010)
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Abbildung 5
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Prozentualer Anteil ausgewahlter Tumorlokalisationen fiir Deutschland (Stand 2006) (Husmann G et al,
2010).

Wahrend die Lebenserwartung vdd--Patienten mit ausschlieBlicher HeBeteiligung
noch relativ gut ist verschéchtert sich die Prognosevenn éne Beteiligung der
Lymphknoten vorliegt bzw. es zusatzlich zu einer Involvierung von Organen k(fnmnt
et al, 1996; Whittaker and Foss, 200¥pn den zuzeit verfigbaren Therapien stedliein

die allogene Stammzgrhnsplantaion eine Heilung inAussicht.Jedoch ist diesdgingriff
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mit zum Teil todlich verlaufendeKomplikationenverbundenDa auch der Einsatz von
Chemotherapie in fruhen Stadien zu keiner Heilung fulitd bei denmeistenCTCL-
Formen eine tadiengerechte, eher zuriickhaltende Therdprehgefuhrt(Horwitz et al,
2008) NebenCTCL-spezifischerMedikamenta wie Bexaroten, Dendukin Diftitox und
Vorinostat werden auch topische Steroide, Mechlorethamin InterferonU oder
Chemotherapie eingesetzt Ebenso findet die extrakorporale Photophorese oder die
Phototherapiein der CTCL-Therapie Awendung (Mestel et al, 2008; Klemke and
Goerdt, 2008; Lansigan and Foss, 201@)en fortgeschrittenen Stadistehtauf Grund

des seltenen kurative Erfolges der Therapiestrategiemuch die Verbesserung der

Lebensqualitat invordergrund(Demierreet al, 2006)

1.6 Apoptose

Der Begriff Apoptose leitet sich wo griechischerapo Aalfi und ptosis Aallenfi ab und
bezeichnetlort das Herhfallen von Blattern im Herbstn der Biologiewird der Begriff
verwendet um das Absterben von Zellennach einem definierten Programm zu
beschreibenDaher wirdApoptose auch als programmierter Zelltod bezeicfinetkshin
and Williams, 1964; Keret al, 1972) Grundlegende Arbeiten zur Apoptose wurden 1977
an dem Nematode@aenorhabditis elegandurchgefuhrt.Hier konnte gezeigt werden
dass immer eine gleicle Anzahl von Zellen,namlich 131 von 1090, im Verlauf der
Entwicklung des Nematode mittels Apoptose eliminiert werdefSulston and Horvitz,
1977)

Charakteristisch fur apoptotische Zellerst das Schrumpfen der Zelie die
Chromatinkondensation, dieDNS-Fragmentierung sowie die Aufrechterhaltung der
Membranintegrita{Ellis et al, 1991) Wahrend der Apoptose schniliren sich exozytotische
Membranesikel von der Plasmamembran, atie die Fragmente der Zelle enthalten und
als apoptotische Koérpercheappptotic bodiesbezeichnet werden. Letztendlich werden
diese Vesikel durch Makrophagennd Nachbarzellen aufgenommedadurch kommt es
zu keiner Freisetmg von zytosolische Bestandteila in den extrazellularen Raym
weshalb es imVerlauf des apoptotischen Zelltodeszu keing nenn@swerten
Entziindungsreaktiokommt (Hengartner, 2000; Harada and Grant, 2003)
Generellhandelt esichbei derApoptoseum einenaktiven, ATP-abhéangiga sowiestrikt
regulierten biochemischen ProzessApoptose ist flr vielzellige Orgasmen ein
grundlegendeMechanismusder neben derAufrechterhaltung der Zellhomdostaaach

fur die Entwicklung von Immunzellevon Bedeutungst (Brenneret al, 2008) Jede Zelle
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des menschlichenKoérpers verfugt Uber die Moglichkeit, Apoptosesignalwge zu
aktivieren und sich so aus defallverbundzu entfernendtruistiscrer Zelltod).
Dysregulationen in Apoptosesignalwegen Bmebei verschiedenegirkrankungen eine
wichtige Rolle. So sind Veranderungendie zu einerverstarkte Apoptosefiihren bei
neurodegenerativen Erkrankungen whorbus Alzheimer oder Morbus Parkinson
beschriebenim Gegensatz dazkann ein Mangel an Apoptse, zum Beispiebei der
Entwicklung von Lymphozyten, zuAutoimmunerkrankungenfuhren (Goldin and
Landgren,2009) Ebenso steht diGuppression von Apoptosgnalwegerklar mit der
Entstehung und denalignen Transformation von Zellen Zusammenhangvermeulen

et al, 2005) Dies kannsowohldurch inaktivierende Mutationepro-apoptotische Gene
als auch durch die Uberexpression artipoptotischer Faktoremeschehen. Derart
verdnderte Zellen entziehen sich auf Grund ihrer Apoptoseresistenz sowohl der
Selbstkontrolle als auch der Kontrolle durch das Immunsygtgney and Krammer,
2002b; Kimet al, 2005) Dies kann danzu ungehemmten Wachstum der Zellen fihren
und zur Entstehung von Therapieresistenbeitragen(Eberleet al, 2007a; Fulda, 2009)
Daherstellt dielnduktion bzw. dieSensitivierungir Apoptoseeine wichtigeStrategiein

derBekampfung von Krebsad.

1.7 Nekroseim Vergleich zurApoptose

Ein weiterergut untersuchteZelltodmechanisms, neben deApoptose stelt die Nekrose
dar.Im Gegensatz zuaktiv reguliertenund physiologisch sinnvolleApoptosekann die
Nekrosein der Regelals A Un f a IdértZelld Beschrieben werderObwohl unter
pathologischenBedingungen Apoptose und Nekrose koexistiereaer ineinander
Ubergehen koénnen, lasst sich doch anhand charakteristischer morphologischer und
biochemischer Merkmale zwischen beiden Prozessen untersch@idsnldung 6)
(Nicotera and Merlino, 24; Galluzziet al, 2009)

Nach mechanischer Verletzung, Unirsorgung mit Blut (Ischdmie) odeéauerstoff
(Hypoxie) oder Bakterieninfektion der Zelle kann es zu nekrotisnhéelltod kommen.
Durch die beschadigte Plasmamembran stromt Wasser in die datl bingt diese zum
Platzen. Dies fuhrt dazu, daBsstandteile des Zytosols in den Extrazellularraum gelangen
und dort Entziindungsreaktionemuslésen, wodurcltdas betroffene Gewebbaufig
vernarbt.Da Nekrosenicht energieabhangigst, kann es auch zuoekrotischemZelltod
kommen, wenn eine Apoptoseinduktion ohne ausreichende Enemgisorgungvorliegt
(Fink and Cookson, 2005)
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Wenngleich Nekrose gemeinhin als Unfalltod von Zellen beschrieben wird, so weisen
neuere Ergebnisse darauf hin, dass auch hier spezifische Signalwege aktiviert werden. Da
die beteiligten Signalwege auch im Verlauf degpofstose aktiviert werden, kam es zur
Pragung des Begriffes Nekroptose oder programmierter NeKsgterev and Yuan,

2008; Hitomiet al, 2008; Vandenabeeét al, 2010)

Abbildung 6

Darstellung einer apoptotischen (rechts) und nekrotischen (links) Zelle. Ausgehend von einer normalen Zelle

(1) zeigt sich im Zuge der Apoptose eine Kondensation des Chromatins (2), eine Zellschrumpfung sowie die

Abschniirung von apoptotischen Koérperchen (3) und letztendlich die Aufnahme dieser durch Nachbarzellen

(4). Im Gegensatz dazu ist die Nekrose durch ein Anschwellen der Zellen und einem Aufbrechen der

Zel |l membran (7) und letztendlich einem AAusl aufenf der
gekennzeichnet (Kerr, 1995).

1.8 Apoptosesignalwege

In der Apoptoseegulation lassen sichim Allgemeinenzwei Signalwege vainander
unterscheide. Zum einen derextrinsische, ®desligandefTodesrezeptevermittelte
Apoptosegnalwegund zum anderen der intrinsis¢imeitochondriaé Apoptosegnalweg
(Abbildung 7) (Hengartner, 2000; Harada and Grant, 2003; Fulda and Debatin,. 2006)
Beide Signalwege sind Uber das Bcl-2-Protein Bid (BH3-interacting domain death
agonis) miteinanderverbundenund kdnnen sichso gegenseitig beeinflussghhi et al,
1998; Youle and Strasr, 2008)Beide Signalwegektivierendie Caspasensignalkaskade
die mal3geblichan derAuspragung defflr die Apoptosecharakteristischen Btkmale

beteiligt ist
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Neben den fir die Regulation des mitochondrialen Apoptosesignalweges wichtigan Bcl
Protenen sind weitere inhibitorische Apoptosemediatoren wieLk®® im Bereich des
DISC (deathinducing signaling compléxund die IARProteinfamilie {(nhibitor of
apoptosis proteinsauf der Ebene der Effekttaspasen bzw. der Initiatorcasp&stir die

Apoptoseregulation von Bedeutung.
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Abbildung 7

Apoptosesignalwege. Dargestellt sind der extrinsische und der intrinsische Apoptosesignalweg. Die Spaltung
und damit Aktivierung von Caspasen ist durch (" ) gekennzeichnet. Erlauterungen siehe Abschnitt 1.8
(Eberle et al, 2007b).

1.8.1Der extrnsische Apoptosesignalweg

Der extrinsische Sighaeg wird durch dieBindung von Todesligandewie CD95L,
TRAIL (TNFrelated apoptosis inducing ligahdoder TNF-U (tumor necrosis factor
alpha) anentsprechend&€odesrezeptore(CD95, TRAIL-R1, -R2 oderTNF-R1), die zur

TNF-RezeptorSuperfamilie  gehéren, initialisiert und fuhrt typischerweise zur
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Aktivierung der Caspassignalkaskad (Wang and EIl Deiry, 2003; Lavrikt al 2005;
Krammeret al, 2007) Neben der Aktivierung der Caspasensignalkaskaad@ es auch zu

einer Aktivierung von NF-a BSignalwegen durch die Anlagerung von anderen
Adapterproteinen an den zytoplasmatischen Teil der Todesrezeptoren kommen
(Abbildung8) (Di Pietro and Zauli, 2004; Nicoterst al 2007)

Die Expression von sogenanntéFRAIL-DecoyRezeptoren (TRAILR4/DcR1 und
TRAIL-R5/DcR2)kann zu eineBlockierung vonTRAIL -vermittelten Apoptosesignalen
fihren. Diese Gruppe vormodesezeptoren sind zwar zur Bindung von TRAIL fahig,
verfligen jedoch Uber keine oder nicht fumdtelle zytoplamatische Todesdoméane
wodurch keinedDISC-Formierungstattfindet(Abbildung 8) (Mahalingamet al, 2009)

TNF-a CD95L/FasL TRAIL
Al Al A
'd N\ 7 N N
TNF-R1 TNF-R2 CD95/Fas DcR-3 TRAIL-R1  TRAIL-R2 DcR-1 DcR-2

TRADD TRAF-2

FADD - FAD FAD T T
FADD TRAF-3 : .

: : H : Cystein-reiche
: : : Doménen
1 1 I Todes-

Caspasen —=————————p Apoptose I_ NF-icB domine

Abbildung 8

Schematische Darstellung der wichtigsten Todesliganden und der entsprechenden Todesrezeptoren sowie
nachgeschalteter Signalwege (Eberle et al, 2007b).

In Folge der Bindung von Todesliganden kommt zes einer Oligomerisierung der
Todesrezeptoren und am zytoplasmatischen Teil der Todesrezeptoren zur Formierung des
pro-apoptotischen Multiproteinkomplexes DISOer DISC bestehunter anderenaus
Initiatorprocaspas@ oder-10 und dem Adapterprotein FAD[Fasassociated death
domain protei, das die Bindung zur zytoplasmatischen Todesdomane der
Todesrezeptoren vermitte{Scott et al, 2009) Als Folge der Formierung des DIS

kommt es zur Aktivierung der Initiatorcaspe®eoder -10, die letztendlich Uber die
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Aktivierung von Effektorcaspasen zur Spaltung von Todessubstratéh (ZAD oder

PARP) sowie zur Fragmentierung der DNS fufifischer et al 2003) Fur aktive
Caspasen wurden im Verlauf der letzten Jahre eine grof3e Zahl von mé§idbstnaten
berichtet. Hierzu muss jedoch gesagt werden, dass fiur viele dieser Substrate weder deren
physiologische Rolle bekannt ist noch deren Spaltumyivo nachgewieserwerden
konnte(Fischeret al, 2003; Timmer and Salvesen, 2007; Taybal, 2008)

1.8.2Caspasermngnalkaskade

Bei Caspaserhandelt es sich uneine Gruppe on Proteasendie in verschiedenen
Signalwegen vorlementareBedeutungsind (Tabelle2). Der Name Caspase leitet sich
von ihrer Funktion als Cysteirabhdngige Aspartapezifische Protease alaspasen
werden alsZymogene gebildetund verfigenim Allgemeinentber einen ahnlichen
strukturellenAufbau Sie bestehen aus einein ihrer LAngevariierende, N-terminalen
Prodomanggefolgt von konserverten katalytischen Unteinheiten(Abbildung 9). Dabei
scheinen g Caspase, -3, -6, -7, -8, -9 und -10 Uberwiegendn der Apoptose und die
Caspasd, -4 und-5 Uberwiegendn der Inflammation von Bedeutung zu sé€irabelle2)
(Martinon and Tschopp, 2007; Pop and Salvesen, 2008rdies lassen sich die in der
Apoptose involvierten Caspasen in Initiatorcagya (8, -10, -9, -2) und in

Effektorcaspaseng, -6, -7) unterteilen.

Tabelle 2 Ubersicht der Funktionen von Caspasen in humanen Zellen (Taylor et al, 2008).

Caspase 8,10,9, 2 3,6,7 1,4,5,12, 14

Keratinozyten-

Funktion Apoptose Apoptose Inflammation differenzierung

Initiatorcaspasen Effektorcaspasen

Im Zuge der Caspasenaktivierung spielt die direkte proteolytische Spaltung nur fur
Effektorcaspasen einentscheidenddRolle. Fir Initiatorcaspasen ist der aktivierende
Schritt die Eitagerung inMultiproteinkomplexewie dem DISC, dem Apoptosom, dem
PIDDosom oder dem InflammasomDabei lagern sich Initiatorcaspasen mit
Adapterproteinen wie zB. FADD oder Apafl und weiteren Faktoren wie B.
CytochromC zu diesen Multiproteinkomplexgi€sp8, -10: DISC; Csp9: Apoptosom;
Csp2: PIDDosom) zusammenAbbildung 9) (Tinel and Tschopp, 2004; Bratton and
Salvesen, 2010; Schroder and Tschopp, 2010)
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In diesen Komplexen kommt es zur Dimerisierung der Caspasen, ausgeldst durch die
raumliche Nahe, wasuchals proximity-induceddimerizationbezeichnet wirdSalvesen

and Dixit, 1999; Oberstt al, 2010) Im Verlaufder Aktivierung von Caspasen kommt es

zur Prozessierung der katalytischen Untereinheiten in eine grof3e (A) und eine kleine (B)
Untereinheit, die sich ziDimeren in der Art AB'A" zusammenlgern. Die grof3en
Untereinheiten (A oder A’) verfliigen Uber C€ysmd HisAminosaurereste und vermitteln

die katalytische Aktivitat. Die kleinen Untereinheiten (B oder B") besitzen indes
Aminosaurereste, die fur die Substratbindung notwendd; $m Verlaufder Aktivierung

kann es durch intramolekulare Prozessierung zu weitdfaturierungsereignissen
kommen Abbildung 10). Dies fuhrt zur Abspaltung oder Kirzung der verschiedenen

Linkerregionen, was zu einer Stabilisiag der Dimerkomplexe beitragt

Multiprotein-
I =920 y ~p10 . komplex
315 k<]
416
= Csp-9 | cARD | I | I 1] Apoptosom
152 316 a3
435
Csp-2 [ cARD | [1 | R PIDDosom
Initiator- 216 P—
caspasen l *l 479
Csp-8 [ pED [ peED [ [ | 10 1 DISC
?19& 415‘
521
= Csp-10 [[ DED || DED | [ 10 111 DISC
28 175
277
= Csp-3 l ]_I Flﬂ I_”
231 198
Effektor- Csp-7 I ]_I ]]:”_[ I:I ]303
caspasen 23 179 194
293
- Csp-6 (. | I
L1 L2 L3 L4
Abbildung 9

Caspasenaufbau. Position der ersten Spaltstelle, zwischen der grof3en (p20) und der kleinen (p10)
Untereinheit, ist durch einen dicken Pfeil, die weiteren Schnittstellen durch weitere Pfeile gekennzeichnet. Die
Prodoméane der Initiatorcaspasen enthalt DED (death effector domain)- oder CARD (caspase recruitment
domain)-Doméanen. Eingezeichnet sind die Oberflachen-Loops (L1-4) sowie in Rot die katalytisch aktiven
Cysteinreste (Bao and Shi, 2007).

Drei Ebenen der Regulation von aktiven Caspasémd beschriebendie direkte
Caspaseninhibitiongie Caspasendegradatioder die Caspaeninhibitiondurch Decoy
Inhibitoren. Eine direkteCaspaseninhibitiokann beispielsweisdurch die Bindung von
nicht spaltbaren Substraten an die katalytisch aktiven Stellen erfdgéespielehierfur

stellen die viralen Protein€rmA (cytokine resporesmodifier A oderp35dar (Stennicke
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et al 2002) Dabei handelt es sichm eine eher unspezifischeCaspasenhibition. Ein
etwas spezifischerer Ansatler direkten Caspaseninhibitiomird durch das zuilAP-
Proteinfamiliegehdende Proten XIAP reprasentiert Dieses IAPkann Uber dieBIR 3-
Domane (baculovirus IAP repeaj Caspas-9 bzw. uber die BIR 2-Domaéne aktive
Effektorcaspasehlockieren(Eckelmaret al, 2008)

Eine weitereMdglichkeit zu Regulation von Caspasen stadin erhéhte proteosomale
Abbauvon aktiven Caspaseumlar. In diesem Zusammenhakgnnte geeigtwerden dass
aktive Caspasen inwergleich zuihrer inaktivenZymogeriorm einenerhdhten Umsatz
haben. Hierbei scheinenuchlAPs, die mit Ubiquitinierungsereignisserssoziiert RING
(really interestingnew geng- und UBA (ubiquitin-associateffDoméanen besitzereine
Rolle zu spielen(Gyrd-Hanseret al, 2008)

Ein Beispiel fir einen Caspasénhibitor, der auf Grund seiner strukturellen Ahnlichkeit
zur Blockierung von Initiatorcaspasen fihrt, ist die Pseudocasp&idP (cellular
FLICE-inhibitory protein). Diese kann sich ebenfalls in den DISC einlagern und so zur
Verdrangung von Procaspa8eoder-10 fihren (Shirley and Micheau, 2010paher ist
eigentlich die Bezeichnung Caspasamhibitor irrefuhrend Vielmehr sollte von einem

Aktivierungslockierergeredet werden.

Dlmedlzatlon Maturation
=N, =,

I
| & r
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+ | ]
'l '

CIeav{lage l Maturation f %

T

Initiator-
caspasen

Effector-
caspasen

A I
I
Inactive l * ACTIVE

Abbildung 10
Prozessierung von Initiator- und Effektorcaspasen (Pop and Salvesen, 2009).
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1.8.3Initiatorcaspaseinhibitor i c-FLIP

Bei dem Caspasnlinhibitor FLIP handelt es sich um en wichtigen Inhibitor der
Todesligandeninduzierten Apoptoselm Rahmender Suche nach Caspasenbindungs
partnen, also Proteingndie Uber eine DEEDoméane(death effector domajrnverfligen
wurde zunachstdas virale wLIP identifiziert (Thomeet al 1997) Kurze Zeitdanach
zeigte sich das auch in S&ugetierzellen ein homodsg Proteinexistiert i c-FLIP
(Abbildung 11). Zurzeit sind 11 Spleifdvariantenauf mRNAEbene beschriebenvon
denen drei als Protein nachweisbar sidds 55 kDa grof3e-FLIP_ (long), das 26 kDa
grof3ec-FLIPs (shor) und das in Rajzellen identifizierte24 kDa grof3e-FLIPr (Irmler
et al, 1997; Djerbiet al, 1999) Im Allgemeinen ist die Struktur von-ELIP einer
Initiatorcaspaseecht ahnlichund wird daher auch alssBude@aspase bezeichnet. Allen
dreiFLIP-l1soformengemeinsanist die DED-Domane.

(;-|:|_||:'L N = DED =o— Caspase-like -
C-FUPS N == - DED —— C
(:-F|_|PR N == DED —

FADD N e I == BEON e C

Caspase_g N = DED  — Caspase — (C

Abbildung 11

Schematische Darstellung des Aufbaus verschiedener DED (death effector domain)-Proteine (Budd et al,
2006).

Von allen Isoformen verfugjedoch nur c-FLIP. Uber einen Caspaseéinlichen C
terminalen Teil, derallerdings nicht die fur die enzymatische Aktivitat wichtigen
Aminosauremotive GhAla-Cys-X-Gly und HisGly besitzt (Cohen, 1997) Die
Entstehung von FLIP wird inder Genduplikation einer Initiatorcaspase erklart, eine
Annahme die auch durch die rdaumliche Nahe dieser Gene auf dem Chromosom 2
unterstitzt wirdDjerbi et al, 1999) Vergleichbarzu wFLIP sind auch €¢-LIPs, ¢c-FLIPg

und ¢FLIP. in der Blockierung von Todesligandérduzierter Apoptose involviert. Eine
ausschliel3licheApoptoseblockierung zeigt sich dabei nur fihFldPs und cFLIPR
(Shirley and Micheau, 2010)
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Fir cFLIP. konnte Uber die Identifikation von Bindungspartmnem Zusmmenhang zu
NF-aB-Signalwegnachgewiesewerden Tabelle3) (Thome and Tschopp, 2001Hierbei
spielen moglicherweise FLIFSpaltprodukte, die auftretewenn e¢FLIP. durch Caspase
8 prozessiertvird, eine Rolle Dimere aus Caspafeund der prozessierten pdd-LIP-
Formzeigeneine erhdhte Affinitat zur Anlagerung vaiRAF-2 (TNFRassociated factor
2) und RIR1 (receptorinteracting protein ), was im Zusammenhang zur Aktivierung
von NF-aB steht(Kataoka and Tschopp, 2004; Dohrnetral, 2005)

Auch zeigte sichdas die Uberexpression von-ELIP. nicht per sezu einerBlockierung
von Apoptose futr sondern im Gegentettaspasesbhangige Apoptoseerdarken kann
Eine mogliche Erklarung kdnnte in deteterodimer aus-ELIP und Caspas8 liegen, in
demder enzymatschaktive Loopvon Caspas® durch eFLIP stabilisiertwird (Micheau
et al 2002; Yuet al 2009)

Tabelle 3 Bindungspartner von c-FLIP-Isoformen (verandert nach (Thome and Tschopp, 2001)).

Protein c-FLIPs c-FLIP.
FADD + +
Caspase-8 + +
Caspase-10 + +
Caspase-3 + +
Bcel-x. ND A
TRAF1 - +
TRAF2 - +
TRAF3 ND +
RIP ik +
RIP-2 - +
NIK ND +

IKK-2 ND ND

Raf-1 ND +

+ Bindung, - keine Bindung, + schwache Bindung, ND: not determined

Im Allgemeinen spielen DEfProteine wie &LIP, FADD oderauch Caspase eine
wichtige Rolle in der Differenzierung und in der Aktivierung vofZdllen (Zhang and
He, 2005; Pellegriniet al, 2005) Interessanterweise ist der Phampotyon cFLIP-
defizienten FZellen dem von Caspasdefizienten ahnlich(Chun et al, 2002) und en
Verlust vonc-FLIP in transgenen Mausen zeigte sich hereach 10,5 Tagen als letal
(Yehet al, 2000)
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Der Einfluss auf did.ife-and-DeathDecisioneiner Zelle wird daher auch vom Verhaltnis
aller cFLIP-Isoformen zu anderen pipoptdischen Mediatoren wie FADD oder
Initiatorcaspas& bestimmt(Fricker et al 2010) C-FLIP ist tberdiesauf Grund seiner
pro-proliferativen und antapoptotischen Eigenschafteats ein theraputisch relevantes
Zielprotein anerkannt(Safaet al, 2008) Ebensoist fur verschiedene Tumorzellen eine

dysreguliete c-FLIP-ExpressiorbeschriebeiiBagnoliet al, 2010)

1.8.4Effektorcaspasetinhibitoreni 1APs

Die zweite wichtigeGruppe von Caspasemibitoren stelltdie IAP-Proteinfamilie dar.
Daschar&terisierende Merkmal der IARsEnd dieBIR-Doméanen Dabei handelt es sich
um Zinkbindungstellen, die 70 Aminosauren umfass und fur die Proteinwechsel
wirkungen wichtigsind (Birnbaumet al, 1994; Hindset al, 1999) Im Allgemeinen kann
man zwei Gruppen von BHRoménen untescheiden, Tyd (BIR 1) und Typll (BIR 2
undBIR 3), diejeweilstber spezifische Bindungseigenschaften verfugdabidung 12).
Ein bekanntes Bindungsmotfur Typ Il BIR-Domanerstellt dabei das IBMIAP-binding
motif) dar. De Unterscheidungon Typ | und Typ IIBIR-Doméanehédngtauchmit der Ab
bzw. Anwesenheit einer sogenannfeieeppeptide binding groovezusammerfRotheet
al, 1995; Ureret al, 1996; Luet al, 2007) Die in Saugetierzellen vorkommenden IAPs
wie zum BeispielXIAP, clAP-1, clAP-2 oderSurvivin, habenbis zudrei dieser Doménen
im N-terminalen Bereich. NebetiesenDoméanenkann sich Gterminal zusétzlich eie
RING-FingerDomane, die Uber EBbiquitinligaseAktivitat verfugt (Yang and Li, 2000)
bzw. eine UBA-Doméne befinden die fur die Interaktion mit ubiquitierten Proteinen
notwendig ist(Gyrd-Hansenet al, 2008; Blankenshigt al, 2009) Schliel3lich verfligen
clAP-1 und-2 zusatzlich Uber eine CARDomane(caspaserecruiting domain, deren

genaue FunktionochunkKlar ist.

c-1AP1,-2 N —_—_-_—-- CARD —-— C

XIAP N == BRI LBz [ Bir3 | m (UNUBAN) me— RING ) m—

Survivink N =esss  BIR | eo—

Abbildung 12

Schematische Darstellung verschiedener Mitglieder der IAP (inhibitors of apoptosis proteins)-Proteinfamilie
(Gyrd-Hansen and Meier, 2010; Altieri, 2010).
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XIAP ist in der Lagedurch drekte Bindung Effektorcaspassowie die Initiatorcaspase
9 zu blockieren(Bratton and Salvesen, 201@abeiwird dasBindungsmotiv, das von
XIAP Uber dieBIR 2-Doméane sowie der Linkerregiaazwischen erkannt wiraerst in
aktiven Effektorcaspasen zuganglich. Die Inhibitieon Initiatocaspas® wird im
Unterschieddazu durch diBIR 3-Doméanevermittelt,die zu einer Blockieung der fir die
Aktivitat notwendigen Konformationsanderung fu{shiozakiet al, 2003)

Generell werdenlAPs mit der Regulation dercaspasenabhaiggn Apoptosein
Verbindung gebrachjedoch spielen sie auch in verschiedeardererSignalwegen em
wichtige Rolle zum Beispiel in delJbiquitin-abhangigen Regulation der Aktivierung von
NF-aB (Galbanet al, 2008; Galban and Duckett, 201@ine Involvierung der IAPs
wurde Uberdiesin der Metastasierungder MAP-KinaseSignalgebungder Zellteilung
sowie derMitose berichte (Doganet al, 2008; Mehrotraet al, 2010) Die Expression von
Mitgliedem der I1AP-Proteinfamiliesind in verschiedenen Tumoren mit Chemoresistenz,
Progressiorsowie einer verschlechterten Prognose assozflemCasseet al, 2008) was
zur Entwicklung von sogenannten SMA@metika gefihrt ha Dabei handelt sich um
Peptide die dem physiologischen IARhibitor SMAC/DIABLO ahneln Der mdgliche
therapeutischeNutzen dieser Peptidavird zurzeit in verschiedeen klinischen Studien
evaluiert Obwohl in normalen Geweben die Inaktivierung von IARsht nachteilig zu
sein scheint,gibt es Hinweise darauflas die Entstehung vo bestimmten Arten von
Krebsmit dem Verlust von IAPassoziiertsein konntgWright and Duckett, 2005; Jost
al, 2009; GyrdHansen and Meier, 2010)

1.8.5Intrinsischer (MitochondrialeApoptosesignalweg

Im intrinsischenApoptosegnalweg sinddie Mitochondien von zentraler Bedeutung. Die
Aktivierung dieses Apoptosesigalweges fiuhrt zur Freisetzungon pro-apoptotische,
mitochondrial@ Faktoren(Tait and Green, 2010piese Faktorekdnnenzur Ausbildung
des Apoptsoms fliihren was die Aktivierung der Caspasensignalkaskade Folgehat
(Hengartner, 2000; Fulda and Debatin, 2006; Bratton and Salvesen, BQdd}Zellen,
als sogenannte Typ -Zellen (Barnhart et al 2003) ist zwar der extrinsische
Todesligande-vermittelte Signalwegvon groRere Bedeutung jedoch ist durch i
Beteiligung des mitochondrialen Signalweges eine Verstarkung extninsischen
Apoptosesignalen mdglicibies wird durch die Spaltung des BxProteirs Bid zu tBid

(truncatedBid) durch aktivierte Initiatorcaspasgrealisiert Die Translokation von tRi in
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die Mitochondriermembran sowie die Bindungn Bax fuhrt dannzur Aktivierung des
mitochondrialen Signalwegéki et al, 1998)

Generell wird die Permeabilitdtder Mitochondrien und damit die Aktivierung des
Apoptosesignalwegesurchdie Mitglieder derBcl-2-Proteinfamiliereguliert (Abbildung

13) (Reed, 2008)Im Verlauf der Aktivierung des intrinsischen Signalweges stellt die
Ver minderung des mitochong ein eversibles Hreignisr anpot
dar. Hingegen ist die Freazung von Cytochrom C, auch auf Grund der dafir
notwendigen Porenbildungjn irreversibler SchritfTait and Green, 2010)

Mitochondien sindin erster Liniedie Energielieferanten der Zellelier wird ATP Uber

die oxidativePhosphoylierung generiert,wodurchMitochondien auch eine Qelle von
reaktiven Sauerstoffspezies (RCsnd. Im Zugeder Ausbildung von Poreim gestorten
oder beschéadigten Mitochondri&ann es zur Freisetzung v&ROSkommen Umgekehrt
kann die Freisetzung vonROS aus anderen Quellen zdtermeabilisierungder
Mitochondrienfuhren und so zur Aktivierung des intrinsischen Signalwegegragen
(Orreniuset al, 2007) Generellist der intrinsischemitochondriale Apoptosesignalweg
auch fur Therapiestrategieowie fur die Apptoseinduktion durcintrazellulareSignale
von groRerBedeutungAbbildung 13) (Gogvadzeet al, 20®; Guptaet al 2009)

Oncogenas Oncogenes Hypoxia Inhibition of
Hypoxia piradiation  Ca2* flux oncogenic kinases
DNA-damage

\ Cytokine deprivation \

¥ S~ / :‘." UV._
oMA :/p-g-;u Y\ \\ yd // | Giucocorticoids
Glucocorticoids ™~ \ / ;’ 7
Cytokine deprivation /| N o\ / L /
| | aN /T / Death receplors
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/ Hrk Bim / :
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Abbildung 13

Aktivierung des mitochondrialen Signalweges durch pro- und anti-apoptotische Bcl-2-Proteine. Erlauterungen
siehe Abschnitt 1.8.5 (Kelly and Strasser, 2011).
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1.8.6 Apoptoseregulation durch die B2iProteinfamilie

Nach der Erstbeschreibung von Bcl(B cell lymphoma P (Tsujimoto et al, 1984)
konnten eine Reihe von Proteinen auf Grund von strukturell &hnlichen Bereichen, den
sogenannten BKBcl-2 homology-Doméanensowie auf Grundhrer Wechselwirkung mit
Bcl-2 identifiziert und klassifizienverden.Zusammen bildenies die Bct2-Proteinfamilie.
Proteine der BeR-Familie besitzen bis zu vier konservieBél-Domanen (BHiBH4),
Uber die ProteniProteininteraktionenstattfindenkdnnen(Chipuk et al, 2010) Generell
kann die Bcl2-Proteinfamilie in zwei Gruppen umteilt werden: in antapoptotische Bel
2-Proteine wie BeR, Bclx., Mcl-1 (myeloid cell leukemia sequencé und Al/Bfl1
sowie in preapoptotischeBcl-2-Proteine. Diesgro-apoptotischeGruppe lasst siclles
Weiterenin eine BHMultidoménengruppe mit Ba(B cell lymphoma i2zassociated X
protein), Bak Bcl-2 homologous antagonist/killerBclxs und Bckxak sowiein eine BH
3-only-Gruppe mit Bid, Bik/Nbk, Bad, Noxa und Puma aufteil@bl§ildung 14) (Hossini
and Eberle, 2008)

Einelnteraktionvon pro- und antiapoptotischemBcl-2-Proteiren erfolgt Gber die Bindung
der exponierten BHBomane der pro-apoptotischenBcl-2-Proteire an eine als
hydrophobeTasche bezeichreStruktur, die sich aus einer Reihe von-Bldmanen der
antrapoptotischenBcl-2-Proteiren formt. Dabei kann die BHDomane zu einer
Stabilisierung dieser Wechselwirkung beigfea (Hossini and Eberle, 2008[tine solche
Bindung flhrt zur Blockierung der prapoptotischen Funktion dertsprechenden B&-
Proteine. Eine vergleichbare Interaktion zwischengpoptotischen Be2-Proteinen fuhrt

hingegen zu einer Verstarkung der Wirkydnielet al, 2003)
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Abbildung 14

Schematische Darstellung der Struktur von anti- und pro-apoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Proteinfamilie.
Dargestellt sind die BH-Doméanen (BH1-4) sowie die Transmembrandoméane (TM) (Eberle et al, 2007b).

Die Regulation des intrinsischen Apoptosesignalweges bastertGrunde auf der
Aufrechterhaltung demitochondrialenMembranintegriéit durch dieantiapoptotisben
Bcl-2-Proteine. Im Allgemeinen sind die B2{Proteine an der aulleren
Mitochondrienmembran lokalisiertbeziehungsweise liegen inaktiviert im Zytoplasma
vor. Kommt es durctpro-apoptotischeStimuli zu einem Ubergewicht aeingelagerten
pro-apoptotische Bcl-2-Proteinen unddamit zu einer Permeabilisierung der auf3eren
Mitochondrienmembran nfitochondrial outer membrane permeabilisationMOMP),
fuhrt dies zum Zusammenbruclkes mitochondriakMe mbr anpot g andzua | s
Freisetzung von mitochondrialeRaktoren wie Cytochrom C AlF, Endonuklease G,
SMAC/DIABLO und HtrA2/Omi (Chipuk and Green, 2008; Chipwt al, 2010) Diese
Faktoren fohren im Zytoplasma zur Aktivierung von caspasenabhangigen
Apoptosesignalwegen, kénnen aber auch zum Teil unabhangig von Caspd3bis-zu

Fragmentierundihren.

( »q
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1.9 Alternative Zelltodmechanismen

Neben Apoptose und Nekrosewurdenweitere alternativeZelltodmechanismen anhand
von morphologischen Kriterieentifiziert (Galluzziet al, 2009; Kroemeteet al, 2009)
Dabei zeigie sich dass die verschiedenerSignalwege nicht separat vaginander
existieren sie sindvielmehr miteinander verbunden urizkeinflussen sicgegenseitigin
diesem Zusammenhang hdas Nomenclature Committee on Cell Deatimheitliche
Kriterien fur die Beschreibung von Zelltod vorgeschlagdre zu einer Unterscheidung
von vier typischen (Apoptos@lekrose Autophage und Cornification) undverschiedenen
untypischen Zelltodmechanismen fuhfkditotische KatastropheAnoikis, Exzitotoxizitat,
WallerianischeDegeneration, ParaptgsPyroptos, Pyronekrose und Ento®) (Kroemeret

al, 2009) In den meisten dies Zelltodmechanismensind jedoch die genauen
molekularen Mectnismennoch weitgehendinverstander{Zhivotovsky and Orrenius,
2010)

Autophagie wird oft alsprogrammed cell death type Ilbezeichnet, stelljedochim
Vergleich zu Apoptose programmedcell death und Nekroptosepfogrammednecrosi3

in erster Linie einen Uberlebenssignalweay, der einen Zeitraum mit Nahrstoffmangel
Uberbrucken solKommt esallerdingsnicht zu einer Verbesserung der Nahrstoffsituation,
kommteszum Absterben der Zell&roemer and Jaattel 2005; Mizushimat al, 2008)
Cornification ist ebenfallseine Art programmierter Zelltodder in der Epidermis als
terminale Differenzierung der Keratinozyténippenset al, 2009)und bei der Reifung
von roten Blutzellen oder im Linsepithelium nachgewiesenverden konnte. Obwohl
morphologisch ahnlich, besteheam Teilgro3e Unterschiede in den jeweils beteiligten
biochemischerozessen.

Ein weiteres Kriterium, durch welches sich alternative Apoptosesignalwege
charakterisieren lassen, ist ddktivierung der Caspasensignalkaskaterbei kbnnen
auchalternative Proteasen wie Cathegsion Bedeutung seilNeben denn Lysosongen
lokalisierten Cathepsimewerdenweitere Faktorerwie ROS/RNS oder mitochondriale
Faktoren wie AlFals Ursache fliCaspasemunabhangigeApoptosediskutiert (Broker et

al, 2005; Tait and Green, 2008; Frardteal, 2010)

In aktuellen Modellen zur Apoptoseregulatiomerden die Caspasemunabhéngigen
Formen des programmierten Zelltodes sowie die offensichtliche Redundanz der
verschiedenen Signalwegds ein Schutzmechanismaudskutiert, der einem Ausfall der
klassischen caspasenabhéngigen Apoptrggegewirken soll (Lockshin and Zakeri,
2004; Golstein and Kroemer, 2005)
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1.10Fragestellung der Arbeit

Im Rahmerder hier vorliegendeArbeit sollte die Apoptoseregulation in kutanerZEll-
Lymphomen untersucht und neue therapeugiscBtrategien evaluiert werden.
Apoptossignalwege sind wichtig inder Ontogenese undZellhombostase von
mehrzelligenOrganismenund Storungenin Apoptosesignalwegesind entscheidend an
der Entstehung vorKrankheiten wie Krebsbeteiligt Neben apoptoseinduzierenden
Mediatoren sind Apoptoseinhibitordieil der physiologschen Regulation der Apoptose.
In den Untersuchungen dgell dabei die Todesligandemermittelte Apoptose im
Mittelpunkt stehenZuné&chstwar der Vergleich vorkutanen T-Zell-LymphomZelllinien
mit systemischen -Eell-LymphomZelllinien hinsichtlich ihrer ®nsitivitat gegentber
Todesligandetinduzierter Apoptosgeplant Durch de Verwendung einer grol3en Anzahl
kutane T-Zell-Zelllinien solte ein moglichst allgemein gulltiges Bild der
Apoptosasitivitat zu Standekommen Mit Hilfe des Nachweisedbekannterkritischer
Apoptosemediatoren stdin Unterschiede zwischekutanenund systemischenr-Zell-
Zelllinien identifiziert werden.

Des Weiteren solite der Einfluss der CD30-Signalgebung in CD3fostiven
Lymphomzellenauf die Apoptoseregulatiogeklart werden Dabei wardie Rolle de NF-
aB-Signalwegeund deren Zielproteinevon besonderem Interesden Allgemeinenwar
die Korrelation der gefundem in vitro-Befunde mit der in vivo-Situation durch die
Einbeziehung von CTCIPatientenlopsien angestrebt. Hierfuwar geplant die
identifizierten, kritischen Apoptosegsdiatorerauchin Patientenprobenachzuweisen.
Letztendlich soten die gewonnean Erkenntnisse der Dysregulationen der
Apoptosesignalwegen CTCL-Zellen zu einer verbessertenCTCL-Therapiestrategie
fuhren. In diesem Zusammenhangar die Evaluierung vonnicht-steroidalen arnti
inflammatorischen SubstanzefNSAIDs) hinsichtlich ihrer anttumoralen Aktivitat
sowohl in CTClL:=Zelllinien (in vitro) als auch in isolierten Tumelr-Zellen €x vivg von

CTCL-Patienten geplant
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2 Ergebnisse

2.1 Apoptoseesistenz voiCTCL-Zelllinien

Zur Aufklarung der Apopbseregulation in kutanei-Zell-Lymphom (CTCL)-Zellen
wurden vier kutane MF/SzZelllinien (HH, HuT-78, MyLaund SeAx) sowievier kutane
CD30-positive ALCL-Zelllinien (JK, Mac-1, Mac2A, und Mae2B) hinsichtlich ihrer
Sensitivitat gegenltber Todesligandaduzierter Apoptose untersuchin Vergleich dazu
wurde die Apoptosesensitivitat verer systemischei-ALL -Zelllinien (Jurkat, MOLTF4,
CCRFCEM und Karpagt5) bestimmt Alle Zelllinien wurden nit den Todesliganden
TRAIL, TNF-Usowiedem agonistischeant-rCD95-Antikérper CH-11 fiir 16 hbehandelt
und die Apoptoseinduktion mittels DNSagmentierung&LISA und Propidiumjodid
(PI) DNS-Farbungquantifiziert Paralleldazuwurde die Zytotoxizitat amand der LDH
Freistzungbestimmt

Die Stimulation des Todesrezeptors CDOb CH-11 (100 ng/ml) induziertein allen vier
systemische sowie in siebenvon acht kutanen Lympho+#elllinien Apoptose.Nur eine
kutaneZelllinie, SeAx zeigtesich gegentiber CD9Stimulationals resisten{Abbildung
15A). Die Aktivierung von CD95 (CHL1, 100 ng/ml, 8h) flhrte in cALGEellen zul0-
30% apoptotischen, hypodiploideSub G1-Zellpopulatioren (Abbildung15B und C).

Im Gegensatzu den systemischen Lymphefelllinien, die auf TRAIL- (20 ng/ml)und
TNF-U- (10 ng/ml) Stimulation mit einer signifikanten Apoptoseinduktion reagierten,
zeigten sich alle kutanen Lymphegelllinien als resistentgegeniber TRAILund TNF
Uinduzierter ApoptoséAbbildung 15A). Abhéngig von deBtimulationsdauevon CD95
durch CH11 zeigte sich eine geringe Zytotoxizitat, diks sekundareEreignis zu werten
ist, da sie zdrUheren Zeitpunkénbei ahnlicher Apoptoseinduktion nicht nachweislar
(Daten nicht gezeilyt Generell konnte keine signifikant erhdht&ytotoxizitat durch
TRAIL und TNFU nac hge wi .dmsgesamizgige sicledamit in allen CTClL-
Zelllinien eineausgepragte ApoptoseresistengeygibeTRAIL und TNFU .
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Abbildung 15 Abbildungslegende siehe néchste Seite.
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Abbildung 1 5 Verminderte Sensitivitdét von ~ CTCL-Zelllinien gegeniber Todesliganden -vermittelter
Apoptose.

(A) Acht kutane CTCL-Zelllinien, vier MF/SzS (HH, HuT-78, MyLa und SeAx)- und vier CD30" cALCL (JK,
Mac-1, Mac-2A und Mac-2B)-Zelllinien, sowie als Kontrollen vier systemische T-ALL-Zelllinien (Jurkat, CCRF-
CEM, MOLT-4 und Karpas-45) wurden fiir 16 Stunden mit den Todesliganden TNF-U ( 10 ng/ ml ) , TRAI I
ng/ml) sowie dem agonistischen anti-CD95-Antikérper CH-11 (100 ng/ml) inkubiert. Anschlieend wurde die
DNS-Fragmentierung als Mald fiir die Apoptoseinduktion bestimmt und als relative Apoptose dargestellt.
Daflr wurden die Werte der behandelten Proben auf die jeweiligen unbehandelten Kontrollen (graue Balken,
C = 1) bezogen. Die Bestimmung der Zytotoxizitat erfolgte durch den Nachweis von LDH im
Zellkulturiberstand. Dargestellt ist exemplarisch die LDH-Freisetzung von cALCL-Zelllinien in Prozent; hierflr
wurden alle Proben auf Triton X-100 lysierte unbehandelte Kontrollen (C = 100%) bezogen. Dargestellt sind
Mittelwerte mit £SD eines reprasentativen Experimentes, das mit Dreifachwerten durchgefiihrt wurde. Die
Signifikanz wur de mi tt eVedeiluBgbaretlenat unil bec dnem p-Wert von < 0,05 mit [*] und bei
p < 0,01 mit [**] gekennzeichnet. (B) Vier cALCL-Zelllinien wurden mit CH-11 (100 ng/ml) fir 8 Stunden
inkubiert und anschlielend mittels PI-Farbung die apoptotische, hypodiploide Sub-G1-Zellpopulationen
quantifiziert und in Prozent dargestellt. Gezeigt sind Mittelwerte mit £SD eines reprasentativen Experimentes,
das mit Dreifachwerten durchgefiihrt wurde. (C) Dargestellt sind reprasentative Histogramme von CH-11-
behandelten cALCL-Zelllinien. Die apoptotische Sub-G1-Zellpopulationen sind in Prozent angegeben.
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2.2 Apoptoseresistenz  korreliert mit der Blockierurdgr Caspasen
signalkaskade

Zur Aufklarung der Signalwege die in CTCL-Zellen durch Todesligandenaktiviert
werden wurde dieProzessierungler Initiatocaspases, -10, -9, der Effektorcaspasg
sowieder Abbau von Bid untersucht. Dirozessierungon Caspasen ist ein Zeichen fur
die Aktivierung der Caspasdagsalkaskadeund ist durchdie Spaltung der Praspasen
bzw. durch das Aufteten von spezifischen Caspasealtproduktengekennzeichnet
Korrespondierendmit der Sensitivitat gegeniiber Todesligandeiuzierter Apoptose
zeigte sich die volistandige Aktivierung der Caspasggialkaskade (Caspase-10,-9, -
3) in T-ALL-Zellen fiir TRAIL, TNFU und CD95(Abbildung 16 B). Eine signifikante
Aktivierung der Caspasesskadezeigte sich fur CTCiZelllinien (MF/SzS und cALCL)
mit der Ausnahmevon SeAx, ausstliel3lich nach CD98Aktivierung (Abbildung 16 A
und C).

Eine Spaltung von Bidvar nach CD95Stimulationin Jurkat(T-ALL ) undin zwei CTCL-
Zelllinien (HUT-78 und MyLa)nachweisbarDie beiden andere@TCL-Zelllinien zeigten
entweder keine Spaltung (SeAx) oder hatten keine nachweisbare Expressiddid
(HH). Dies ist vor allem imHinblick auf die an der Apoptoseinduktion beteiligten
Apoptosesignalwege im-ALL -Zelllinien von BedeutungObwohl dese Zellen sensitiv
gegeniiber TRAIL und TN sind, zeigten sie keine Prozessierung von Bidias aufdie
Uberwiegenddktivierung de extrinsischen Apoptosesighalwege hindeutet.

Diese Ergebnisse zeigetas die Caspassignalkaskade in allen untersuchten Zelllinien
prinzipiell aktivierbar ist und dass die Todesligandenin erster Linie extrinsische
Apoptossignalweg aktivieren Uberdies weisen di®atenauf eine friilhe Blockierung,
oberhalb deinitiatorcaspas®, derTRAIL- und TNFU-induziertenApoptose in CTCL
Zellenhin.

Obwohl sich in allen poptosesensitiven Zelllinietiie Aktivierung der Inititaocaspase3
nachweisen lief3zeigte sichdie Prozessierung der Initiatorcaspdds® nur in CH-11-
behandelten CTCL-Zelllinien (Abbildung 16 A und C). Dabei zeigte sich die
Initiatorcaspasd.0 in 6 CTCL-Zelllinien (HuT-78, MyLa, JK, Mae2A, Mac2B) als
schwachund in2 CTCL-Zelllinien (HH und SeAx)als nicht exprimiertlm Gegensatz
dazuwar, unabhangig von der starken Basalexpression und der Art der @ehgnn
keiner der T-ALL-Zelllinien eine Aktivierung der Initiatorcaspad® nachweisbar
(Abbildung 16 B).
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Abbildung 16 Abbildungslegende siehe nachste Seite.
































































































































































































































































































