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1 Einleitung 

1.1 Non-Hodgkin-Lymphome 
Die Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) umfassen eine heterogene Gruppe von malignen 
Erkrankungen des lymphatischen Systems, die durch das Fehlen von Sternberg-Reed-

Riesenzellen historisch von der Gruppe der Hodgkin-Lymphome abgegrenzt wurden. 
Gemeinsames Merkmal ist eine unkontrollierte Proliferation lymphatischer Zellen, die 

sich klinisch durch Lymphknotenschwellungen, Fieber, Gewichtsverlust und Symptome 

einer Knochenmarksinfiltration zeigen kann.  
Bei Kindern und Jugendlichen machen NHL etwa 5–10 % aller Malignome aus, die in 

Deutschland fast ausschließlich im Rahmen von Therapiestudien oder Registern einheit-
lich behandelt werden [1]. 

Verschiedene Klassifikationssysteme wurden entwickelt, um eine Einteilung nach biolo-
gischen Kriterien vorzunehmen, wie die sogenannte Kiel-Klassifikation, die 1974 von 

K. Lennert vorgeschlagen [2] und 1988 überarbeitet wurde. Die Kiel-Klassifikation und 
andere vor allem in den USA gebräuchliche Unterteilungen, wie die „Working Formula-

tion“ wurden 1994 durch die R.E.A.L.-Klassifikation ersetzt, die schließlich 2001 in der 

WHO-Klassifikation der malignen Lymphome aufging. In dieser werden die Lymphome 
nach ihrer zellulären Linienzugehörigkeit und dem Reifegrad in B- und T-Zell-Lymphome 

und in Vorläufer- oder reifzellige Neoplasien eingeteilt. Die letzte Aktualisierung dieser 
Klassifikation erfolgte 2008 [3]. 

1.2 Anaplastisch-großzellige Lymphome 
Das anaplastisch-großzellige Lymphom (anaplastic large cell lymphoma, ALCL) wurde 

erstmals im Jahr 1985 von Stein et al. als eine Unterform der T-Zell-Lymphome beschrie-
ben und macht unter den kindlichen Non-Hogdkin-Lymphomen etwa 15 % aus [4, 5]. 

In der aktuellen WHO-Klassifikation werden 3 Formen des ALCL unterschieden: Die sys-
temische ALK-positive-, die systemische ALK-negative-Form sowie die primär kutane 

Form [3]. 

Bei Vorliegen von Translokationen unter Einbeziehung des Genes der Anaplastic Lym-

phoma Kinase (ALK) erfolgt die Einordnung als ALK-positives ALCL. Die häufigste 

Translokation ist t(2;5)(p23;q35), diese führt zur Bildung des Nucleophosmin (NPM)-
ALK-Fusionsprodukts [6]. 
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Neben NPM wurden weitere ALK-Translokationspartner beschrieben, so zum Beispiel 

ATIC, TFG, TPM3, MYH9 und CLTCL [7-12]. Diese varianten ALK-Translokationen ma-
chen ungefähr 10-15 % der ALK-positiven Fälle aus [13-16]. 

Infolge der Translokation kommt es zu einer konstitutiven Aktivierung der Rezeptor-Ty-
rosinkinase ALK, die in normalen Lymphozyten nicht exprimiert wird. Der extrazelluläre 

Rezeptoranteil von ALK geht dabei verloren und es kommt zu einer Dimerisierung über 
den NPM-Anteil. Über Signalwege wie RAS/Erk, PCL-ɣ, Pl3K und STAT3 folgen zell-

proliferative und antiapoptotische Veränderungen, die eine maligne Transformation zur 

Folge haben [17]. 
Dieser Form gegenübergestellt sind die ALK-negativen ALCL. Bei erwachsenen Patien-

ten machen diese etwa 45–54 % [18-20] aus und sind mit einer schlechteren Prognose 
assoziiert [21]. Einige Autoren sehen diese Form als eine eigenständige Erkrankung an 

[22] und in der aktuellen WHO-Klassifikation ist das ALK-negative ALCL als vorläufige 
Entität gekennzeichnet. Die vorliegende Arbeit beschränkt sich auf die ALK-positive 

Form des systemischen ALCL, da bei pädiatrischen Patienten fast ausschließlich diese 
Form vorkommt [23]. 

Klinisch wird das ALCL häufig erst in einem fortgeschrittenen Stadium (III oder IV gemäß 

des St. Jude-Staging-Systems [24]) diagnostiziert [25-29]. B-Symptome wie Fieber, 
Nachtschweiß und ungewollte Gewichtsabnahme liegen bei 40–50 % der Patienten vor 

und sind damit häufiger als bei anderen Entitäten pädiatrischer Non-Hodgkin-Lymphome 
[28, 30]. Eine extranodale Beteiligung, z. B. von Haut, Knochen oder Lunge findet sich 

bei etwa 40–60 % [25, 28]. Mit einem Verhältnis von etwa 1,8:1 betrifft das ALCL häufiger 
männliche Patienten [23, 25]. Der Altersgipfel der Erkrankung liegt bei etwa 11 Jahren 

[23, 25, 29]. 
Histologisch ist das ALCL gekennzeichnet durch großzellige lymphoide Zellen mit viel 

Zytoplasma und häufig U-förmigen Zellkernen [13]. Der Nachweis von CD30, welches 
zunächst als Oberflächenmarker von Hodgkin- und Sternberg-Reed-Zellen beschrieben 

und als Ki1-Antigen bezeichnet wurde [31], an der Zellmembran und im Golgi-Apparat 

ist zur Diagnosestellung erforderlich [32, 33]. 
Unterschieden wird zwischen verschiedenen histologischen Unterformen, von denen der 

common type mit ca. 65 % der pädiatrischen Fälle sowie die kleinzellige Form (6 %) und 
die lymphozytäre Variante (2 %) die häufigsten sind [34]. 

Immunphänotypisch lässt sich heute in den meisten Fällen klar eine Zuordnung zu T-
Zellen oder natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) vornehmen. Während CD3 bei mehr als 

75 % der Tumoren negativ bleibt, was früher häufig zu einer Einordnung als null-cell-
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phenotype führte, erlauben weitere T-Zell-Marker wie CD2, CD4, CD5, CD7 oder 

CD45Ro in den meisten Fällen eine eindeutige Einordnung [13, 34]. 
Als normale Vorläuferzelle des ALCL wurden reife, aktivierte zytotoxische T-Zellen pos-

tuliert [3]. Es wurden ebenfalls ALCL-Zellen mit dem Phänotyp regulatorischer T-Zellen 

beschrieben, gekennzeichnet durch Produktion von IL-10 und TGF-β sowie Expression 

von FOXP3 [35]. In einer weiteren Untersuchung zeigte sich allerdings bei keinem von 
vier ALCL-Patienten eine Expression von FOXP3 [36]. 

In einer Arbeit von Moti et al. wurde anhand von ALCL-Zellkulturlinien eine Unterpopu-

lation von Zellen definiert, von der das Wachstum der Gesamtpopulation abhing. Diese 
Zellen zeigten ein Genexpressionsmuster ähnlich dem von unreifen thymozytischen Vor-

läuferzellen („early thymic progenitors“), was zu der Vermutung führte, dass diese unrei-
fen Zellen die Ursprungszellen des ALCL darstellen könnten [37]. Die abschließende 

Klärung der Frage nach dem zellulären Ursprung steht weiterhin aus. 

1.3 Prognosefaktoren des ALCL 
Mit einer stadiengerechten Behandlung gemäß des ALCL99- oder des CCG-5941-Pro-
tokolls wird beim ALCL eine ereignisfreie 5-Jahresüberlebensrate (EFS) von etwa 70 % 

erreicht [27, 29, 38]. Das Gesamtüberleben liegt bei 85–90 % [27, 29, 38]. 
Um einerseits Patienten mit einer sehr guten Prognose nicht zu übertherapieren und 

anderseits diejenigen Patienten, die von einer intensiveren Therapie profitieren, identifi-

zieren zu können, wurden neben dem Stadium weitere Kriterien zur Stratifizierung vor-
geschlagen. 

Eine multivariate Auswertung von 225 ALCL-Patienten, die zwischen 1987 und 1997 in 
Studien der deutschen, französischen und englischen Studiengruppen eingeschlossen 

waren, zeigte die Bedeutung klinischer Risikofaktoren: Eine mediastinale und viszerale 
Beteiligung vor allem von Lunge, Leber und Milz sowie einen Hautbefall waren mit einem 

höherem Rezidivrisiko verbunden [39]. 
Patienten mit einem anderen histologischen Typ als dem common type haben eine 

schlechtere Prognose [34, 40]. 
In den letzten Jahren sind zwei weitere biologische Parameter beschrieben worden, die 

eine große Aussagekraft als Risikofaktoren haben. Dies sind die minimal-disseminierte 

Erkrankung (MDD, minimal disseminated disease), also das Vorhandensein von kon-
ventionell-mikroskopisch nicht nachweisbaren Tumorzellen im Knochenmark und peri-

pherem Blut, sowie die Höhe des gegen ALK gerichteten Antikörpertiters: 
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Eine minimale Beteiligung des Knochenmarks oder des peripheren Blutes, nachgewie-

sen durch quantitative PCR von NPM-ALK [41], geht mit einer schlechteren Prognose 
einher. Eine Untersuchung von Damm-Welk et al. zeigte ein Rezidivrisiko von fast 70 % 

bei Patienten mit einem Nachweis von mehr als 10 normalisierten Kopien (NCN) von 
NPM-ALK in Blut oder Knochenmark zum Zeitpunkt der Diagnosestellung [40]. 

Eine wichtige prognostische Bedeutung hat auch die Stärke der humoralen Immunant-
wort gegen ALK. Pulford et al. wiesen im Serum von ALK-positiven ALCL-Patienten zir-

kulierende Antikörper gegen ALK nach [42]. Ait-Tahar et al. zeigten 2010, dass der Titer 

der Autoantikörper gegen ALK invers mit dem Stadium, der Menge der zirkulierenden 
Tumorzellen und dem Rezidivrisiko korreliert. Über 90 % der NPM-ALK positiven ALCL-

Patienten hatten nachweisbare anti-ALK-Antikörper [43].  
Bei Auswertung nach einer Kombination aus MDD und der humoralen Immunantwort 

lassen sich drei Risikogruppen mit jeweils 28 %, 68 % bzw. 93 % ereignisfreiem Überle-
ben voneinander unterscheiden. Dabei hatten Patienten ohne nachgewiesene MDD und 

mit hohen Antikörpertitern (> 1/750) das beste ereignisfreie Überleben [44]. 

1.4 Die Rolle der Immunantwort beim ALCL 
Das Immunsystem spielt eine zentrale Rolle bei der Erkennung und Vernichtung von 

defekten körpereigenen Zellen und Tumorzellen (Immunosurveillance). 
Es erfolgt vor allem durch zytotoxische T-Zellen und NK-Zellen eine Erkennung und Eli-

minierung maligne veränderter Zellen und damit eine Abwehr gegen verschiedene Tu-
more. Die Bedeutung dieser Abwehr zeigt sich in der erhöhten Krebsinzidenz bei im-

munkompromittierten Patienten [45].  
Bei Patienten nach solider Organtransplantation und nachfolgender Immunsuppression 

sind solide, nicht-infektassoziierte Tumoren wie das kolorektale Karzinom, Nierentumo-
ren oder maligne Melanome deutlich häufiger als in der Normalbevölkerung [46]. 

Neben der Funktion des Immunsystems zur Tumorabwehr können auf der anderen Seite 
aber auch physiologische und pathologische Immunreaktionen die Tumorentstehung be-

günstigen. Entzündung und Tumorentstehung sind eng miteinander verknüpft [47]. Auch 

die Reaktion des Immunsystems auf einen entstehenden Tumor kann die Proliferation 
noch weiter fördern. Dies wird über eine Vielzahl zellulärer und humoraler Mechanismen 

vermittelt, z. B. antiapoptotische Zytokine, vaskuläre Wachstumsfaktoren, Auflockerung 
der zellulären Matrix und Suppression von zytotoxischen Zellen [48].  

Die Wechselwirkungen zwischen Tumor- und Stromazellen sowie humoralen und zellu-
lären Elementen des Immunsystems bewirken auch eine Veränderung und Anpassung 
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der Tumorzellen durch Selektion. So kann es bei einer primär effektiven Immunreaktion 

und Kontrolle des Tumors schließlich doch zu einer unkontrollierten Proliferation kom-
men [49]. Weitere Mechanismen des immune escape umfassen eine Herunterregulation 

von MHC-I, die Neutralisierung von Granzymen oder eine lokale Anergie von T-Zellen. 
Eine besondere Rolle könnten dabei immunmodulatorische Zytokine als Botenstoffe des 

Immunsystems spielen [50, 51]. 
Die Interaktion zwischen Tumor und Immunsystem spielt auch bei ALCL-Patienten eine 

wichtige Rolle. Die bei einigen Patienten zu beobachtenden Verläufe mit einem „Kom-

men und Gehen“ des Tumors (wax and wane) lassen sich durch eine Reaktion des Im-
munsystems mit zeitweiliger Kontrolle des Tumors erklären [25, 52].  

Aus immunologischer Sicht ist das ALK-Fusionsprotein von besonderer Bedeutung bei 
ALK-positiven ALCL-Patienten. Dieses erfüllt die Anforderungen an ein Onkoantigen, 

oder Tumor-assoziiertes Antigen, und stellt ein nahezu ideales Ziel für mögliche und 
bereits angewandte Immuntherapien dar [53]: Abgesehen von Zellen im zentralen Ner-

vensystem, einem immunologisch privilegiertem Organ, wird ALK nur auf den Tumorzel-
len exprimiert [54]. Die Aktivierung der Tyrosinkinase ALK ist außerdem das zentrale 

Element der malignen Transformation [17]. 

ALCL-Patienten entwickeln eine sowohl humoral als auch zellulär vermittelte adaptive 
Immunantwort:  

Zirkulierende Antikörper gegen ALK im Blut von ALK-positiven ALCL-Patienten wurden 
erstmals von Pulford et al. beschrieben [42]. Wie oben beschrieben, sind hohe Antikör-

pertiter mit einer deutlich besseren Prognose korreliert.   
Bekannt ist, dass tumor-assoziierte Antigene (TAA) auch von T-Zellen nach MHC-Prä-

sentation durch dendritische Zellen erkannt werden können und damit eine tumorspezi-
fische Immunreaktion auslösen [55]. 

2002 wurden zwei Peptidketten aus der ALK-Kinasedomäne identifiziert, gegen die in 

vitro  eine Immunantwort durch zytotoxische T-Zellen aus dem Blut gesunder Probanden 

nachgewiesen werden konnte [56]. 

Sowohl ALCL-Patienten als auch gesunde Probanden verfügen über ALK-spezifische T-
Zellen [57, 58]. Eine Arbeit von Ait-Tahar et al. zeigte das Vorhandensein von ALK-spe-

zifischen zytotoxischen T-Zellen bei ALK-positiven ALCL-Patienten, die eine zytolytische 
Aktivität gegen ALCL-Tumorzellenlinien aufwiesen [57]. 

In der Untersuchung von Passoni et al. an ex vivo untersuchten CD8-positiven T-Zellen 
hatten gesunde Probanden einen vorwiegenden naiven Phänotyp, während 5 von 6 

ALCL-Patienten aktivierte zytotoxische Zellen sowie T-Gedächtniszellen hatten [58].  
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Auch eine Immunantwort durch CD4-positive T-Helferzellen wurde gezeigt, dabei zeigte 

sich bei allen sechs ALK-positiven ALCL-Patienten eine Interferon-ɣ-Produktion durch 

ex vivo mit ALK-Peptiden stimulierten CD4-positiven T-Zellen. Bei einem Patienten 

zeigte sich auch eine IL-4-Produktion [59].  
 

Trotz der immunogenen Eigenschaften des ALK-Fusionsproteins und den genannten 
humoralen und zellulären Immunantworten entgehen die Tumorzellen einer effektiven 

Elimination durch das Immunsystem.  
Eine erhöhte Zahl von unspezifischen aktivierten zytotoxischen T-Zellen ging in einer 

kleinen Gruppe von ALCL-Patienten mit einer deutlich schlechteren Prognose einher 
[51]. Ähnliche Beobachtungen wurden auch für Hodgkin-Lymphome und das diffus-groß-

zellige B-Zell-Lymphom gemacht [60].  

Es wurde vermutet, dass das Vorhandensein von zytotoxischen T-Zellen (CTL) mittels 
Selektion zu einer erhöhten Resistenz der Tumorzellen gegen den CTL-vermittelten Zell-

tod führt. Dies könnte über Veränderung von Apoptosemechanismen ebenfalls zu einer 
erhöhten Chemotherapieresistenz führen [51].  

1.5 Zytokine 
Neben den verschiedenen Zelltypen, die an der Immunantwort beteiligt sind, spielen Zy-

tokine (griechisch kýtos „Zelle“ und kinos „Bewegung“) als hormonähnliche, zelluläre Bo-
tenstoffe eine wichtige Rolle. Es handelt sich dabei um kleine Proteine von etwa 100–

250 Aminosäuren Länge. 
Als Mediatoren werden sie von verschiedenen Zellen, insbesondere von Immunzellen 

sezerniert und entfalten dann eine auto- oder parakrine und teilweise systemische Wir-

kung. Es wurde ihre Rolle in der spezifischen und unspezifischen Immunabwehr sowie 
der Tumorgenese beschrieben [61]. Ein besonderes Kennzeichen der Zytokine ist ihre 

funktionelle Vielfalt, also die Fähigkeit, an ganz unterschiedlichen Zielzellen verschie-
dene Wirkungen zu entfalten [61]. 

Zytokine lassen sich in funktionelle Gruppen einteilen. Heute ist die Unterteilung in In-
terferone, Interleukine, Chemokine, mesenchymale Wachstumsfaktoren und Tumornek-

rosefaktoren üblich. Den Interleukinen kommt dabei eine besondere Rolle bei der Sig-
nalübertragung zwischen Lymphozyten zu. Chemokine (abgeleitet von chemotaktische 
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Über produzierte Zytokine und durch Zellkontakt vermittelt wirken TReg-Zellen supprimie-

rend auf dendritische Zellen und T-Helferzellen. 
Neben der physiologisch wichtigen Funktion der Selbsttoleranz können regulatorische 

T-Zellen allerdings auch eine wirksame Immunreaktion auf Tumorzellen verhin-
dern [157]. 
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1.7 Zielsetzung der Arbeit 
Die vorliegende Arbeit untersucht, welche Zytokine und lösliche Faktoren bei pädiatri-
schen ALCL-Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung im peripheren Blut erhöht 

vorliegen und ob typische Konstellationen von Zytokinen auftreten. 

Dazu wurden die Interleukine IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-

17a, IL-22, IL-23, Interferon-ɣ, TNF-α, der lösliche IL-2-Rezeptor sowie die Chemokine 

granulocyte colony stimulating factor (G-CSF), IL-8, MIP-1α, MIP-1β sowie die Wachs-
tumsfaktoren hepatocyte growth factor (HGF) und vascular endothelial growth factor 

(VEGF) untersucht. Zusätzlich wurde die lösliche Form des bei ALCL-Lymphomen ex-
primierten Oberflächenantigens CD30 (sCD30) bestimmt. 

 
Als Vergleichsgruppe dienten Patienten mit der Diagnose eines B-NHL niedriger Stadien 

sowie ALCL-Patienten kurz vor Abschluss der Therapie mit verfügbaren Blutproben vor 
dem letzten Chemotherapiekurs. 

Es sollen mögliche Korrelationen der Zytokinspiegel mit weiteren klinischen und biologi-
schen Parametern wie dem Stadium, B-Symptomatik, minimaler systemischer Erkran-

kung, Höhe der anti-ALK-Antikörper-Titer sowie dem Rezidivrisiko untersucht werden. 

Es soll die Frage beantwortet werden, ob es ein spezifisches Muster von Zytokinen gibt, 
das mit der humoralen Antwort gegen NPM-ALK korreliert und ob sich daraus ein Rück-

schluss auf an der Immunantwort gegen ALK beteiligte T-Helferzellklassen ziehen lässt. 
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2 Patienten und Methoden 

2.1 Patienten 
Als Untersuchungsmaterial wurde Serum oder Plasma aus EDTA-Blut von insgesamt 
119 Patienten im Kindes- und Jugendalter mit der Diagnose ALCL sowie von 11 alters-

entsprechenden Patienten mit der Diagnose eines reifzelligen B-NHL der Risikogruppe 
R2 verwendet. Die Risikogruppe R2 umfasst Patienten ohne oder mit unvollständiger 

Resektion des Lymphoms, die sich im Stadium I oder II (nach St. Jude [24]) befinden, 

oder Patienten im Stadium III mit einem prätherapeutisch gemessenen LDH-Wert von 
weniger als 500 U/l.  

Die Serum- und Plasmaproben wurden zum Zeitpunkt der Diagnosestellung gewonnen 
und anschließend in flüssigem Stickstoff eingefroren und vor ihrer Verwendung 

bei -80 °C gelagert. 
Es wurden 27 Patienten aus der NHL-BFM-95-Studie und 92 Patienten aus der ALCL-

99-Studie aus den Jahren 1996 bis 2010 eingeschlossen. Als Einschlusskriterium wur-
den alle NPM-ALK-positiven Patienten ohne relevante Vortherapie ausgewählt, bei de-

nen anti-ALK-Autoantikörper zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits nachgewiesen 

worden waren. Der Nachweis erfolgte durch Anfärbung mittels der indirekten Immunper-
oxidasetechnik von NPM-ALK-transfizierten Zellen mit Patientenserum in absteigenden 

Konzentrationen [43]. 
Die ALCL-Patienten wurden gemäß des NHL-BFM 95-Protokolls oder des ALCL-99-Pro-

tokolls chemotherapeutisch behandelt. Im NHL-BFM 95-Protokoll erhielten Patienten im 
Stadium I und II mit vollständiger Resektion 3 Chemotherapieblöcke, in höheren Stadien 

oder bei unvollständiger Resektion wurden 6 Blöcke verabreicht. In der ALCL99-Studie 
erhielten nur Patienten des Stadiums I mit vollständiger Resektion eine Behandlung mit 

3 Kursen, die übrigen erhielten 6 Therapiekurse. 
Als Vergleichsgruppe wurden 15 NPM-ALK-positive ALCL-Patienten in Remission aus-

gewählt, von denen unmittelbar vor Beginn des sechsten Chemotherapie-Zyklus gewon-

nenes Serum oder Plasma zur Verfügung stand. 
Die Patienten mit der Diagnose eines reifzelligen B-NHL waren in der B-

NHL BFM 04-Studie eingeschlossen. 
Es lag ein positives Votum der Ethikkommission der Justus-Liebig-Universität Gießen 

vor. Von sämtlichen Patienten beziehungsweise deren Eltern lag eine Einwilligung nach 
erfolgter Aufklärung gemäß der Deklaration von Helsinki vor. 
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Das mediane Alter der untersuchten ALCL-Studienpatienten betrug zum Zeitpunkt der 

Diagnosestellung 12,0 Jahre (0,3–17,8 Jahre), bei den B-NHL-Patienten 12,3 Jahre 
(2,9–17,3 Jahre). 58,0 % der ALCL- und 63,6 % der B-NHL-Patienten waren männlich. 

Von den ALCL-Patienten erlitten 31,9 % ein Rezidiv, entsprechend einer 3-Jahres-Über-
lebensrate von 67,6 %. Das Gesamtüberleben betrug 86,6 %. Das mediane Follow-Up 

für die ALCL-Patienten betrug 5,5 Jahre. 

Weitere Details der Patienten sind in Tabelle 2 zusammengefasst. 
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Tabelle 2: Klinische und biologische Parameter der Patienten 
 ALK+ALCL B-NHL ALCL vor 6. Kurs 
Gesamtanzahl  n = 119 n = 11 n = 15 

Geschlecht m 69 58,0 % 7 63,6 % 9 60,0 % 
w 50 42,0 % 4 36,4 % 6 40,0 % 

Alter bei Diag-
nose 

< 1 Jahr 1 0,8 % - - - - 
1–9 Jahre 44 37,0 % 4 36,4 % 4 26,7 % 
> 10 Jahre 74 62,2 % 7 63,6 % 11 73,3 % 

Stadium1 

I 8 6,7 % - - 1 6,7 % 
II 20 16,8 % 4 36,4 % 3 20,0 % 
III 71 59,7 % 7 63,4 % 11 73,3 % 
IV 17 14,3 % - - - - 
k. A. 3 2,5 % - - - - 

Histologie 
common 52 45,4 % - - 10 66,7 % 
Nicht-common 38 31,9 % - - 5 33,3 % 
k. A. 27 22,7 % - - - - 

B-Symptome keine 55 47,1 % 9 81,8 % 10 66,7 % 
vorhanden 63 52,9 % 2 18,2 % 5 33,3 % 

Allgemein-zu-
stand 

normale Aktivität 29 24,4 % 3 27,3 % 6 40,0 % 
geringe 
Beeinträchtigung 

52 43,7 % 7 63,6 % 7 46,7 % 

starke 
Beeinträchtigung 

24 20,2 % 1 9,1 % 1 6,7 % 

bettlägerig 12 10,1 % - - 1 6,7 % 
schwerstkrank 2 1,7 % - - - - 

Rezidiv nein 81 68,1 % 11 100 % - - 
ja 38 31,9 % - - - - 

Beteiligung von … 

ZNS2 nein 117 98,3 % 11 100,0 % 15 100,0 % 
ja 2 1,7 % - - 0 - 

Haut nein 89 74,8 % 11 100,0 % 11 73,3 % 
ja 30 25,2 % - - 4 26,7 % 

Mediastinum nein 59 49,6 % 11 100,0 % 8 53,3 % 
ja 60 50,4 % - - 7 46,7 % 

Viszeralorgane3 nein 80 67,2 % 3 27,3 % 14 93,3 % 
ja 39 32,8 % 8 72,7 % 1 6,7 % 

Knochenmark4 
nein 103 86,6 % 11 100,0 % 15  100 % 
ja 16 13,4 % - - - - 

 
1 Angabe des Stadium nach St. Jude [24] 
2 In der Arbeit wurden nur Patienten mit eindeutigem ZNS-Befall als ZNS-positiv betrachtet. Bei 4 Patien-
ten lag ein fraglicher Befall vor. 
3 Eine Beteiligung der Viszeralorgane wurde definiert als Beteiligung von Leber, Lunge oder Milz [39] 
4 Die Definition des Knochenmarkbefalls war in den Studien NHL95 und ALCL 99 verschieden. Hier wur-
den Patienten mit zytomorphologisch nachgewiesenen Blasten im Knochenmark als positiv gewertet, un-
abhängig von der prozentualen Beteiligung. 
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Der Vorteil eines Durchflusszytometers gegenüber der konventionellen Fluoreszenzmik-

roskopie besteht in der schnellen Erfassung mehrerer Parameter einer großen Anzahl 
von Zellen oder Partikeln mit einer Zählrate von über 1000 Zellen pro Sekunde. 

Für die Messung der Serumspiegel von IFN-γ, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-

12p70, IL-13, IL-17A, IL-22 und TNF-α wurde der Reagenziensatz Human 

TH1/Th2/Th9/TH17/Th22 13plex FlowCytomix (Fa. eBioscience, Frankfurt) verwendet. 

Für die Messung von G-CSF, IL-8, MCP-1, MIG, MIP-1α und MIP-1β sowie von IL-23 

wurde das Kit Human Chemokine 6plex FlowCytomix in Kombination mit dem Reagen-
ziensatz Human IL-23 FlowCytomix verwendet. Die Messung von sCD30, sIL-2R, VEGF, 

HGF und IP-10 erfolgte mittels eines individuell zusammengestellten Reagenziensatz 
(alle Fa. eBioscience, Frankfurt). 

Als Durchflusszytometer wurde das Gerät FACSCalibur der Firma Becton-Dickinson, 

Heidelberg eingesetzt. 

Abbildung 2: Funktionsweise eines Durchflusszytometers 

Ein Laser erzeugt monochromatisches Licht, hier mit einer Wellenlänge von 488 nm. Durch eine 
Messküvette strömende Zellen und Partikel verändern den Lichtstrahl, dies kann mit Dioden (FSC 
und SSC) registriert werden. Von den Zellen ausgehenden Fluoreszenzsignale werden nach 
Trennung durch halbdurchlässige Spiegel und Filter in vier verschiedenen Kanälen (FL1–FL4) 
gemessen. 
Eigene Darstellung. 
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Anschließend wurden die Standardverdünnungsreihen sowie zwei Leerwerte mit je 25 µl 

Assay Buffer in die ersten 16 Vertiefungen der Platte pipettiert. 25 µl des unverdünnten 
Standards wurde in die nächste Vertiefung pipettiert. 

Daraufhin wurden je 25 µl der Patientenproben in die restlichen Vertiefungen pipettiert. 
Weiterhin wurden jeweils 25 µl Mikropartikel-Mischung und jeweils 50 µl Biotin-Konjugat 

in alle Vertiefungen gegeben. Die Vertiefungen wurden dann mit Folie verschlossen, die 
Mikrotiterplatte lichtgeschützt in Aluminiumfolie gewickelt und für zwei Stunden auf ei-

nem Rüttler bei 500 Umdrehungen pro Minute bei Raumtemperatur inkubiert. 

Mit der Vakuumpumpe wurden die Vertiefungen dann abgesaugt und auf der Unterseite 
mit einem saugfähigen Tuch abgetupft. Zur Waschung wurde anschließend 100 µl As-

say Buffer in jede Vertiefung pipettiert und wiederum abgesaugt und abgetupft. Dieser 
Schritt wurde noch einmal wiederholt, dann erfolgte die Zugabe von jeweils 100 µl Assay 

Buffer und 50 µl Streptavidin-Phycoerythrin. Die Platte wurde wieder mit einer selbstkle-
benden Folie und mit Aluminiumfolie abgedeckt und so vor Licht geschützt. 

 
Dann erfolgte eine erneute, einstündige Inkubation auf einem Rüttler bei 500 Umdrehun-

gen pro Minute. Danach wurde der Waschschritt mit Assay Buffer wiederholt (siehe 

oben) und anschließend 200 µl Assay Buffer in alle Vertiefungen gegeben. 
Nun erfolgte die Überführung des Inhalts der Vertiefungen in beschriftete Plastikröhr-

chen. Diese wurden mit 300 µl Assay Buffer auf 0,5 ml aufgefüllt und die Messung mittels 
Durchflusszytometrie durchgeführt. 

Die Messung der PE-Emission erfolgte im Fluoreszenzkanal 2 (FL-2, Filter 585 ± 42 nm) 
und die Messung der Fluoreszenz der Mikropartikel im Kanal 3 (FL-3, Langpassfilter 

670 nm). 
Vor Messung der Proben wurde das Durchflusszytometer entsprechend der Hersteller-

vorschrift kalibriert. Dafür wurden spezielle Mikropartikel zur Geräteeinstellung 
(Setup Beads) des Herstellers verwendet. Zunächst wurden die Parameter des Vor-

wärts- und Seitwärtsstreulicht so angepasst, dass beide Größen (4 µm bzw. 5 µm) der 

Mikropartikel sichtbar waren. Für beide Größen wurde dann jeweils ein Gate angelegt. 
Die Fluoreszenzkanäle FL-3 und FL-2 wurden so angepasst, dass die Mikropartikel auf 

der linken Seite des dot plot abgebildet wurden. Die Kompensation zwischen FL-2 und 
FL-3 wurde schließlich so eingestellt, dass die Mikropartikel-Populationen waagrecht im 

dot plot dargestellt wurden. 
Während der Messung wurde eine hohe Durchflussrate am Zytometer eingestellt und in 

jeder Probe bis zu 1500 Ereignisse erfasst. 
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für unabhängige Stichproben mit Hilfe des robusten, nicht-parametrischen Kruskal-Wal-

lis-Test und des Mann-Whitney-U-Tests. Bei Vergleichen zwischen Subgruppen wurde 
das Signifikanzniveau mithilfe der Bonferroni-Korrektur für mehrfache Vergleiche ange-

passt [166]. Verbunde Stichproben wurden mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest un-
tersucht. 

Korrelationen der Zytokinkonzentrationen untereinander wurden mittels Spearmans 
Rangkorrelationskoeffizienten berechnet. 

Zur Auswertung des Einflusses der gemessenen Zytokine auf das ereignisfreie Überle-

ben (EFS) wurde das Schätzverfahren nach Kaplan-Meier [167] sowie eine Regressi-
onsanalyse nach Cox [168] durchgeführt. Dabei wurden das ereignisfreie Überleben 

nach 36 Monaten und das 95 %-Konfidenzintervall für dieses angegeben. Der Vergleich 
zwischen verschiedenen Untergruppen erfolgte mittels des log-Rank-Tests. 

Als statistisch signifikant wurden p-Werte < 0,05 angesehen. Wenn keine exakten Werte 
wiedergegeben werden, wurden im Folgenden p-Werte < 0,05 mit einem Sternchen (*), 

p-Werte < 0,01 mit zwei Sternchen (**) und p-Werte < 0,001 mit drei Sternchen (***) 
gekennzeichnet. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Auswertung einzelner Zytokine und löslicher Faktoren 
Eine Übersicht über die Messergebnisse geben die Abbildung 4 (s. u.), Abbildung 6 
(S. 33) sowie die Tabelle 3 (S. 38). Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse für 

die Zytokine, Chemokine und die löslichen Faktoren sIL-2R, sCD30, HGF und VEGF 
einzeln und im Vergleich zwischen den Patientengruppen dargestellt. 

Abbildung 4: Interleukine, TNF-α und IFN-ɣ bei ALCL-Patienten und Kontrollen 

Logarithmische Boxplot-Darstellung der gemessenen Zytokinkonzentrationen in pg/ml. An-
gabe des Medianes als Strich innerhalb der Box. Innerhalb der Balken befinden sich 50 % der 
Fälle. ALCL n = 119, Remission n = 15, B-NHL n = 11. Signifikanzniveaus nach Kruskal-Wallis, 
adjustiert für multiple Vergleiche zwischen den Patientengruppen. 
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3.2 Zytokinspiegel vor dem 6. Chemotherapiekurs 
In der Auswertung der Zytokinspiegel der 14 Patienten, zu denen Material sowohl zum 
Zeitpunkt der Diagnosestellung als auch vor dem 6. Kurs vorlag, unterschieden sich die 

Spiegel von IL-9, IL-10, IL-23, IP-10, MIG, MIP-1 α, HGF, VEGF, G-CSF, sIL-2R und 
sCD30 signifikant. Die Interleukin-23-Spiegel lagen vor dem 6. Kurs signifikant höher als 

zum Zeitpunkt der Diagnosestellung. Die Veränderungen der Spiegel sind in Abbildung 
8 dargestellt. Bei den Patienten EF17 und MK28 lagen die Spiegel von sIL-2R und 

sCD30 zum Zeitpunkt der Diagnosestellung unter denen in Remission. 

 
 

Abbildung 8: Zytokinspiegel zur Diagnosestellung und in Remission 

Logarithmische Darstellung der Zytokinspiegel zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (rotes Drei-
eck mit Spitze nach rechts) sowie in Remission vor dem 6. Chemotherapiekurs (grünes Dreieck 
mit Spitze nach links). Nur Zytokine mit einem signifikanten Unterschied zwischen den Zeitpunk-
ten sind dargestellt. Bei sIL-2R lagen von 3 Patienten nur Spiegel zum Zeitpunkt der Remission 
vor. Angabe der p-Werte gemäß Wilcoxon-Rang-Vorzeichentest. 

p = 0,012 p = 0,004

p = 0,019

p = 0,008p = 0,003 p = 0,002

p = 0,013

p = 0,028 p = 0,011

p = 0,022 p = 0,019
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3.3 Einfluss der Lagerdauer 
Die Proben wurden bis zur Messung der Zytokinspiegel teilweise über mehrere Jahre 

bei -80° C gelagert. Im Median betrug die Lagerdauer 5,8 Jahre, der Zeitraum erstreckte 
sich von 14,8 Jahre bis 3 Monate. Um mögliche Einflüsse der Lagerdauer zu erfassen, 

erfolgte eine Korrelationsauswertung zwischen Lagerdauer und den Zytokinspiegeln. 
Zwischen den Spiegeln der Zytokine TNF-α (r = 0,462, p < 0,001), IL-13 (r = 0,577,  

p < 0,001) und IL-22 (r = 0,504, p < 0,001) und der Lagerdauer der Blutproben bestand 

eine direkte Korrelation, in länger gelagerten Proben lagen höhere Konzentrationen die-
ser Zytokine vor. Für GCSF (r = 0,578, p < 0,001) bestand eine inverse Korrelation. 
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Tabelle 4: Zytokine nach Leukozytose, CRP und LDH 
Dargestellt sind die medianen Zytokinspiegel in pg/ml der ALCL-Patienten zum Zeit-

punkt der Diagnosestellung gemäß Leukozytenzahl, CRP und LDH. Statistisch signifi-
kante Unterschiede sind durch Fettdruck gekennzeichnet und entsprechende p-Werte 

angegeben.  
 Leukozytose 

(> 10 000 / µl) 
CRP 

(> 4 mg/l) 
LDH 

(> 240 U/l) 
 nein ja p nein ja p nein ja p 

 n = 72 n = 47  n = 39 n = 64  n = 21 n = 44  
IL-1β1 0 0 0,043 0 0 0,02 0 0  

IL-2 0 0  0 0  0 0  

IL-4 0 0  0 0  0 0  

IL-5 0 0  0 0  0 0  

IL-6 0 14,9 0,01 0 15,2 < 0,001 0 4,5  

IL-9 2,2 5,1  19,8 2,2  35,0 0  

IL-10 0 10,3  0 6,6  0 0  

IL-
12p70 

0 0  0 0  0 0  

IL-13 0 0  0 0  0 0  

IL-17A2 0 69,3 < 0,001 0 0 < 0,001 0 0  

IL-22 0 0  0 0  0 0  

IL-23 0 0  0 0  0 0  

TNFα 0 0  0 0  0 0  

IFN-γ 0 0  0 0  0 0  

MIP-1α 126,1 158,3  116,2 134,4  154,8 156,6  

MIP-1β 94,8 85,7  100,9 85,4  82,7 98,2  

MCP-1 487,5 530,9  386,7 551,9 0,047 373,9 505,7  

IL-8  50,9 41,6  49,5 49,5  32,4 77,8  

G-CSF 0 0  0 0  0 20,5  

MIG 341,1 276,7  276,6 333,5  242,8 374,9 0,001 

HGF 2184,7 3636,6 0,003 2368,5 3111,9 0,013 3189,3 2836,1  

sIL-2R 95534,4 85983,0  78842,3 125883,3 0,003 56253,5 124855,9  

VEGF 873,1 1278,0  904,5 1239,0  1340,2 1046,6  

sCD30 81300,3 79788,9  63367,9 123590,3 0,03 105926,9 126644,9  

IP-10 136,9 153,7  128,3 183,8  153,7 218,5  

                                                
1 Bei IL-1β bestand in Bezug auf die Leukozytenzahl kein Unterschied der medianen Spiegel. Bei 
Patienten mit einer Leukozytose lagen 9/47 oberhalb der Nachweisgrenze, bei Patienten ohne 
Leukozytose nur 5/72. Bei Patienten mit einem erhöhten CRP lag IL-1β bei 8/64 oberhalb der 
Nachweisgrenze, bei Patienten ohne erhöhtes CRP bei keinem. 
2 Bei IL-17a bestand in Bezug auf den CRP-Spiegel kein Unterschied der medianen Spiegel. Bei 
Patienten mit erhöhtem CRP lagen 31/64 oberhalb der Nachweisgrenze, bei Patienten ohne er-
höhtem CRP nur 5/39. 
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Patienten mit einem mittleren Risiko (bIR). Nach dieser Einteilung hatten 32 Patienten 

ein niedriges, 52 Patienten ein mittleres und 17 Patienten ein hohes Risiko. Von 18 Pa-
tienen lag kein MDD-Befund vor. Mit höherem Risiko hatten die Patienten signifikant 

höhere Spiegel von IL-6***, IL-10***, MCP-1*, MIG*, sIL-2R**, sCD30*, IFN-ɣ**, IP-10** 
und HGF*. Die Spiegel von IL-23* waren in der Gruppe mit dem niedrigsten Risiko am 

höchsten. In Tabelle 6 sind die medianen Zytokinspiegel nach den Risikogruppen auf-
geführt. 

 
Tabelle 6: Zytokine in Abhängigkeit von der biologischen Risikostratifizierung 
Vergleich der medianen Zytokinspiegel mit signifikanten Unterschieden in Abhängigkeit von der 
biologischen Risikostratifizierung, Definition siehe Text und vgl. Mussolin et al., 2013 [44]. bLR – 
niedriges biologisches Risiko, bIR – mittlere biologisches Risiko, bHR – hohes biologisches Ri-
siko. sCD30 und sIL-2R zeigten lediglich einen Trend und waren nicht signifikant unterschiedlich.  
 bLR bIR bHR p-Werte 

 n =  32 n = 52 n = 17  

IL-6 0 pg/ml 14,1 pg/ml 53,1 pg/ml p < 0,001 

IL-10 0 pg/ml 0 pg/ml 291,8 pg/ml p < 0,001 

IL-23 42,2 pg/ml 0 pg/ml 0 pg/ml p = 0,021 

IFN-ɣ 0 pg/ml 0 pg/ml 7,4 pg/ml p = 0,008 

MCP-1 367,4 pg/ml 581,1 pg/ml 530,9 pg/ml p = 0,027 

MIG 220,6 pg/ml 326,3 pg/ml 386,5 pg/ml p = 0,041 

sCD30 58451,3 pg/ml 125857,4 pg/ml 137449,2 pg/ml p = 0,015 

sIL-2R 28242,1 pg/ml 115044,3 pg/ml 221870,0 pg/ml p = 0,001 

IP-10 98,1 pg/ml 203,5 pg/ml 241,8 pg/ml p = 0,001 

HGF 2101,1 pg/ml 3061,5 pg/ml 4306,8 pg/ml p = 0,016 
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Tabelle 8: Hazard Ratio nach Cox-Regressionsanalyse 
Die Tabelle zeigt die Hazard Ratios der aufgeführten Parameter in Bezug auf das ereignisfreie 
Überleben. MDD - minimal disseminated disease. 

Parameter Hazard Ratio 95 %-Konfidenzintervall p-Wert 

anti-ALK-Titer ≤ 750 4,1 1,9–8,6 < 0,001 

MDD (PCR positiv) 7,7 2,8–21,0 < 0,001 

Klinische Risikozuordnung 

(HR bzw. Gruppe 3) 

5,0 1,2–16,8 0,009 

IL-6 (nachweisbar) 3,7 1,5–8,8 0,004 

 

In multivariaten Auswertungen der Zytokine jeweils zusammen mit dem Vorliegen einer 
minimalen disseminierten Erkrankung (definiert als positive Knochenmark- oder Blut-

PCR), dem anti-ALK-Titer sowie der klinischen Risikozuordnung, behielten nur noch IL-
6 (Hazard Ratio (HR) = 3,7; p = 0,004) und HGF (HR = 2,6; p = 0,025) einen signifikanten 

Einfluss auf das ereignisfreie Überleben. 
In einer schrittweisen multivariaten Auswertung der Zytokine und den genannten Para-

metern behielt schließlich nur IL-6 mit einer Hazard Ratio von 3,7 (95 %-Konfidenzinter-
vall von 1,5 bis 8,8) als einziges Zytokin einen signifikanten, unabhängigen Einfluss auf 

das Überleben. Die Überlebenskurve in Abhängigkeit von IL-6 ist in Abbildung 12 dar-
gestellt. 

3.6 Korrelationen der Zytokinspiegel untereinander 
Um mögliche Zusammenhänge und Wechselwirkungen verschiedener Zytokine erken-
nen zu können, wurden Korrelationskoeffizienten nach Spearman berechnet. Im Folgen-

den werden nur signifikante Korrelationen mit einem Koeffizienten > 0,4 aufgeführt. Fol-
gende Korrelationskoeffizienten ergaben sich für die ALCL-Patienten zum Zeitpunkt der 

Diagnosestellung: 

IL-1β korreliert mit TNF-α (r = 0,562***) und IL-13 (r = 0,426***), TNF-α außerdem mit 

IL-13 (r = 0,466***) sowie IL-22 (r = 0,479***). IL-4 korreliert mit IL-5 (r = 0,658***) sowie 
mit IL-12p70 (r = 0,582***). IL-5 korreliert ebenfalls mit IL-12p70 (r = 0,572***). IL-6 kor-

reliert mit IL-10 (r = 0,512***), IL-17a (0,525***), IFN-ɣ (r = 0,411***), MCP-1 (r = 0,489***) 

und HGF (r = 0,560***). IL-8 korreliert mit MIP-1β (r = 0,569***). IL-10 korrelierte außer-
dem mit HGF (r = 0,437***), sIL-2R (r = 0,548***) und sCD30 (r = 0,418***).  

MIG korrelierte mit IFN-ɣ (0,428***) und IP-10 (0,591***). sIL-2R korrelierte außerdem 

mit sCD30 (r = 0,698***) und HGF (r = 0,438***).  
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Eine Auswertung von Korrelationen innerhalb weiter stratifizierten Patientengruppen 

(z. B. nach Höhe der Antikörpertiter) brachte aufgrund der kleinen Fallzahlen keine sinn-
vollen Ergebnisse. 
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4 Diskussion 
Vorliegende Ergebnisse zeigen, dass die Spiegel der Zytokine IL-6, IL-9, IL-10, IL-17a, 

IFN-γ sowie TNF-α bei ALCL-Patienten signifikant höher als bei den Kontrollgruppen 
lagen. sCD30, sIL-2R und der Wachstumsfaktor HGF lagen bei den ALCL-Patienten 

ebenfalls signifikant höher als bei den Kotrollgruppen. Die gemessenen Chemokinspie-
gel lagen im Median mit Ausnahme von G-CSF bei ALCL-Patienten oberhalb der Spiegel 

der Kontrollgruppen, allerdings war dies nur bei MIP-1α und MCP-1 signifikant. IL-23 lag 
bei den ALCL-Patienten initial niedriger als bei den Kontrollen vor dem letzten Chemo-

therapiekurs. 

Es zeigte sich außerdem, dass höhere Spiegel verschiedener Zytokine und löslicher 

Faktoren, insbesondere von IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-γ und sIL-2R mit prognostisch un-

günstigen klinischen und biologischen Parametern sowie einer geringeren ereignisfreien 
Überlebensrate einhergehen. Diese Ergebnisse bestätigten in einem mit 119 ALCL-Pa-

tienten deutlich größerem Kollektiv teilweise die bereits zuvor bei ALCL-Patienten als 
erhöht beschriebenen Zytokinspiegel [62, 63, 66, 67] und zeigten die Bedeutung weite-

rer, bisher bei ALCL-Patienten nicht beschriebener Zytokine. 

4.1 Kritische Wertung der Ergebnisse 
Tumorerkrankungen sind Systemerkrankungen mit einer Beteiligung des gesamten Or-
ganismus, auch bei lokal begrenzten Stadien. Besonders deutlich wird dies beim ALCL 

durch das häufige Vorliegen von Allgemeinsymptomen [30], dem Nachweis einer mini-

mal disseminierten Erkrankung in Blut oder Knochenmark [41] und dem Vorhandensein 
einer zellulären und humoralen Immunantwort [42]. 

Auch wenn die Reaktion des Immunsystems und die Produktion von Zytokinen als Me-
diatoren der beteiligten Immunzellen zunächst lokale Prozesse sind, spricht folgendes 

für eine gute Verwertbarkeit und Aussagekraft von im peripheren Blut gemessenen Zy-
tokinspiegeln: 

Zum einen erreichen viele Zytokine bei ausreichend hoher (lokaler) Produktion Blutspie-
gel, die eine hormonähnliche, systemische Wirkung (zum Beispiel zur Vermittlung einer 

Akute-Phase-Reaktion) haben. Dies wird beispielsweise im Fall von IL-6 und IL-8 kli-
nisch als Laborparameter bei Sepsispatienten genutzt. Zum anderen ist bei einem Teil 

der ALCL-Patienten mit minimal disseminierter Erkrankung oder einer selteneren mani-

festen Knochenmarksbeteiligung das Organ Blut auch Ort der Auseinandersetzung des 
Immunsystems mit dem Tumor. 
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In vorliegender Untersuchung wurde Serum oder Plasma von Patienten nach längerer 
Lagerung (bei -80 ° C bis zu mehreren Jahren) untersucht, das zuvor in teilnehmenden 

Studienkliniken gewonnen wurde. Der Versand erfolgte bei Raumtemperatur und dau-
erte bis zu 24 Stunden.  

Bezüglich der Stabilität der Zytokine nach Lagerung zeigte sich eine signifikante inverse 
Korrelation zwischen den gemessenen Spiegeln von GCSF und zunehmender Lager-

dauer sowie signifikante Korrelationen zwischen den Spiegeln von TNF-α, IL-22 und IL-

13 und der Lagerdauer. Für TNF-α wurde ein Anstieg der Spiegel bei wiederholtem Auf-
tauen und Einfrieren beschrieben [169, 170]. Für zahlreiche weitere Zytokine, insbeson-

dere IL-1, IL-8, IL-10, wurde eine deutliche Abnahme der messbaren Konzentrationen 
nach Lagerung bei -80° C über 4 Jahre beschrieben [170], dieser Effekt ließ sich in den 

vorliegenden Ergebnissen allerdings nur für GCSF nachweisen.  
Es ist auch anzunehmen, dass die präanalytischen Bedingungen wie Versanddauer, 

Uhrzeit oder Technik der Blutabnahme den Vergleich mit Zytokinspiegeln, die in der kli-
nischen Routine, Zellkulturen oder anderen klinischen Studien bestimmt werden, er-

schwert. Auch bei Vergleiche innerhalb des hier untersuchten Kollektivs könnte sich dies 

auswirken, wahrscheinlich stehen diese präanalytischen Bedingungen aber nicht in Zu-
sammenhang mit klinischen Parametern der Patienten, so dass eine systematische Ver-

fälschung der Ergebnisse unwahrscheinlich ist. 
In kritischer Würdigung der Ergebnisse ist der deutliche Zusammenhang der gemesse-

nen Zytokine mit klinischen und biologischen Parametern (siehe Kapitel 3.4, S. 40) ein 
wichtiger Beleg dafür, dass auch in Blutproben, die im Rahmen einer multizentrischen 

Studie dezentral gewonnen wurden und bis zu 24h bei Raumtemperatur transportiert 
wurden, eine verlässliche Zytokinspiegelbestimmung mittels eines Partikel-Immunoas-

says möglich ist.  Insbesondere für die Zytokine TNF-α, IL-22, IL-13 und GCSF sollte 
allerdings der Einfluss der Lagerung für Vergleiche berücksichtigt werden. 

 

Es ist anzumerken, dass die Messung der Blutspiegel nur mittelbar Rückschlüsse auf 
lokale Immunreaktionen zum Beispiel gegen Tumorzellen zulassen. So ist es vorstellbar, 

dass aufgrund von unterschiedlichen und häufig kurzen Halbwertszeiten nur ein Teil der 
an einer Signalkaskade beteiligen Zytokine zum Zeitpunkt der Blutabnahme im Blut der 

Patienten nachweisbar ist. Auch können zugleich ablaufende, unterschiedliche Reaktio-
nen des Immunsystems an verschiedenen Orten zu Konstellationen gemessener Zyto-

kine führen, die keinem lokalen biologischen Korrelat entsprechen. Es handelt sich bei 
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[172]. Die lösliche Form von CD30 wurde bereits 1998 in einer Arbeit von Zinzani et al. 

als deutlich erhöht bei ALCL-Patienten mit common histology (n = 38, Median 2840 U/ml) 
gezeigt. Dabei gingen höhere Spiegel mit höheren Stadien einher und es zeigte sich 

eine Normalisierung der Spiegel nach der Behandlung [173]. Bei den untersuchten Kol-
lektiv handelte es sich allerdings um erwachsene Patienten mit unbekanntem ALK-Sta-

tus. 
Auch in vorliegender Untersuchung waren die Spiegel von sCD30 bei ALCL initial deut-

lich erhöht, mit steigenden Spiegeln bei vorhandenen B-Symptomen, höherem Stadium, 

CRP und einem erhöhten Rezidivrisiko. Es fanden sich ebenfalls höhere sCD30-Spiegel 
bei Patienten mit einer minimal disseminierten Erkrankung. Anders als für den sIL-2R 

hing der Spiegel des löslichen CD30 nicht mit dem anti-ALK-Antikörpertiter zusammen. 
Nur für den Spiegel des sIL-2R zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang mit dem 

ereignisfreien 3-Jahresüberleben (EFS), dabei gingen Zytokinspiegel oberhalb des Me-
dians mit einer reduzierten EFS einher. Dies konnte für sCD30 nicht signifikant gezeigt 

werden. 
Sowohl der Spiegel des sIL-2R als auch des sCD30 geben, wie zuvor beschrieben, auch 

in unserem Patientenkollektiv wahrscheinlich hauptsächlich das Ausmaß der Erkran-

kung wieder. Bei einer hohen Zahl von Tumorzellen werden größere Mengen von sIL-
2R und sCD30 an den Zellmembranen freigesetzt. Dies zeigt sich auch an dem Zusam-

menhang dieser beiden Faktoren mit dem Vorhandensein einer minimal disseminierten 
Erkrankung. Dabei kann der sIL-2R, der auch von aktivierten T-Zellen freigesetzt wird, 

auch die zelluläre Reaktion des Immunsystems auf die Tumorzellen widerspiegeln. 

4.3 Zytokinspiegel zum Zeitpunkt der Diagnosestellung 
Die Produktion von Zytokinen und löslichen Faktoren durch Tumoren und insbesondere 
Non-Hodgkin-Lymphomen ist ein gut dokumentiertes Phänomen [82, 174]. 

Wie anhand der Vorarbeiten an kleinen Patientenzahlen zu vermuten war, zeigten sich 

die Spiegel der Zytokine IL-6, IL-9, IL-10, IL-17a, IL-22 und TNF-α bei den untersuchten 

ALCL-Patienten deutlich gegenüber den Kontrollgruppen erhöht [66, 67, 175]. 
Durch Tumorzellen oder tumorinfiltrierende Zellen gebildete lösliche Faktoren können 

die bei Lymphomen häufig auftretenden systemischen Begleiterscheinungen wie B-

Symptome erklären. Bei einigen Tumoren sind die Tumorzellen als Produzenten der Zy-
tokine identifiziert worden und Mechanismen wie eine autokrine Wachstumsstimulation 

und parakrine Beeinflussung beispielsweise von Immunzellen wurden postuliert [174, 
176, 177]. 
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STAT3-Überexpression führt zu einer Erhöhung von Interleukin-23 und einem gesteiger-

ten Tumorwachstum bei Patienten mit einem kolorektalen Karzinom [191-193]. 
IL-23 wurde auch als Induktor der IL-17 Produktion durch TH-17-Zellen beschrieben 

[111], IL-17 findet sich allerdings in unserer Arbeit nicht bei den Patienten vor dem 6. 
Kurs und korrelierte in keiner Gruppe mit IL-23.  

Als mögliche Erklärung könnte die 2005 von Stark et al. [110] beschriebene IL-23-IL-17-
G-CSF-Achse zur Regulation der Neutrophilenzahl eine Rolle spielen: Neutrophile Gra-

nulozyten wandern nach kurzer Zirkulation im Blut ins Gewebe ein, wo sie schließlich 

phagozytiert werden. Die Phagozytose reduziert die Menge des durch Monozyten und 
dendritische Zellen gebildeten IL-23 und nachfolgend führt dies zu einer Herunterregu-

lation der Bildung von IL-17 und G-CSF. Bei niedrigen Neutrophilenzahlen (wie nach der 
Verabreichung von Chemotherapie) wird die Produktion von IL-23 gesteigert und führt 

nachfolgend über die Bildung von IL-17 [111] und G-CSF zur gesteigerten Myelopoese. 
Damit ist IL-23 Teil einer physiologischen Feedback-Schleife zur Regulation der Neutro-

philenzahl [110]. Gut zu dieser Vermutung passt die Beobachtung dass IL-23 und G-
CSF in den 15 Patienten vor dem 6. Kurs eine starke Korrelation (R=0,932***) zeigen, 

dargestellt in Abbildung 13. Darin spiegelt sich vermutlich ein Zustand der Knochen-

markregeneration wider, wie vor dem letzten Zyklus der Chemotherapie zu erwarten ist. 
Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bestand kein Zusammenhang zwischen den Spie-

geln von IL-23 und G-CSF. 
Auf die direkte Korrelation zwischen IL-23 und dem anti-ALK-Titer zum Zeitpunkt der 

Diagnosestellung wird weiter unten eingegangen.  

2

25

Abbildung 13: Korrelation von IL-23 und G-CSF 
Logarithmische Darstellung der Spiegel von IL-23 und G-CSF bei den Patienten vor 
dem 6. Chemotherapiekurs. Die deutliche Korrelation (r = 0,932, p < 0,001) ist ein 
Hinweis auf die Rolle von IL-23 bei der Regulation der Myelopoese. 
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4.5 Zytokinspiegel und Höhe der anti-ALK-Antikörperantwort 
In der Auswertung nach Untergruppen mit einem hohen bzw. niedrigen anti-ALK-Anti-

körperspiegel zeigten sich Unterschiede der gemessenen Zytokinspiegel. So unterschie-
den sich die Spiegel von sIL-2R, IL-6, IL-23, IFN-ɣ und IP-10 signifikant zwischen den 

Gruppen mit einem hohen (> 1/20250) bzw. einem niedrigen (< 1/2250) Antikörperspie-
gel. 

Der mediane IL-23-Spiegel korrelierte dabei direkt mit den Antikörperspiegeln, die me-

dianen Spiegel von sIL-2R, IL-6, IFN-ɣ und IP-10 korrelierten invers. 
Die Frage nach einem spezifischen Muster der Zytokinantwort bei verschiedenen anti-

ALK-Titern ist nicht eindeutig zu beantworten. Der Zusammenhang zwischen den Spie-
geln von sIL-2R und IL-6 einerseits und dem Antikörperspiegel anderseits ist wahr-

scheinlich am ehesten als Ausdruck einer erhöhten Tumorlast zu sehen. Ein niedriger 
anti-ALK-Titer geht mit einer schlechteren Kontrolle des Tumors und nachfolgend einer 

stärkeren Ausbreitung sowie einer schlechteren Prognose einher [43]. Bei bereits be-
schriebener Produktion von IL-6 durch Tumorzellen und Freisetzung von sIL-2R ist die 

Erhöhung dieser Zytokinen dann als Folge der insuffizienten Immunantwort anzusehen 
und spiegelt weniger die Mechanismen der Immunantwort wieder. 

Der Zusammenhang mit IFN-γ und IP-10 könnte von größerer Bedeutung sein. IFN-γ 
spiegelt eine TH1-Antwort und Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen 

wieder. IP-10 wird dabei nach Stimulation mit IFN-γ in Makrophagen gebildet. Auf diese 
mögliche TH1-Antwort wird weiter unten eingegangen. 

Interleukin 23 war als einziges Zytokin mit einem höheren anti-ALK-Antikörperspiegel 

korreliert, es bestand allerdings kein Zusammenhang mit dem biologischen Risiko oder 
der Prognose. Es wurde beschrieben, dass IL-23 in der Regulation der IgM und IgG-

Produktion von Plasmazellen beteiligt ist, allerdings eher im Sinne einer initialen Produk-
tion von IgM und einer Hemmung von IgG [214]. IL-23 ist allerdings in der Induktion einer 

TH17-Antwort beteiligt [111], darauf soll im folgenden Abschnitt eingegangen werden. 

4.6 Beteiligte T-Helferzellen 
Eines der Ziele dieser Arbeit war es, anhand der gemessenen Zytokinspiegel Rück-
schlüsse auf die beteiligten Zellen des Immunsystems und insbesondere die T-Helfer-

zellen zu ziehen. In der Literatur sind für verschiedene Zelltypen kennzeichnende Zyto-

kine beschrieben worden, so zum Beispiel die Bildung von IFN-γ durch TH1-Zellen [127]. 
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TH1 

IFN-γ war bei 29 von 119 ALCL-Patienten nachzuweisen, ein möglicher Hinweis auf die 
Beteiligung von TH1-Zellen. Auch der Zusammenhang mit IP-10 und MIG lässt sich in 

diese Richtung interpretieren. Weitere für eine TH1-Antwort typische, aber nicht spezifi-
sche Zytokine, wie IL-2 (14/119) und G-CSF (57/119) waren ebenfalls bei einem Teil der 

Patienten nachzuweisen, allerdings bestanden zwischen diesen und IFN-γ in einer Kor-
relationsauswertung kein Zusammenhang. Diese Zytokine werden allerdings auch durch 

TH2-Zellen produziert. 
Einen Hinweis auf die Beteiligung einer TH1-Antwort bei ALCL-Patienten wurde bereits 

durch Ait-Tahar et al. gezeigt [59]. In einer Untersuchung an Zellen von 6 ALCL-Patien-

ten zeigten dabei 5 ein typisches TH1-Profil mit Produktion von IFN-ɣ auf eine Stimulation 
mit ALK-Peptiden.  

In der Literatur wird ein positiver Effekt einer TH1-Antwort mit effektiver Tumorabwehr 
beschrieben. Lee et al. beschreiben ein murines B-Zell-Tumormodell, bei dem eine Pro-

duktion von TH-1-assoziierten Zytokinen mit einer verbesserten Resistenz gegen den 
Tumor verbunden war [215]. Auch für weitere solide Tumoren ist diese Art der zellulären 

Immunantwort als prognostischer Parameter beschrieben worden, wie zum Beispiel für 
das kolorektale Karzinom, bei dem Patienten mit einer höheren Expression von TH-1-

assoziierten Genen ein längeres Überleben hatten [216]. 
In vorliegender Untersuchung ließ sich hierfür kein Beleg finden, im Gegenteil: Die Spie-

gel von Interferon-ɣ und IP-10 waren bei Patienten in der Gruppe mit dem höchsten bio-

logischen Risiko deutlich erhöht. Möglicherweise spielt hier die „Erschöpfung“ (exhaus-
tion) von T-Zellen eine Rolle [217], um zu erklären, warum es im Verlauf nach einer 

zunächst wirksamen Tumorkontrolle schließlich zu einer zunehmenden Tumorausbrei-
tung kommt. 

TH2 
IL-4 und IL-5 als typische TH2-Interleukine [127] lagen nur bei jeweils 3 Patienten erhöht 

vor, bei 2 Patienten waren beide zugleich erhöht. Bei einem dieser Patienten zeigte sich 

das klinische Bild eines „Zytokinsturmes“, mit einer massiven Erhöhung aller gemesse-
nen Zytokine. MCP-1 (CCL2), ein Chemokin dass die TH2-Antwort fördert [124], war bei 

den Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung erhöht und mit dem Vorliegen einer 
MDD sowie dem Rezidivrisiko korreliert. Auch die Zytokine IL-6, IL-9, IL-10 lagen erhöht 

vor, diese werden allerdings auch durch zahlreiche andere Zellen des Immunsystems 
gebildet. 
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TH17 

TH17-Zellen produzieren nach Induktion durch IL-6, TGF-β, IL-1β und IL-23 das kenn-
zeichnende Zytokin IL-17. Dabei wird durch IL-6 und eine bestimmte Konzentration von 

TGF-β die initiale Differenzierung vorgegeben und durch IL-23 eine funktionelle Ausrei-
fung und Differenzierung zu inflammatorischen TH17-Zellen erreicht [143-148, 186, 218]. 

TH1- und TH2-Zytokine wie IFN-ɣ, IL-12, IL-4 unterdrücken die Induktion von TH17-Zellen 

[143, 144]. 
In vorliegenden Ergebnissen sind IL-6, IL-23 sowie IL-17a bei einem Teil der Patienten 

erhöht, allerdings bestand zwischen diesen keine Korrelation. 
Ohne den funktionellen Zusammenhang damit näher zu erleuchten, könnte die reziproke 

Hemmung von TH17, TH1 und TH2-Zellen das gegensätzliche Verhalten von IFN-ɣ und 

IP-10 einerseits und IL-23 anderseits in Bezug auf die anti-ALK-Antikörpertiter erklären. 
Allerdings können TH17-Zellen unter bestimmten Stimulationsbedingungen (unter ande-

rem IL-1β) auch IFN-ɣ sezernieren [219]. 

Die Rolle von TH17-Zellen in der Tumorimmunologie wird kontrovers diskutiert. Teilweise 
haben TH17-Zellen tumorfördernder Eigenschaften, zum Teil sind sie aber mit einer bes-

seren Tumorkontrolle durch das Immunsystem verknüpft [103, 152]. 
Interessant ist dabei unter anderem, dass TH17-Zellen, die nicht mit IL-23 stimuliert wer-

den, einen regulatorischen Phänotyp annehmen, gekennzeichnet durch die Produktion 
von IL-10 [220, 221].  

Dies könnte eine mögliche Erklärung für den Zusammenhang zwischen den hohen anti-
ALK-Anikörpertitern und den Spiegeln von IL-23 sein, da die Hemmung der Immunant-

wort durch regulatorische T-Zellen abgeschwächt wird.  
TREG 

Regulatorische T-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Kontrolle und Suppression 

einer überschießenden Immunantwort, können aber auch eine wirksame Kontrolle eines 
Pathogens oder Tumors verhindern [157, 222].  

In vorliegender Arbeit war IL-10 erhöht und mit ungünstigen klinischen Eigenschaften 
verknüpft, wie oben beschrieben. IL-10 ist ein vor allem immunsuppressives Zytokin und 

wird sowohl von regulatorischen T-Zellen, weiteren TH-Zellklassen wie TH2, aber auch 
von ALCL-Tumorzellen gebildet [65].  

Die Infiltration von regulatorischen T-Zellen in die Tumorumgebung wurde auch für das 
ALCL bereits gezeigt [223]. Die Produktion von IL-10 und TGF-β sowie die Expression 

von FoxP3 in vier ALCL-Tumorzelllinien wurde beschrieben und die Vermutung aufge-
stellt, dass die Tumorzellen selbst einen regulatorische Phänotyp besitzen [35].  
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Ob die Immunsuppression eher durch die Tumorzellen selbst oder durch eingewanderte 

bzw. induzierte regulatorische T-Zellen vermittelt wird, lässt sich aus vorliegenden Er-
gebnissen nicht abschließend beantworten.  

 
Abgesehen von Hinweisen für eine mögliche Rolle einer TH1- und TH17-Antwort und Be-

teiligung von regulatorischen T-Zellen lässt sich aus den vorliegenden Daten kein Beleg 
für ein übergreifendes, bestimmendes Reaktionsmuster bei pädiatrischen ALK-positiven 

ALCL-Patienten ableiten.  

Wie oben beschrieben, gibt es zahlreiche Hinweise, dass die Art des zellulären Reakti-
onsmusters für den Verlauf und die Prognose von Tumorerkrankungen eine wichtige 

Rolle spielt. Gut vorstellbar ist es, dass dies auch bei ALCL-Patienten eine Rolle spielt. 
In der vorliegenden Untersuchung zeigte sich allerdings für keines der untersuchten Zy-

tokine ein „protektiver Effekt“ in Hinblick auf Prognose oder weiteren klinischen Risiko-
faktoren. Dabei kann allerdings eine generelle Inflammationsreaktion mit höheren Zyto-

kinspiegeln, die mit einer schlechteren Prognose aufgrund der schon fortgeschrittenen 
Erkrankung verbunden ist, solche Effekte auch maskieren. Hier könnte eine Auswertung 

von Genexpressionsmustern von tumorinfiltrierenden Zellen weitere Erkenntnisse brin-

gen [216]. 

4.7 Fazit und Ausblick 
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass zum Diagnosezeitpunkt bei ALCL-Patienten be-
stimmte Zytokinspiegel erhöht vorliegen, diese mit klinischen und biologischen Merkma-

len assoziiert sind und Hinweise auf ein erhöhtes Rezidivrisiko geben können. 
Damit wurden in einer größeren Patientengruppe und bei weiteren, zuvor nicht im Zu-

sammenhang mit dem ALCL beschriebenen Zytokinen vorhergehende Arbeiten zu Plas-
mazytokinspiegeln bei Non-Hodgkin-Lymphomen und dem anaplastisch großzelligem 

Lymphom weitgehend bestätigt und weitere Hinweise auf die Bedeutung der Interaktion 
zwischen Tumorzellen und den umgebenden Zellen gefunden. 

Die Ergebnisse sind im Kontext zahlreicher weiterer Arbeiten zum Tumorerkrankungen 

und Zytokinen zu sehen, die vor allem die Bedeutung der Zytokine IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, 

TNF-α und Interferon-ɣ	in zahlreichen Tumorentitäten herausgestellt haben [224]. Das 

auch bei ALCL-Patienten vorliegende Muster einer einerseits massiv gesteigerten Im-

munantwort mit hohen Spiegel inflammatorischer Zytokine (IL-6, IFN-ɣ und IL-17a) und 
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anderseits einer unzureichenden Immunabwehr gegen die Tumorzellen mit ebenfalls er-

höhten Spiegeln antiinflammatorischer Zytokine (IL-10) scheint dabei typisch für ver-
schiedene Tumore zu sein [224].  

 
Die Hypothese einer polarisierten T-Zellantwort mit einem spezifischen Muster ließ sich 

anhand vorliegender Arbeit weder eindeutig beantworten noch widerlegen. Dies wäre in 
Bezug auf die Stärke einer Immunantwort gegen ALK aufschlussreich gewesen. So wäre 

vorstellbar, dass ein bestimmtes zelluläres Reaktionsprofil mit einer besseren bzw. 

schlechteren Immunkontrolle der Erkrankung verbunden ist.  
 

Bei der offenkundigen klinischen und biologischen Bedeutung der Immunantwort beim 
ALCL, deren Stärke einen wichtigen prognostischen Faktor darstellt, bleibt zusammen-

fassend die zelluläre Immunantwort ein noch weiter zu erhellender Aspekt dieser Erkran-
kung. Dies ist auch im Hinblick auf neue Therapieansätze, wie einer möglichen Tumor-

Vakzinierung, von unmittelbarer Bedeutung für das Outcome der ALCL-Patienten. 
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5 Zusammenfassung 
Das anaplastisch-großzellige Lymphom (ALCL) macht etwa 15 % der kindlichen Non-

Hodgkin-Lymphome aus und hat unter Behandlung eine Rezidivrate von ca. 30 %. Es 
wurden verschiedene Risikofaktoren für ein Rezidiv identifiziert, unter anderem der his-

tologische Typ, die minimale systemische Erkrankung und die Stärke des anti-ALK-Au-
toantikörpertiters. Die Immunreaktion gegen ALK ist in Hinblick auf zukünftige Therapien 

von großem Interesse. 

In vorliegender Arbeit wurden die Fragen untersucht, welche Zytokine als Mediatoren 
des Immunsystems im peripheren Blut bei unbehandelten ALCL-Patienten erhöht sind, 

ob sich diese von anderen Tumorentitäten unterscheiden und ob ein Zusammenhang 
zwischen einzelnen oder einer Kombination mehrerer Zytokine einerseits und klinischen, 

biologischen oder histologischen Merkmalen sowie dem Rezidivrisiko anderseits be-
steht. Außerdem wurde untersucht, ob eine spezifische T-Helferzellklasse an der Im-

munantwort beteiligt ist. 
Es wurden bei 119 neudiagnostizierten ALCL-Patienten Spiegel von 24 verschiedenen 

Zytokinen und löslichen Faktoren aus peripherem Blut, das vor Beginn der Therapie ge-
wonnen wurde, mittels eines Partikel-Immunoassays bestimmt. Die Patienten wurden 

nach dem NHL-BFM-95- und ALCL 99-Protokoll einheitlich behandelt. Als Vergleichs-

gruppe wurde bei 15 Patienten eine Messung an Blut, das vor dem letzten Chemothera-
piekurs entnommen wurde, durchgeführt. Als weitere Gruppe wurden Zytokinmessun-

gen bei Patienten mit einem neudiagnostiziertem B-NHL durchgeführt. 

Die Spiegel der Zytokine IL-6, IL-9, IL-10, IL-17a, IFN-γ und TNF-α lagen bei ALCL-

Patienten über denen der Kontrollgruppen. Auch die löslichen Faktoren sIL-2R, sCD30, 
HGF und MCP-1 lagen erhöht vor. Die erhöhten Zytokinspiegel normalisierten sich bei 

den Patienten vor dem letzten Chemotherapiezyklus, mit der Ausnahme von IL-23, das 
bei diesen Patienten in höheren Konzentrationen vorlag. Höhere Spiegel von IL-6, IL-10, 

IL-17a, IFN-γ, HGF und sIL-2R waren mit einem schlechteren Allgemeinzustand, einem 
höheren Stadium, B-Symptomen, minimaler systemischer Erkrankung und einer 

schlechteren Prognose der Patienten verbunden. Ein Zusammenhang mit der Höhe des 

anti-ALK-Titers zeigte sich für die Spiegel von IL-6, IL-23, IFN-γ, IP-10 und sIL-2R. 

Vorliegende Ergebnisse zeigen erstmals an einer großen ALCL-Patientengruppe den 
Zusammenhang verschiedener, vor allem pro-inflammatorischer, Zytokine mit klinischen 

Risikofaktoren und dem Rezidivrisiko. Eine Zuordnung von Patientengruppen zu spezi-

fischen T-Helferzellklassen ist nicht eindeutig möglich. 
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6 Summary 
The anaplastic large cell lymphoma constitutes approximately 15 % of non-Hodgkin lym-

phomas in childhood. With chemotherapy it still has a relapse rate of 30 %. Several risk 
factors have been identified, including histological type, minimal systemic disease and 

anti-ALK antibody titer. With regard to possible future therapeutic interventions, the im-
mune reaction against ALK is of great interest. 

Present work examined which cytokines are elevated in previously untreated ALCL pa-

tients and if they differ significantly from other tumors. Furthermore, possible correlations 
between single cytokines or combinations of cytokines on the one hand and clinical, 

biological, histological findings and relapse risk on the other were analyzed. Possible 
involvement of a certain T helper cell class in the immune response was also studied.  

Cytokine levels were measured in peripheral blood of 119 newly diagnosed ALCL pa-
tients, taken before start of treatment, using a particle immunoassay. The patients were 

uniformly treated according to the NHL-BFM 95 and ALCL99-protocol. Blood taken from 
15 ALCL patients before start of the last chemotherapy course was analyzed as control. 

Another control group consisted of 11 newly diagnosed B-NHL patients. 

Levels of the cytokines IL-6, IL-9, IL-10, IL-17a, IFN-γ, and TNF-α were higher in ALCL 

patients as compared to controls. The soluble factors sIL-2R, sCD30, HGF, and MCP-1 

were also elevated. Elevated cytokine levels normalized during treatment in patients be-
fore the last chemotherapy course, with exception of IL-23, which was higher in those 

patients. Higher levels of IL-6, IL-10, IL-17a, IFN-γ, HGF, and sIL-2R were associated 
with a worse general condition, higher stage, presence of B-symptoms, minimal dissem-

inated disease and a worse prognosis. A correlation with the strength of anti-ALK-titer 

was found for IL-6, IL-23, IFN-γ, IP-10, and sIL-2R. 

The result showed the relationship between diverse, mainly proinflammatory cytokines 
with clinical risk factors and relapse risk for the first time in a large cohort of uniformly 

treated ALCL patients. The cytokines produced were not clearly linked to the activation 
of a specific T helper cell subset. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 
ALCL Anaplastic large cell lymphoma, anaplastisch-großzelliges Lymphom 

ALK anaplastic lymphoma kinase 
BFM Berlin-Frankfurt-Münster (Studiengruppe) 

BSA bovine serum albumin, bovines Serumalbumin 
CD cluster of differentiation 

CCL2 CC ligand 2 ☛MCP1 

CCL3 CC ligand 3 ☛ MIP-1α 

CCL4 CC ligand 4 ☛ MIP-1β 

CXCL8 CXC ligand 8 ☛ Interleukin-8 

CXCL9 CXC ligand 9 ☛ MIG 

CXCL10 CXC ligand 10 ☛ IP-10 

CTL zytotoxische T-Zelle 
DLBCL  diffuse large B-cell lymphoma, diffus-großzelliges B-Zelllymphom 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EFS Event-free survival, ereignisfreies Überleben 

FSC Forward scatter, Vorwärtsstreuung 

G-CSF Granulocyte-colony stimulating factor 
HGF Hepatocyte growth factor 

HR Hazard ratio 
ICD International Statistical Classification of Diseases and Related Health 

Problems, Internationale statistische Klassifikation der Krankheiten und 
verwandter Gesundheitsprobleme 

IFN Interferon 
iNOS inducible Nitric oxide synthase 

IP-10 Interferon-γ-induced protein 10 ☛ CXCL10 
Jak Janus kinase 

3-JÜR 3-Jahresüberlebensrate 
KI Konfidenzintervall 

LASER Light amplification by stimulated emission of radiation 

MCP-1 Monocyte chemoattractant protein 1 ☛ CCL2 
MDD Minimal disseminated disease, minimal disseminierte Erkrankung 

MFI Mean fluorescence intensity, mittlere Fluoreszenzintensität 

MIP-1α Macrophage inflammatory proteine-1α ☛ CCL3 
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MIP-1β Macrophage inflammatory proteine-1β ☛ CCL4 

MIG Monokine induced by γ-Interferon ☛ CXCL9 
NCN Normalized copy number, normalisierte Kopienanzahl 

NHL Non-Hodgkin Lymphom 
NPM Nucleophosmin 

PBS Phosphate buffered saline, phosphatgepufferte Salzlösung 
PE Phycoerythrin 

REAL The Revised European American Lymphoma Classification 
SSC Sideway scatter, Seitwärtsstreuung 

STAT Signal transducer and activator of transcription 

TAA Tumor-assoziiertes Antigen 
TNF Tumor necrosis factor 

TFG TRK fused gene 

TGF-β  Transforming growth factor β 

TSLP Thymic stromal-derived lymphopoetin 
trk  Tropomyosin receptor kinase 

VEGF Vascular endothelial growth factor, Gefäßendothelwachstumsfaktor 
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11 Anhang 

11.1 Material- und Geräteliste 

Bezeichnung Hersteller 

Durchflusszytometer FACSCalibur Fa. Becton Dickson, Heidelberg 

Software CellQuest Pro 4.0.2 Fa. Becton Dickson, Heidelberg 

Software FlowCytoMix Pro 2.4 Fa. eBioscience, Frankfurt 

Software SPSS Version 22 IBM Deutschland, Ehningen 

Vakuumpumpe Flow Cytomix Vacuum Man-
ifold 

Fa. eBioscience, Frankfurt 

Zentrifuge Mikro 22 R Hettich Zentrifugen, Tuttlingen 

Zentrifuge Galaxy Mini VWR International, Darmstadt 

Rüttler Roto-Shake Genie Scientific Industries, New York, USA  

Vortexmischer VF2 IKA-Labortechnik, Staufen 

Mehrkanalpipette Research pro Eppendorf, Hamburg 

Kit Human Th1/Th2/Th9/Th17/Th22 13plex 
FlowCytomix 

Fa. eBioscience, Frankfurt 

Kit Human Chemokine 6plex FlowCytomix Fa. eBioscience, Frankfurt 

Kit Human Basic FlowCytomix Fa. eBioscience, Frankfurt 

Kit Human IL-23 FlowCytomix Simplex Fa. eBioscience, Frankfurt 

Kit Human HGF FlowCytomix Simplex Fa. eBioscience, Frankfurt 

Kit Human sCD30 FlowCytomix Simplex Fa. eBioscience, Frankfurt 

Kit Human sIL-2R FlowCytomix Simplex Fa. eBioscience, Frankfurt 

Kit Human IP-10 FlowCytomix Simplex Fa. eBioscience, Frankfurt 

Kit Human VEGF-A FlowCytomix Simplex Fa. eBioscience, Frankfurt 
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