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1 EINLEITUNG

B-Zell-Lymphome sind Neoplasien der Lymphozyten, die vor allem im Knochenmark (bone
marrow) heranreifen, was als Aquivalent der Bursa fabricii der Vogel gilt. Sie kommen nur
selten in der Haut vor. Wegen der lange Zeit vorherrschenden Auffassung, kutane B-Zell-
Lymphome seien ausschlieBlich sekundar disseminierte systemische Lymphome, begann man
erst relativ spét, sich gesondert mit ihnen zu beschéaftigen. Wie schon die mehrfachen
muhevollen Versuche, die systemischen Lymphome zu systematisieren, vermuten lassen, ist
auch die Klassifizierung der kutanen Lymphome ein schwieriges Unterfangen, was unter
anderem wahrend des im Dezember 1996 in Minchen stattgefundenen Meetings der Cutaneous
Lymphoma Project Group der European Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC)

deutlich wurde.

Mit der vorliegenden Arbeit soll durch die Anwendung moderner molekularbiologischer
Methoden ein Baustein zur Verfiigung gestellt werden, um der Atiologie und der Pathogenese

des kutanen B-Zell-Lymphoms ein Stiick ndher zu kommen.

1.1 DAS KUTANE B-ZELL-LYMPHOM

1.1.1 Die Geschichte

Fur das Immunsystem gesunder Haut konnte bisher noch keine B-Zell-Population
nachgewiesen werden. ! Wenn lichtmikroskopisch B-Lymphozyten erkennbar waren, gab es
hierfur lange Zeit nur zwei plausible Erklarungen. Entweder waren sie als Reaktion auf einen
anderen Prozel (wie z.B. entziindliche Hauterkrankungen oder Tumoren) in die Haut
eingewandert oder, wenn ihre Zellmorphologie oder ihr Anordnungsmuster verdachtig
erschien, wurden sie als Absiedlung von systemischen Lymphomen gewertet. Es fiel aber auf,
dafR die Lymphome in der Haut sich klinisch anders verhielten als ihre systemischen
Aquivalente. Waren die in der Haut gefundenen B-Lymphozyten Manifestationen
systemischer Lymphome, wiirde das in der Regel nicht mit einer guten Prognose vereinbar
sein. Einige der von Dermatologen betreuten Lymphome aber blieben lange Zeit topographisch

beschrankt, zeigten keine systemische Aussaat, eventuell sogar Regressionen und waren alles
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in allem als niedrig maligne einzustufen. Diesen Widerspruch umgehend wurde der Begriff

des Pseudolymphoms gepréagt.

Der gutartige Verlauf der B-Zell-Proliferationen in der Haut liel? noch 1974 CLARK zweifeln, ob
es Uberhaupt echte primare Lymphome in der Haut gébe, oder ob es sich generell um reaktive
Prozesse handele. 2 Erst gegen Ende der 70er Jahre unseres Jahrhunderts mit der Entwicklung
immunhistochemischer und molekularbiologischer Techniken begann man damit, sich

intensiver den kutanen B-Zell-Lymphomen zu widmen und wenig spéater erstmals von priméar

kutanen B-Zell-Lymphomen zu sprechen. 3-5

1.1.2 Die Klassifikation der kutanen B-Zell-Lymphome

Mit der Akzeptanz der kutanen B-Zell-Lymphome (KBZL) als eigenstandige Entitat begann
das Problem der Klassifizierung. Die Morphologie der lymphoiden Infiltratzellen beschreibend,
versuchte SCHMOECKEL im Jahre 1979 Analogien zu den systemischen Lymphomen zu ziehen
und kam zu dem SchluR, daB die Ubertragung der damals verwendeten Kiel-Klassifikation von
1974 auf kutane Lymphome gerechtfertigt sei. 8 Demnach gab es vier Typen: den
lymphozytischen, lymphozytoiden, lymphoplasmozytoiden und den zentroblastischen/
zentrozytischen Typ. Fur die Folgejahre war somit die Anlehnung an die Klassifikation der
systemischen Lymphome vorgezeichnet. Aktualisierungen und neuartige Klassifizierungs-
modelle versuchte man zu tbernehmen. In den USA war es vor allem die Working

Formulation, 7 die ab 1982 Einzug hielt, wahrend in Europa die Kiel-Klassifikation und spéter
ihre Gberarbeitete Version 8 dominierte. 1994 machte sich die International Lymphoma Study
Group daran, eine klinisch anwendbare Synthese aus der Working Formulation und der Kiel-
Klassifikation mit dem Namen Revised European American Lymphoma (REAL) Classification zu
konstruieren, um eine international akzeptierte Basis fur den Erfahrungsaustausch der

Hamatopathologen und die Vergleichbarkeit klinischer Studien zu schaffen. ©

Neuere immunhistochemische, zytogenetische und molekularbiologische Untersuchungen an
den kutanen B-Zell-Lymphomen und exakte Fallstudien haben zu der Auffassung gefuhrt, da
sich in der Haut nicht nur primér B-Zell-Lymphome entwickeln kdnnen, sondern daf sich
diese Lymphome in vielerlei Hinsicht auch von den nodalen Lymphomen des gleichen

histologischen Subtyps unterscheiden. Deshalb hat sich die Cutaneous Lymphoma Study Group
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der EORTC trotz der Vielzahl bereits vorhandener Modelle flr eine eigene Klassifikation der

priméar kutanen Lymphome entschieden 10 (Tabelle 1).

Indolent - Keimzentrumszell-Lymphom

Immunozytom (einschl. Marginalzonen B-Zell-Lymphom)
Intermediar - Grol3zelliges B-Zell-Lymphom der unteren Extremitét
Provisorisch - Intravaskuléres grof3zelliges B-Zell-Lymphom

Plasmozytom

Tabelle 1 EORTC-Klassifikation der primdr kutanen B-Zell-Lymphome, 10 detaillierte
Beschreibung der einzelnen Entitaten in Kap. 1.1.3

Es fallt die Einfachheit und Ubersichtlichkeit dieser Einteilung auf. Auf rein histologische
Subklassifizierungen wurde bewul3t verzichtet, da sie fir den Verlauf, Therapie und Prognose
der Erkrankung irrelevant sind. Die Einteilung basiert auf einer Kombination von klinischen,
histologischen und immunophenotypischen Kriterien. Der Kliniker soll durch die Anwendung
dieses Schemas in die Lage versetzt werden, sich eindeutig flr das weitere Procedere wie
Staging und Therapie zu entscheiden. Die Prognose ist aus der Einteilung ersichtlich. Eine

detaillierte Beschreibung der einzelnen Subtypen erfolgt im nachstehenden Kapitel.

1.1.3 Klinik der primér kutanen B-Zell-Lymphome

Von einem primar kutanen Lymphom spricht man, wenn zum Zeitpunkt der Diagnose einer
malignen Lymphozytenpopulation in der Haut und wéhrend der nachfolgenden sechs Monate
trotz intensiver Durchuntersuchung keine extrakutane Beteiligung nachweisbar ist. 10 Die
geforderte Zeitkarenz ist ein rein empirischer Wert. Es kdnnen daher die Zweifel, ob in der
Haut proliferierende B-Lymphozyten nicht doch Absiedlungen eines minimalen und daher
unerkannt bleibenden systemischen Prozesses sind, noch nicht eindeutig widerlegt werden. Bis
zu vielen Jahren wahrende, gutartige, auf die Haut beschrankte Verlaufe 1112 sprechen

allerdings fur die Existenz primar kutaner Lymphome.

Obwohl die primar kutanen Lymphome nach den primar gastrointestinalen Lymphomen die
haufigste Gruppe der nicht-nodalen Non-Hodgkin-Lymphome darstellt, 13 ist ihre Inzidenz mit
ca. 17100 000/Jahr eher gering. Der Anteil der kutanen B-Zell-Lymphome daran ist lange Zeit

unterschatzt worden und wird heute mit ca. 25% angegeben. 14
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Wie bereits angedeutet, muf3, um die Diagnose eines priméar kutanen B-Zell-Lymphoms stellen
zu kdnnen, eine umfassende Untersuchung durchgefuhrt werden. Nur der sichere Ausschluf3
einer extrakutanen Beteiligung 1Rt die im allgemeinen gute Prognose des rein kutanen
Lymphoms zu und rechtfertigt das in der Regel wenig aggressive therapeutische Vorgehen.
Far die Ausbreitungsdiagnostik werden von der EORTC folgende MindestmaRnahmen
empfohlen: 14 Klinische Untersuchung (Inspektion, Palpation der Lymphknotenstationen, Milz
und Leber) mit Photodokumentation der Hauterscheinungen, Differentialblutbild, Leber- und
Nierenparameter, Rontgen des Thorax, Abdomen-CT bzw. -Sonografie, Biopsie vergrolRerter
Lymphknoten und eine Knochenmarkbiopsie. Das Staging erfolgt entweder nach der TNM-
B,BM-Klassifikation (T: Hautbefall, N: Lymphknoten, M: Viscera, B: Blut, BM: bone marrow) 1415
oder nach der Ann-Arhor-Klassifikation, 13 reichend von Stadium Ie (Befall eines

extralymphatischen Organs) bis Stadium IV (disseminierter Organbefall) £ B-Symptomatik. 16

Die Differentialdiagnose zum Pseudolymphom stellte vor allem in der Vergangenheit ein
grol3es Problem dar. KERL wie auch SLATER und SANTUCCI sind der Auffassung, daf viele der
diagnostizierten ,,Pseudolymphome* tatséachlich maligne Proliferationen und zu den KBZL zu
z&hlen sind. 121417 Beschreibungen von Féllen, wonach Lymphome aus Pseudolymphomen
hervorgegangen sind, 1819 scheinen diese These zu stitzen. Trotz einigen (unsicheren! 20)
histologischen Merkmalen (polymorphes Zellinfiltrat: neben Lymphozyten vor allem auch
Eosinophile, Plasmazellen und Histiozyten; Konzentration des Infiltrats in den oberen
Dermisschichten (top-heavy); haufiges Vorkommen von scharf begrenzten sekundéren
Lymphfollikeln), 2t die fur einen reaktiven Prozel3 sprechen, ist eine sichere Differenzierung
zwischen Lymphom und Pseudolymphom rein histologisch nicht moglich. Moderne
diagnostische Verfahren (Immunhistochemie, southern blot, PCR; Ubersicht in STERRY, 1995 22)
ermdglichen heute eindeutige Klonalitatsnachweise. Der alte, ausweichende Begriff
»Pseudolymphom® mit seinen unzéhligen Synonymen (Spiegler-Fendt Sarcoid, Lymphadenosis
circumscripta, etc.) sollte deshalb nicht mehr verwendet und statt dessen die allgemeine
Bezeichnung ,,kutane lymphoide Hyperplasie* als Oberbegriff fur reaktive (=polyklonale)
Prozesse unbekannter Atiologie favorisiert werden. 1317 Erst bei bekannter Atiologie bzw. fur
wohldefinierte klinikopathologische Entitéten sollten spezifische Termini, wie z.B.
Lymphadenosis cutis benigna (Bafverstedt) (=Lymphozytom) fur die Borrelia burgdorferi-

assoziierten Infiltrate, zum Einsatz kommen. 23
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Trotz des fur die Uberwiegende Anzahl der kutanen B-Zell-Lymphome dhnlichen Verlaufs gibt
es einige Besonderheiten, die nach Meinung der Cutaneous Lymphoma Study Group der EORTC -

entgegen widersprichlicher Auffassungen 1224- eine Subklassifizierung notwendig macht: 10

1.1.3.1 Das kutane Keimzentrumszell-Lymphom

In der Kiel-Klassifikation wurden die nodalen Lymphome, deren Zellen den Zentrozyten und
Zentroblasten der Keimzentren reaktiver Lymphfollikel &hnelten, als zentroblastisch/
zentrozytische Lymphome bezeichnet und zu den low-grade (d.h. kleinzelligen! 25) Lymphomen
gezahlt. 8 Die REAL-KIlassifikation ® nennt diese am h&aufigsten vorkommenden Non-Hodgkin-
Lymphome Keimzentrums-Lymphome, neuerdings Keimzentrumszell-Lymphome, 26 und
beschreibt sie durch folgende Kriterien: Das Wachstumsmuster kann z.T. diffus sein,
neoplastische Follikelstrukturen sind dagegen immer vorhanden. Die Tumorzellen stellen eine
Mischung aus vorrangig Zentrozyten, durchsetzt mit einem unterschiedlichen (aber
obligatorisch vorhandenem) Anteil an Zentroblasten, dar. Sie sind slg+, CD10+, CD5- und
exprimieren ein dereguliertes bcl-2 Protein, meist aufgrund einer t(14;18)-Translokation. Der
Verlauf ist im allgemeinen indolent, korreliert aber zum zytologischen Grading: Grad 1
(vorwiegend kleinzellig) und 2 (gemischtzellig) werden als indolent, Grad 3-Lymphome

(Gberwiegend grofzellig) als moderat aggressiv beschrieben. 27

Die neoplastischen Zellen der priméar kutanen Keimzentrumszell-Lymphome (KKZL) sind
auch Zentrozyten (kleine und grofRe Zellen mit gekerbten Kernen) und Zentroblasten (grofRe
Zellen mit hellen rundlichen Kernen und prominenten membranstandigen Nucleoli), wobei in
frihen und kleinen Lasionen die Zentrozyten und reaktiven T-Zellen Uberwiegen (=low-grade),
in fortgeschrittenem Stadium und groRen und schnell wachsenden Lésionen vorrangig grof3e
Keimzentrumszellen und eventuell auch Immunoblasten (=high-grade) zu finden sind.
Plasmazytisch differenzierte Zellen sind haufig in frihen L&sionen anzutreffen. 12 Die Prognose
korreliert aber nicht mit dem Grading. Das Wachstumsmuster kann nodulér oder diffus sein,
wobei neoplastische Follikel extrem selten sind. Gelegentlich werden reaktive Follikel bzw.
deren Reste beobachtet. 10 Das Infiltrat spart die Epidermis aus. Zwischen beiden ist eine
sogenannte ,,Grenzzone* sichtbar. 11-13 Die Tumorzellen exprimieren die B-Zell-assoziierten
Antigene (CD19, 20, 22, 79a), aber nicht CD5 und CD10. In der Expression von slg sind sie eher

negativ und die t(14;18)-Translokation und das bcl-2 Protein sind nicht zu finden.
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Patienten mit diesem h&ufigsten kutanen B-Zell-Lymphom (ca. 65% im Register der Dutch
Cutaneous Lymphoma Working Group (DCLWG) 19) stellen sich mit nicht-schuppenden, solitéren
oder gruppierten Papeln, Plagues oder Tumoren (oft mit Umgebungserythem) vor, die in der
Regel am Kopf/Hals oder am Stamm (&ltere Bezeichnung: Crosti’s Retikulohistiozytom des
Ruckens) lokalisiert sind. Der Tumor wachst sehr langsam und eine extrakutane
Disseminierung ist selten. Die Therapie der Wahl stellt die lokale Bestrahlung oder die Exzision

dar, die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt 97%.

1.1.3.2 Das kutane Immunozytom

Das weniger haufige kutane Immunozytom ist definiert durch eine Proliferation von kleinen
Lymphozyten, lymphoplasmazytoiden Zellen (reichliches basophiles Zytoplasma, aber
lymphozytentypischer Nucleus) und Plasmazellen, bei denen sich auf Paraffinschnitten
monotypisches zytosolisches Ig (vorrangig IgG 28) nachweisen laf3t. 10 IgM-Paraproteine
(charakteristisch fur die Makroglobulindmie Waldenstrom) sind trotz moglicher
Hypergammoglobulindmie und im Gegensatz zu den nodalen und sekundéar kutanen
Immunozytomen nicht nachweisbar. Das Wachstumsmuster ist dicht nodulér oder diffus,
oftmals perivaskular konzentriert, wobei die neoplastischen Zellen in der Peripherie des
Infiltrats zu suchen sind. Die Epidermis ist, wie bei den KKZL, durch eine ,,Grenzzone* vom
Infiltrat getrennt. Reaktive Follikel sind oft vorhanden. 28 Die Zellen sind negativ fur die B-Zell-
Marker CD20 und CD22 28, sowie flir CD5 und CD10. PAS-positive intranukleéare (,,Dutcher
bodies*) und zytosolische (,,Russell-Korperchen*) EinschlUsse sind haufig. Der Tumor entsteht
meistens an den Extremitaten, und eine Borrelia burgdorferi-Infektion ist mit der Pathogenese in
Zusammenhang gebracht worden. 2930 Radiotherapie ist auch hier die Therapie der Wahl und

die Prognose ist exzellent (5-Jahres-Uberlebensrate 100%).

Die kutanen Immunozytome sollen den Immunozytomen der Kiel-Klassifikation bzw. den
Marginalzonen-Zell-Lymphomen der REAL-KIassifikation entsprechen. Die Vergleichbarkeit
zu den genannten Lymphom-Kilassifikationen wird aber dadurch erschwert, daf einerseits das
Marginalzonen-Zell-Lymphom der REAL-Klassifikation nicht dem Kieler Immunozytom
entspricht ® und andererseits noch Unklarheiten tber die Ursprungszelle dieser
Lymphomentitat bestehen. ISAACSONS Maltome (s. Abschnitt 1.1.4) wurden noch 1990 am
besten als lymphoplasmazytische Immunozytome Kieler Klassifikation charakterisiert, 3!
welche den lymphoplasmozytoiden (neuerdings auch lymphoplasmazytischen 32) Lymphomen

der REAL-Klassifikation aquivalent sind. ® Die Maltome sind in der REAL-KIassifikation den
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Marginalzonen-B-Zell-Lymphomen zugeordnet. Die Bezeichnung Immunozytom
(=lymphoplasmazytisches Lymphom) stellt in der REAL-KIlassifikation eine
AusschluRdiagnose dar, 33 da die unterschiedlichsten B-Zell-Tumoren einen Anteil an Zellen

mit lymphoplasmazytoider Differenzierung (clg*) aufweisen kénnen. °

Das seltene Marginalzonen-B-Zell-Lymphom (MZBZL) der Haut wird in der aktuellen
EORTC-KIlassifikation gemeinsam mit dem Immunozytom aufgefiihrt. Ursache ist das
derzeitig noch bestehende Problem, beide eindeutig zu differenzieren und das Vorliegen
widerspruchlicher Veroffentlichungen bzw. die Verwendung unterschiedlicher Termini. (Selbst
die primar KKZL werden von einigen Autoren als MZBZL diskutiert. 17.2434) Die
Zusammenlegung geschieht vermutlich auch in Anlehnung an ISAACSON, 13 der beide als die
low-grade Tumoren der Haut zusammenfal3t und den haufigen high-grade Lymphomen
gegenuberstellt, wobei die lymphoplasmazytischen Zellen (des Immunozytoms) eine
Differenzierungsstufe der Centrocyte-like Cells (des MZBZL) darstellen sollen, wie es bei den

Maltomen der Fall ist (s. Kapitel 1.1.4).

1.1.3.3 Das grof3zellige kutane B-Zell-Lymphom der unteren Extremitét

In bezug auf die Ursprungszelle handelt es sich auch hierbei aller Wahrscheinlichkeit nach um
ein Keimzentrumszell-Lymphom, wobei aber die Zentroblasten, Immunoblasten und grof3en
Zentrozyten das histologische Bild dominieren. Trotz der histologischen Ahnlichkeit zu den
spaten grof3zelligen Keimzentrumszell-Lymphomen wird diese erst kiirzlich beschriebene
Neoplasie der Haut 35 als eigene Entitat mit einer intermediaren Prognose klassifiziert. Die
ungiinstigere Prognose (5-Jahres-Uberlebensrate ca. 50% vs. 97% beim KKZL) und eine
notwendige aggressivere Therapie (Polychemotherapie) rechtfertigen eine Extrastellung.
Hervorzuheben ist die vorhandene bcl-2 Expression (ohne t(14;18)-Translokation! 36) der
Tumorzellen. Pradilektionsstellen sind die Beine; betroffen sind vor allem Frauen &lter als 70
Jahre. Die Haufigkeit ist mit ca. 10% der im Register der DCLWG notierten KBZL &hnlich der

des Immunozytoms.

1.1.3.4 Das kutane Plasmozytom

Die meisten der kutanen Plasmozytome sind Hautmanifestationen von multiplen Myelomen,
den Plasmazellentartungen im Myelos, dem Knochenmark. Primar kutane Plasmozytome sind
extrem selten. Histologisch sind sie klar definiert (reife Plasmazellen, im Gegensatz zum

Immunozytom ohne Durchmischung von anderen klonalen Lymphozyten), kdnnen aber in der
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klinisch orientierten EORTC-Klassifikation nur als provisorische Entitét erscheinen, da
aufgrund ihrer geringen Pravalenz noch nicht gentigend zu verallgemeinernde Daten

vorliegen.

1.1.3.5 Das intravaskulare grof3zellige B-Zell-Lymphom

Grolie neoplastische B-Zellen akkumulieren im GefaRinneren, was in der Vergangenheit als
Angioendotheliomatose fehlgedeutet wurde. Die Informationen sind auch hier nicht

ausreichend. Der Tumor kann Kklinisch nicht eindeutig klassifiziert werden.

Mantelzell-Lymphome, charakterisiert durch kleine B-Zellen, die das CD5-Antigen und das
Cyclin D1 Protein exprimieren, sind nicht in die Klassifikation der primar kutanen B-Zell-
Lymphome aufgenommen worden, da sie die Haut in der Regel sekundar befallen. Bisher

wurde nur ein Fall eines primér kutanen Mantelzell-Lymphoms beschrieben. 37

1.1.4 Das Modell der antigengetriebenen MALT-Lymphome - die Arbeitshypothese

Abgesehen von der Mykosis fungoides und dem Sézary-Syndrom waren in den alteren
Lymphomklassifikationen keine extranodalen Lymphome aufgefuhrt. Es ist im wesentlichen
der Arbeit des Londoner Histopathologen P.G. ISAACSON zu verdanken, daf seit der REAL-
Klassifikation ¢ extranodale Lymphome eine offiziell anerkannte Entitat reprasentieren. Seine
Forschungen konzentrieren sich seit dem Ende der 70er Jahre auf priméar im Gastrointestinal-
trakt entstandene Lymphome, 38 und durch ihn wurde auch der Begriff der MALT (mucosa-
associated lymphoid tissue)-Lymphome gepragt, 32 nachdem er feststellte, dall primare
Lymphome in Organen, die wie der Darm auch Schleimhautanteile mit immunologischer
Funktion besitzen (IgA-Sekretion) bzw. embryologisch aus dem primitiven Darm
hervorgegangen sind (Lunge, Speicheldrise, Schilddrise), Gemeinsamkeiten aufwiesen. 40
MALT muR nicht physiologischerweise an dem Ort der Lymphomentstehung vorhanden sein.
MALT ist Uberhaupt nur eindeutig als GALT (gut-associated lymphoid tissue) fir den Darm
beschrieben worden. Viel 6fter kommt es aufgrund von chronischen Entziindungsstimuli zum
sogenannten Erwerb von MALT mit der Méglichkeit der nachfolgenden Entartung. Diese
Entztindungsreize kdnnen infektitser oder autoimmuner Natur sein. So fuhren eine
Helicobacter pylori-assoziierte Gastritis im Magen, das Sjogren-Syndrom in den Speicheldrisen,
die Hashimoto-Thyreoiditis in der Schilddruse und die follikulére Bronchiolitis in der Lunge zu
Ansammlungen von MALT-&hnlichem lymphatischen Gewebe, das im gesunden Organ nicht

gefunden wird. 4
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Der beobachtete Zusammenhang zwischen chronisch-entztindlichem Gewebe und der
Entstehung von Lymphomen brachte die Theorie hervor, dal3 eine dauerhafte antigene
Stimulation von Lymphozyten deren Entartung hervorrufen oder untersttitzen kann. Diese
Vermutung konnte exemplarisch am Beispiel der low-grade MALT-B-Zell-Lymphome des
Magens bewiesen werden. In einem Artikel aus dem Jahre 1991 zeigten WOTHERSPOON et al., 42
daR sich bei 28% der Patienten mit einer Helicobacter pylori (frither Campylobacter p.)-assoziierten
Gastritis lymphatisches Gewebe im Magen nachweisen liel, das in seiner Struktur den
Peyerschen Plaques des terminalen lleums, dem klassischen Vertreter des MALT, ahnelt.
Weiterhin fanden sie H. pylori in 101/110 (92%) der von ihnen untersuchten priméaren MALT-
Lymphome des Magens. Da die allgemeine Durchseuchung mit diesem Erreger bei nur 50-60%
liegt, wurde ein Zusammenhang zwischen H. pylori und den Maltomen des Magens
geschluRfolgert. Folgerichtig schlossen sich Versuche an, die die Regression des Lymphoms
nach antibiotischer Eradikation von H. pylori nachwiesen. 4 Wie stimuliert der Erreger das
Tumorwachstum im Detail? Mittels Proliferationsassays konnten HUSSELL et al. die
Stimulierbarkeit der Tumorzellen durch H. pylori in vitro nachweisen, interessanterweise aber
nur so lange, wie die T-Lymphozyten, die auch aus dem Tumorgewebe stammten, nicht aus
der Kultur entfernt worden waren. 4 Das B-Zell-Maltom des Magens ist also von Ag-
spezifischen T-Lymphozyten und deren Interleukinen (IL-2 im Uberstand und CD25, der IL-2
Rezeptor, wurden in der zitierten Arbeit untersucht) abhangig. Die Spezifitat der von den
entarteten B-Zellen exprimierten Immunglobuline wurde mit Hilfe von Antiidiotyp-
Antikorpern nachgewiesen, indem sie die vom Tumor sezernierten Antikorper aufspirten. 4
Diese konnten auf kdrpereigenem Gewebe der Patienten (z.B. auf follikularen dendritischen
Zellen, Darmepithel und postkapillaren Venulen), also Autoantigenen, gefunden werden.
Kreuzreaktivitat mit H. pylori bestand nicht. Sequenzanalysen der Immunglobulingene in
Maltomen wiesen die entarteten B-Zellen als hypermutierte postgerminal center-Zellen aus 46
bzw. postulierten aufgrund beobachteter intraklonaler Sequenzvariationen einen noch
vorhandenen Antigenkontakt der B-Zellen bei der Progression von low-grade-Maltomen des
Magens. 47 Die von den Tumorzellen verwendeten Keimbahn-Vy-Gene werden haufig in

Autoantikorpern exprimiert (z.B. V14.18, Vu4-21).

Histologisch dahneln die low-grade B-Zell-Maltome des Magens den Peyerschen Plaques des
terminalen lleumns. 4: Reaktive, nichtneoplastische Follikel mit Keimzentrum und Mantelzone

werden von kleinen bis mittelgrolRen Tumorzellen mit unregelmafiigem Zellkern diffus
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umgeben, was der Marginalzone entspricht. Diese Zellen wurden mit den kleinen eingekerbten
Zentrozyten der Keimzentren verglichen, was ihnen den Namen Centrocyte-like (CCL) Cells
gab. Sie sind slg* (M>A,G), CD32+ (=KB61) und CD5-, CD10-. Charakteristisch ist das
Vorhandensein von lymphoepithelialen Lasionen (Einwanderung und Zerstérung der
Magendrisen durch die CCL), von zu Plasmazellen differenzierten Tumorzellen und von
reaktiven Follikeln, die mit Tumorzellen durchmischt sind oder vollstandig durch diese
verdrangt wurden (follikulare Kolonisation). Interessanterweise exprimieren die Tumorzellen
der kolonisierten Follikel kein bcl-2 Protein, was die extrafollikulér gelegenen CCL-Zellen (ohne
1(18;14)!) tun. 48 Im Gegensatz dazu sind die high-grade B-Zell-Maltome des Magens, die durch
blastische Transformation aus den low-grade Formen hervorgehen kénnen, 4° durch zu Clustern
zusammengelagerte grol3e Zellen gekennzeichnet, die den Zentroblasten d&hneln kénnen. Es
sind hier weniger reaktive Follikel vorhanden. Das klinische Verhalten der Magenmaltome ist
indolent. Eine Aussaat des Tumors Uber die Lymphknoten des Magens hinaus und eine
Knochenmarkbeteiligung sind sehr selten, eine lokale Eradikationstherapie wird als primére
Therapie der low-grade Maltome empfohlen. 4 Zu der Frage, ob sich high-grade Maltome
langfristig klinisch ungunstiger verhalten, gibt es in der Literatur unterschiedliche Angaben
(Zusammenfassung in ISAACSON, 1994 41). Die Maltome (extranodal) und die monozytoiden B-
Zell-Lymphome (nodal) sind in der REAL-Klassifikation zu den Marginalzonen-B-Zell-

Lymphomen zusammengefalit worden. @

1.2 DIEB-LYMPHOZYTEN

Lymphozyten zeichnen sich durch eine Eigenschaft aus, die sie von allen anderen Zellen
unterscheidet: Kein ausgereifter Lymphozyt gleicht genetisch dem anderen. Grund dafur ist
die Rearrangierung des individuellen Antigenrezeptors im Verlauf der
Lymphozytenontogenese. Diese Tatsache ermdglicht eindeutige Klonalitédtsbeweise,

wesentliches Kriterium fur die Diagnosestellung von Neoplasien.

1.2.1 Die Entwicklung der B-Lymphozyten

Da es fiir die Untersuchung der Atiologie von B-Zell-Lymphomen von Bedeutung ist, in
welchem Entwicklungsstadium sich die B-Zelle zum Zeitpunkt ihrer Entartung befunden hat,
ist das Verstandnis der physiologischen Lymphopoese notwendig. Sie beginnt wéahrend der
achten Schwangerschaftswoche in der fotalen Leber und wird spéter vollstandig vom

Knochenmark Gbernommen. 5 Ein noch nicht bis ins Detail aufgeklartes Wechselspiel
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ausgewahlter Wachstums- und Transkriptionsfaktoren determiniert eine pluripotente
héamatopoetische Stammzelle fur die weitere B-Zell-Entwicklung (lineage commitment). Die
nachfolgenden Entwicklungsstadien, die durch die stufenweise Rekombination der
Immunglobulingene (im Kapitel 1.2.2 ngher erlautert) und durch die Expression bestimmter

Oberflachenmolekiile definiert sind, werden in der Abbildung 1 schematisch dargestellt:

CD19 + + + +
?/SLC SuH-Kette/SLC sigM slgM/sigD
RAG-1,2 + + + -
TdT + -
CD34 +
CD10 + + + -
CD40 +
Abbildung 1 B-Zell-Ontogenese im Knochenmark, nach RoLINK et al. 51, Daten teilweise

postuliert in Anlehnung an Experimente mit murinen Lymphozyten; RAG...Rekombinase
aktivierende Gene, TdT...terminale Desoxynucleotidyl-Transferase, SLC...surrogate light chain

1.2.2 Die Entstehung der Antikorperdiversitat

Unabhangig voneinander entstandene reife B-Zellen des in Abbildung 1 skizzierten Schemas
gleichen sich nicht. Die Unterschiede zwischen den B-Lymphozyten bestehen im
Antigenrezeptor (B-Zell-Rezeptor, Immunglobulin; siehe Abbildung 3, Seite 16), den die reife
B-Zelle auf ihrer Oberflache tragt, bzw. in der Zusammensetzung der Gene, die ihn kodieren.
Die grundlegenden Mechanismen bei der Entstehung der Vielfalt der B-Zell-Rezeptoren
wurden 1983 von dem japanischen Molekularbiologen TONEGAWA beschrieben, 52 der fur seine
Arbeiten mit dem Nobelpreis fur Medizin ausgezeichnet wurde. Die nachfolgende Abbildung,
die sich aus einem Abschnitt des Chromosoms 14 herleitet, skizziert die Rekombination der

Gene fur die schwere Kette eines Immunglobulins.
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Kembahn-DNA
~ 51 \H Gene ~ 30 DH Gene 6 JH Gene

BB B

Rekombination

Rekombinierte

B-Zell-DNA
Transkription
und Splicing
MRNA
Abbildung 2 V(D)J-Rekombination der Gene fur den variablen Teil der schweren Kette

eines Immunglobulins

Die leichten Ketten werden nach dhnlichem Muster generiert. Ihre Gene befinden sich auf den

Chromosomen 2 fur die k- und 22 fur die | -Kette. Allerdings fehlen hier die D-Elemente.

Die variable Domane der schweren Kette des Antikorpers (,,VH* in Abbildung 3) wird durch
drei verschiedene Gene kodiert: dem Vu-Gen (V fur variable und H fur heavy), dem D-Gen (D
far diversity) und dem Ju-Gen (J fUr joining). Zur Verfuigung steht ein Pool aus 51 funktionellen
Vu-Genen, ca. 30 D-Genen und 6 Ju-Genen. Allein hierdurch ergeben sich 9180 Kombinations-
moglichkeiten fur einen ProzeR, der, zusammen mit der Rearrangierung der T-Zell-
Rezeptorgene, einzigartig in humanen Zellen ist: die gesteuerte Umlagerung und sogar
Deletion von genetischem Material, also die Verdnderung der Keimbahnkonfiguration.
Wahrend des Aneinanderfiigens der Gensegmente wird teilweise nicht ganz ,,sauber*
gearbeitet, was die Vielfalt der entstehenden Kombinationen erhéht. So sind z.B. wahrend des
Vorgangs Exonukleasen aktiv, die von den einzelnen Bausteinen die Enden abspalten. Das
macht zum einen das Bild an den Fugen Vy-D und D-J4 bunter und bringt zum anderen
Verschiebungen des Leserahmens der 3’ nachfolgenden Sequenzen mit sich. Ein weiteres
Enzym, die terminale Desoxynucleotidyl-Transferase (TdT), die im Knochenmark (aber nicht in
der fotalen Leber) wahrend der Rekombination exprimiert wird, fugt matritzenunabhangig die
sogenannten N-Sequenzen in die Fugen ein. 53 Da auch die leichte Kette des Antikdrpers zur
Antigenspezifitat beitragt, wird die insgesamt mogliche Vielfalt noch einmal betréchtlich
erhoht. So verlalit die reife (naive) B-Zelle das Knochenmark und wandert in die sekundaren

lymphatischen Organe ein.
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SchlieRlich wird die Diversitatsentstehung durch den Prozel? der somatischen Hypermutation
vervollstandigt. Dieser findet antigen- und T-Zell-abhangig in den Keimzentren der
sekundaren lymphatischen Organe statt und wird durch den Primarkontakt der naiven
B-Zellen mit einem Antigen initiiert. Es entstehen B-Zell-Blasten. Stochastisch eingefligte
somatische Mutationen flhren, in Abhangigkeit vom genetischen Code, zu stummen oder zu
Austauschmutationen, wobei durch letzteres die Proteinstruktur des Antigenrezeptors
verandert wird. Tragt die veranderte Struktur zur Antigenbindung bei, kann es zur
Affinitatsdnderung des B-Zell-Rezeptors gegeniiber seinem Antigen kommen. B-Lymphozyten
mit héher affinem B-Zell-Rezeptor werden positiv selektioniert. Durch Mutationen niedrig
affiner oder funktionsuntiichtig gewordene Zellen werden durch den programmierten Zelltod
(Apoptose) ausgemustert. 54 Die Expression des bcl-2-Gens infolge der Stimulation des B-Zell-
Rezeptors spielt fr das Uberleben spezifischer funktionsttichtiger B-Zellen eine herausragende

Rolle. 54

1.2.3 Der B-Zell-Rezeptor, der Antikérper

Im Ergebnis der Affinititatsreifung entsteht eine positiv selektionierte B-Zell-Population, die
das Antigen spezifisch und fest binden kann. Die B-Zellen entwickeln sich dann entweder zu
Gedachtniszellen oder zu den Effektorzellen, den Plasmazellen, weiter. Die
Entwicklungsrichtung wird vermutlich durch die Stimulation des CD40-Rezeptors der B-Zellen
mit dem sogenannten CD40-Liganden der T-Zellen im Keimzentrum bestimmt: Stimulation
bewirkt die Differenzierung zu Gedéachtniszellen, das Fehlen des CD40-Liganden generiert
Plasmazellen. 55 Plasmazellen wandern zur Antikdrperproduktion vorrangig in die Milz und
ins Knochenmark, B-memory-Zellen besiedeln vermutlich die Marginalzone der Milz. 5657 Die
Plasmazellen benétigen keinen B-Zell-Rezeptor auf ihrer Zelloberflache mehr. Statt dessen

werden diese Molekule nun extrazellular sezerniert und fungieren als Antikorper.
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Leichte Kette

(Fab’)2

Papain

Pepsin L

S S
cH3 |
S S
Fab: antigenbindendes Fragment

Fc:  fragment crystallizable
Fv:  variables Fragment
S-S:  Disulfidbriicke

<> Kohlenhydratrest

Abbildung 3 Das Antikérpermolekil am Beispiel des 1gG
Das Antikorperprotein (siehe Abbildung 3) besteht aus einer schweren (H) und einer leichten
(L) Kette, die Uber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind, wobei sich beide Ketten in
eine NH.-terminale variable (V) Region fur die Ag-Bindung und eine COOH-terminale
konstante (C) Region fur die Effektorfunktionen unterteilen lassen. Zwei identische solcher H-L
Paare sind nahe der hinge-Region der schweren Kette wiederum durch zwei Disulfidbriicken
gekoppelt und bilden so einen bivalenten Antikdrper mit zwei Antigenbindungsstellen. Die V-
Region der schweren Kette wird durch die drei Gene V, D und J kodiert. Sie bestimmt
gemeinsam mit der entsprechenden Region der leichten Kette den Idiotyp des Antikorpers. Die
C-Region ist auch ein Multigenprodukt und bestimmt die Antikorperklasse, den Isotyp. Bei
den Immunglobulinen der Klassen D, G und A besteht sie aus drei und bei IgM und IgE aus
vier konstanten Domaénen. Die fur die Antigenbindung entscheidenden Bereiche der V-
Domane wurden durch KABAT rein statistisch durch Mutationsanalysen der damals bekannten
Sequenzen postuliert und mindeten in der noch heute angewendeten Einteilung der V(D)J-
Sequenzen in vier framework regions (FR) und drei complementarity determining regions (CDR). %8
Fur die CDRs konnte eine hdhere Variabilitat festgestellt werden (,,hypervariable Segmente*),
was ihre Funktion bei der spezifischen Ag-Bindung wahrscheinlich machte. Spatere
proteinchemische Untersuchungen determinierten die raumlichen Strukturen der Antikorper,
was eine neue Nomenklatur (loops H1-3 bzw. L1-3) bzw. eine z.T. veranderte Durchnumerie-

rung der Aminosaurenpositionen (Insertion an Position 31A,B anstelle von 35A,B) notwendig
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machte. 5 Neuere Bindungsstudien haben die Positionen ermittelt, die tatsachlich an der
Antigenbindung beteiligt sind, genannt contact definition. € In der vorliegenden Arbeit werden
die CDRs, die loops und die Kontaktbereiche gekennzeichnet; die Numerierung erfolgt nach

CHOTHIA. 5°
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2 AUFGABENSTELLUNG

Primér kutane B-Zell-Lymphome sind Neoplasien, bei denen sich eine monoklonale
B-Lymphozytenpopulation in der Haut nachweisen 1aBt. Die Ursachen fur die Entstehung
dieser extranodalen Lymphome sind bis heute unbekannt. Es ist unklar, zu welchem Zeitpunkt
ihrer Entwicklung B-Lymphozyten sich der Wachstumskontrolle entziehen und warum in
wenigen Fallen diese Zellen einen Tumor gerade in der Haut ausbilden. Fand das transformie-
rende Ereignis extra- oder intrakutan statt? Sind die Tumorzellen unmutierte, pregerminal center
B-Zellen oder handelt es sich um mutierte, also um mit einem Antigen in Kontakt gestandene
oder noch stehende, postgerminal center oder germinal center B-Zellen? Und im Fall des letzteren,
kann es sich bei dem Antigen, in Anlehnung an die antigengetriebenen Maltome des Magens,
um eine Substanz handeln, die eine chronische Stimulation von Immunzellen der Haut

hervorrufen und somit die Entstehung von Lymphomen begtinstigen kann?

Molekularbiologische Analysen auf Einzelzellniveau bieten die Mdglichkeit, Tumorzellen
genetisch exakt zu charakterisieren. Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es deshalb, die
Methode der Mikromanipulation und der Einzelzell-PCR an der Dermatologischen
Universitatsklinik der Charité Berlin zu etablieren, um an ausgewéhlten kutanen B-Zell-
Lymphomen die Immunglobulingensequenzen ermitteln und Mutationsanalysen vornehmen
zu kdnnen. Durch die Analyse der variablen Regionen der Immunglobulingene auf
Einzelzellebene sollten folgende Fragestellungen untersucht werden:

a) Nachweis klonaler B-Zellen in Hautbiopsien von Patienten mit kutanem B-Zell-Lymphom
mittels Einzelzellanalyse.

b) Sind die Immunglobulingene mutiert oder handelt es sich um unmutierte
Keimbahnsequenzen?

¢) Sind in verschiedenen Zellen des gleichen Tumors trotz klonaler Verwandtschaft
Sequenzunterschiede zu finden (intraklonale Diversitat)?

d) Sind die Sequenzen von Tumorzellen im zeitlichen Verlauf konstant oder ,,reifen* die
Tumorzellen noch antigenabhangig, feststellbar durch andauernde Mutationen (ongoing
mutation)?

e) Welche Keimbahngene wurden von den Tumorzellen rearrangiert, sind diese eventuell
typisch fur Autoantikérper?

f) Wie unterscheiden sich Mutationsfrequenz und -verteilung der Immunglobulingene der

primar kutanen von denen anderer (nodaler) B-Zell-Lymphome?
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 CHARAKTERISIERUNG DER UNTERSUCHTEN PATIENTEN

In der vorliegenden Arbeit werden die Lymphomzellen von zwei Patienten der Dermatologi-

schen Universitatsklinik der Charité Berlin mit kutanem B-Zell-Lymphom untersucht.

3.1.1 Patient UK - kutanes Keimzentrumszell-Lymphom am behaarten Kopf

Der 54 Jahre alte Patient UK stellte sich in gutem Allgemeinzustand 1992 wegen einer seit vier
Monaten bestehenden Hautveranderung am Capillitium in Form eines ca. 5 cm im Durchmes-
ser betragenden, unscharf begrenzten, derben, nichtverschieblichen subkutanen Knotens vor,
der teilweise exulzeriert und hdmorrhagisch krustig belegt war und ein Umgebungserythem
aufwies. Die entnommene Biopsie zeigte histologisch ein diffus konfluierendes lymphozytéares
Infiltrat im Korium, das bis in das subkutane Fettgewebe reichte. Es bestand aus grof3kernigen
Zellen mit blassem, randbetontem Kernchromatin und parazentralem grof3en Nukleolus. Die
Mitoserate war hoch; mit Hilfe des Proliferationsmarkers MIB1 (Ki-67) wurde sie mit ca. 80%
angegeben. Durch Anfarbung mit dem CD20-Antikdrper konnten diese Zellen als B-Lympho-
zyten identifiziert werden. Vor allem entlang der Gefal3e waren kleine kompakte Lymphozyten
ohne Kernpolymorphie herdférmig betont. Sie stellten sich als T-Zellen dar und wurden als
tumorinfiltrierende reaktive T-Zellen gewertet. Auch sogenannte Sternenhimmelzellen, mit
Zelldetritus beladene Makrophagen, waren auszumachen, wohingegen Follikelstrukturen und
Mantelzellen nicht zu erkennen waren. Die routinemafig durchgefiuihrte molekularbiologische
Diagnostik zeigte in der Thermogradientengelelektrophorese der PCR-Produkte polyklonale
Amplifikate sowohl fur den TCRg-Rezeptor als auch fir die IgH-Kette (PD A. Lukowsky,
mundliche Mitteilung). Eine Ubersicht der Befunde findet sich in Tabelle 2 auf Seite 22.

Eine umfassende Durchuntersuchung (Palpation, Sonographie von Abdomen und
Lymphknotenstationen, CT, Knochenmarkpunktion und Blutparameter) schlof eine
extrakutane Beteiligung bzw. Herkunft aus. Trotz fehlender Monoklonalitatsnachweise (keine
nachweisbare Leichtkettenexpression und somit keine -restriktion, keine Monoklonalitat der
PCR-IgH-Produkte; siehe Diskussion) wurde die Diagnose eines kutanen Keimzentrumszell-
Lymphoms (zentroblastisch-zentrozytisch) vom diffusen Typ gestellt. Der Tumor wurde laut

Histographie im Gesunden exzidiert und der Defekt mit Spalthaut gedeckt.

3 Material und Methoden Seite 19



Abbildung 4 oben: Patient UK; in loco-Rezidiv des Keimzentrumszell-Lymphoms am Capillitium 2
Jahre nach der Exzision und Spalthautdeckung des Primartumors

Abbildung 5 links: histologisches Préaparat in HE-Farbung des Tumorrezidivs; 15fach vergroRert.
sichtbar das diffuse, bis in die Subcutis reichende Infiltrat

Abbildung 6 Giemsa-Farbung zur Darstellung der Zytomorphologie; 300fach vergréRert; deutlich
werden die kleinen reaktiven T-Zellen entlang der Blutgefalie
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Zwei Jahre spater, im August 1994, traten erneute Hauterscheinungen an den
Transplantatrandern auf (Abbildung 4), die wiederum chirurgisch entfernt wurden (Biopsie
11/94). Histologisch (Abbildung 5 und Abbildung 6) wurde ein Lokalrezidiv des vordiagnosti-
zierten B-Zell-Lymphoms bestéatigt. Wegen der diskontinuierlichen Ausbreitung des Tumors
waren mehrere basale und laterale Schnittrander in der Histographie nur fraglich frei von
neoplastischen Zellen. Daraufhin wurde systemisch mit Intron A (IFNa-2b, 3x9 Mio. IE
sc./Woche) behandelt, was allerdings zu den unerwtinschten Nebenwirkungen einer
sensomotorischen Polyneuropathie und daher zum Absetzen der Therapie fuhrte. Es folgte
eine lokale Bestrahlung mit schnellen Elektronen mit einer Summendosis von 36 Gy. Der
Tumor wuchs in der Folgezeit nicht oder nur sehr langsam. Erst ab Frihjahr 1996 nahm der
Tumor langsam wieder an Masse zu (Biopsie 07/96) und es wurde eine erneute Exzision
geplant. Uberraschend konnte aber bei Wiedervorstellung im Herbst 1996 eine fast vollstandige
Regression des ca. 6 cm groRen Knotens ohne jegliche Lymphomtherapie (Bemerkung: Herr
UK erhielt in dieser Zeit Omeprazol wegen Magenbeschwerden) festgestellt werden. Bei sehr
gutem Allgemeinbefinden waren bis auf ein leichtes Erythem keine weiteren Hauterschei-

nungen im friheren Tumorareal zu notieren.

3.1.2 Patientin IL - GroRzelliges kutanes B-Zell-Lymphom der unteren Extremitéat

Die damals 49jahrige Frau IL bemerkte Anfang 1994 erstmalig eine rétliche Hauterscheinung
am medialen Knéchel des rechten Sprunggelenkes, die sich im Laufe der folgenden Monate
zentrifugal ausbreitete. Ende des Jahres stellte sich die Patientin in der Dermatologischen
Universitatsklinik der Charité vor, wo sie eine ca. 15x20 cm groRe, asymmetrische, scharf
begrenzte Infiltration der Haut mit atrophischem Zentrum und rétlich-lividem knotigem
Randwall prasentierte. In der histologischen Untersuchung (Biopsie 12/94) stellte sich ein,
durch einen schmalen Bindegewebsstreifen von der Epidermis abgesetztes, pleomorphes
Zellinfiltrat dar, das neben wenigen kleinen lymphoiden Zellen tberwiegend sehr grof3e
hellkernige Zellen beinhaltete, die in der Regel einen zentral/parazentral gelegenen Nucleolus
und einen exzentrischen Zytoplasmasaum vorwiesen. Mit diesen Kriterien &hnelten sie
Immunoblasten, ohne diesen tatsachlich zu entsprechen. Mehrfach waren auch hier
Sternenhimmelzellen sowie ausgedehnte Tumorzellnekrosen, die fur einen sich rasch
ausbreitenden Tumor sprechen, sichtbar. Die Lagerung der Tumorzellen war Uberwiegend
kohasiv und die Mitoserate mit >90% auferordentlich hoch. Immunhistochemisch wurden die
Tumorzellen als B-Lymphozyten charakterisiert. Aber auch ein nicht unbedeutender Anteil an

T-Lymphozyten und Makrophagen war auszumachen. Follikelstrukturen waren nicht
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vorhanden. Die molekularbiologische Untersuchung zeigte Monoklonalitat der Produkte der

IgH-PCR. Eine Ubersicht der Befunde zeigt die folgende Tabelle.

UK IL UK IL
CD20 + (80-90%) + (>90%) IgM/1gG -/- +/-
CD5 - - k/l -/- -/-
CD10 - - bcl-2 - +
CD30 (Ki-1) - -
CD-35 + - IgH-PCR* polyklonal monoklonal
MIB1 (Ki-67) +++ (80%) +++ (>90%) |TCRg-PCR* polyklonal polyklonal

Tabelle 2 Immunhistochemische und molekularbiologische Befunde der beiden Patienten
UK und IL; *...mit aus der Hautbiopsie extrahierter Gesamt-DNA

Es wurde primar die Diagnose eines grof3zelligen B-Zell-Lymphoms (Keimzentrumszell-
Lymphom vom immunoblastischen Typ) gestellt, was nach der neuen EORTC-KIassifikation
mit dieser Lokalisation als eigene Entitat gewertet und als ,,grof3zelliges kutanes B-Zell-

Lymphom der unteren Extremitat* bezeichnet wird.

Diese aggressivere Form der B-Zell-Lymphome machte die Durchfihrung von systemischer
Chemotherapie notwendig. Frau IL erhielt sechs Zyklen nach dem CHOP-Schema
(Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Prednisolon), was bis auf leichte Polyneuro-
pathiesymptome und eine Alopecia totalis symptomatica gut toleriert wurde. Unter der Behand-
lung nahm das Tumorvolumen ab. Perimalleolar waren postinflammatorische Hyperpigmen-
tierungen zu sehen. Insgesamt kam es zur Teilremission. Im Sommer 1995, zwei Monate nach
Verabreichung des letzten CHOP-Zyklus, thrombosierte die Vena poplitea des rechten Beines,
was eine dauerhafte Antikoagulationstherapie notwendig machte. Das gesamte rechte Bein
war geschwollen und die Patienten gab starke Schmerzen an. In der rechten Regio inguinalis
war jetzt eine ca. 2x5 cm groR3e Resistenz tastbar. Eine zu diesem Zeitpunkt erneut veranlafite
Thorax-CT-Untersuchung zeigte keine lymphomverdachtigen Strukturen. Die Schwellung und
Schmerzen im Bein verliefen progredient, was zu einer erneuten stationaren Aufnahme fihrte.
Innerhalb weniger Tage verschlechterte sich der Zustand der Patientin dramatisch. Es
entwickelte sich ein zunehmendes Erythem, spéater gréRere Tumoren am rechten Fuf}

(Abbildung 9), die nachfolgend exulzerierten. Die inguinalen Knoten nahmen weiter an GroR3e
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zu und die Patientin klagte jetzt zunehmend Uber retrosternale Schmerzen und Luftnot. Eine
durchgefuhrte Biopsie der rechten Wadenmuskulatur (Biopsie 09/95) zeigte spezifische
Infiltrate des vordiagnostizierten Tumors. Auch pulmonale Infiltrate waren jetzt nachweisbar.
Es wurde versucht, die Tumorprogression mit erneuter Chemotherapie aufzuhalten. Wegen
zunehmender Verschlechterung des Allgemeinzustandes unter der Chemotherapie mufite

diese beendet werden. Frau IL verstarb im Juni 1996, zweieinhalb Jahre nach Diagnosestellung.

Abbildung 7 Patientin IL; Lokalbefund

September 1995; Biopsienarbe sichtbar Abbildung 8 histologischer Befund; HE-

Farbung; 30fach vergréRert

Abbildung 9 links: Giemsa-farbung des
grofRzelligen B-Zell-Lymphoms der unteren
Extremitat; 300fach vergroRert
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3.2 VERWENDETE GERATE, REAGENZIEN UND CHEMIKALIEN

3.2.1 Fur die Farbung

Kryostat FRIGOCUT 2800
Primérantikorper:
Maus-Anti-Human-B Cell, CD20, L26
Kaninchen Anti-Human-T Cell, CD3
Sekundarantikorper:
Ziege-Anti-Maus 1gG + IgM
Ziege-Anti-Kaninchen IgG
Tris Buffered Saline (TBS), ad 1I, pH 7,5:
Tris-Base 0,9 g
Tris-HCI 6,85 g
NaCl 8,78 g
Streptavidin-Alkalische Phosphatase
Neufuchsin

Naphtol AS-BI Phosphate

3.2.2 Fir die Mikromanipulation

Umkehrmikroskop DIAPHOT 300
Micropipette Puller PB-7

Pipette Grinder EG-40
Micropipette GD-1

3.2.3 Fir den Proteinase-Verdau und die PCR

Personal Cycler

Multi Ultra PCR Tubes (ftr 1. Runde PCR)
Mineral Oil

RNA, 5S-ribosomal

Proteinase K

Expand High Fidelity PCR System

(fir PCR 1. Runde)

AmpliTag? DNA Polymerase, with GeneAmp?®

Leica, Bensheim, FRG

Dako Diagnostika, Hamburg, FRG
Dako Diagnostika, Hamburg, FRG

Dianova, Hamburg, FRG
Dianova, Hamburg, FRG

Merck, Darmstadt, FRG
Merck, Darmstadt, FRG
Merck, Darmstadt, FRG
BioGenex, Mainz, FRG
Sigma, Deisenhofen, FRG
Sigma, Deisenhofen, FRG

Nikon, Dusseldorf, FRG
Narishige, Tokyo, Japan
Narishige, Tokyo, Japan
Narishige, Tokyo, Japan

Biometra, Géttingen, FRG

Sorenson, Salt Lake City, USA

Sigma, Deisenhofen, FRG

Boehringer Mannheim, Mannheim, FRG
Boehringer Mannheim, Mannheim, FRG

Boehringer Mannheim, Mannheim, FRG

Roche Molecular Systems, Branchburg, USA
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(fir PCR 2. Runde und alle anderen PCRs)
JumpStartd dNTP
Oligonukleotid-Primer
QIAquick PCR Purification Kit
Agarose-Gel 2%:

Agarose (UltraPured) 2 g

1x TBE 100 ml

Ethidiumbromid (UltraPureé) 10 pl
TBE 5x (1I):

Tris-Base 54 g

Borsaure 27,5g

EDTA 0,5 M, pH 8,0 40 ml
1kb DNA-Leiter

3.2.4 Fur die Sequenzierung

373 DNA Sequencer
Sequence Analysis & Sequence Navigator
Software
DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit
Natriumacetat
Formamid
Sequenziergel:
Harnstoff
Acrylamid
APS
TEMED

3.2.5 Fur die DNA-Extraktion und Klonierung

Protease

Extraktionspuffer:
KCI 50 mM
Tris/HCI pH 8,3 10 mM
Nonidet* P40 0,45 %

far Perkin Elmer

BioVentures, Murfreesboro; USA
Biotez, Berlin, FRG

Qiagen, Hilden, FRG

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein, FRG

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein, FRG

Sigma, Deisenhofen, FRG

Merck, Darmstadt, FRG

Merck, Darmstadt, FRG

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein, FRG

Applied Biosystems, Weiterstadt, FRG

Applied Biosystems, Weiterstadt, FRG
Perkin Elmer, Foster City, USA
Merck, Darmstadt, FRG

Merck, Darmstadt, FRG

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein, FRG
Pharmacia Diagnostics, Freiburg, FRG
Sigma, Deisenhofen, FRG

Amresco, Solon, USA

Qiagen, Hilden, FRG

Merck, Darmstadt, FRG
Sigma, Deisenhofen, FRG
Boehringer Mannheim, Mannheim, FRG

Boehringer Mannheim, Mannheim, FRG
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Tween? 20 0,45%
QIAquick Gel Extraction Kit
TA-Cloning®Kit
INF aF’one Shotd competetent cells
Ampicillin-X-Gal-Agar-Platten (1,5%):
Bacto-Agar 3g
LB Broth Base [20g/1] 200 ml
Ampicillin [50 mg/ml] 200 pl
X-Gal [20 mg/ml] 400 pl
(5-Brom-4-chlor-3-indolyl-D-
galactopyranosid)
Qiagen Plasmid Mini Kit
Restriktionsendonuklease EcoRI [10 U/Zpul]
SuRE/Cut Buffer H

Qiagen, Hilden, FRG
Invitrogen, Leek, Niederlande

Invitrogen, Leek, Niederlande

Difco Laboratories, Detroit, USA

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein, FRG
Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein, FRG
Carl Roth, Karlsruhe, FRG

Qiagen, Hilden, FRG
Boehringer Mannheim, Mannheim, FRG

Boehringer Mannheim, Mannheim, FRG
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3.3 DIE METHODEN

3.3.1 Schnitt und Anfarbung der kryokonservierten Bioptate

Die fur die Mikromanipulation verwendeten Biopsien wurden durch Frau Wittkowski, Abtei-
lung fir Immunpathologie des Instituts flr Pathologie der Charité, geschnitten und gefarbt.

10 um dicke Gewebeschnitte wurden 10 min mit Aceton fixiert und anschlieRend mit dem
Primarantikérper eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Farbung der B-Zellen wurde
der Maus-Anti-Human-B Cell, CD20, L26 und fur die T-Zell-Farbung der Kaninchen-Anti-Human-
T Cell, CD3 Antikorper der Firma DAKO verwendet. Die gebundenen Antikdrper reagierten
dann 30 min mit den biotinylierten Sekundéarantikérpern Ziege-Anti-Maus bzw. Ziege-Anti-
Kaninchen der Firma DIANOVA. Nach jeder Inkubation erfolgte ein grindlicher Waschschritt
mit Tris Buffered Saline (TBS). Alkalische Phosphatase, im Komplex mit Streptavidin, wurde
Uber dieses an Biotin gebunden (30 min) und stand fur die anschlieRende Farbreaktion (15 min)
des Chromogens (Neufuchsin/Naphtol-AS-Biphosphat) in CD3/CD20-positiven Zellen zur
Verfligung, was diese rot farbte. Die Praparate wurden dann bis zur Einzelzellmanipulation in
Tris-HCI (0,5 M; pH 7,6) bei 4°C aufbewahrt.

3.3.2 Die Mikromanipulation der Einzelzellen

Die Methode der Mikromanipulation, definiert als das Operieren mit Hilfe von mechanischen
Vorrichtungen unter mikroskopischer Sicht, 61 von PETERFI 62 auch als Mikrurgie (Wortkombi-
nation aus micro und surgery) bezeichnet, wurde bereits Ende des vorigen Jahrhunderts von
Mikrobiologen fur die Untersuchung von Blastomeren tierischer Embryos angewendet. Einen
grofRen Entwicklungsschub erhielt die Technik aufgrund ihres Potentials flr die Reprodukti-
onsmedizin, die in vitro-Fertilisation. Wir wendeten sie an, um aus histologischen Schnitten

Einzelzellen zu isolieren. Hierbei wurden unter mikroskopischer Sicht bei 600facher Vergrolie

rung mittels zwei hydraulisch steuerbarer Glaskapillaren CD20- bzw. CD3-positive Einzelzel-
len mobilisiert, durch Unterdruck angesaugt und in ein PCR-Reaktionsgefald fur die 1. Runde
der PCR Uberfuhrt (Abbildung 10 - Abbildung 13). Jede gepickte Zelle wurde in ihrem Gewe-
beverband fotographisch dokumentiert. In dem Reaktionsgeféald waren 20 pl 1x PCR Puffer
ohne MgCl und 1 ng/ul 5SrRNA vorgelegt. Die Zugabe der 5SrRNA soll das Binden der DNA

an die GefaBwand verhindern. Die Zellen waren hierin bei -20°C lagerbar. Die verwendeten
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Glaskapillaren wurden zuvor mit einem Micropipette Puller unter hohen Temperaturen spitz

ausgezogen und die Spitze dann mit einem Pipette Grinder angeschliffen.

Abbildung 10 Abbildung 11

Histologischer Schnitt (10 um); CD20 geférbt; Die zu pickende Zelle ist freigelegt
VergroRerung 450fach; zu pickende Zelle
umrandet; am Bsp. der Patientin IL

Abbildung 12 Abbildung 13

Die Zelle wurde aufgenommen Die Zelle in der Glaskapillare

3.3.3 Die Einzelzell-PCR

Die in 20 ul PCR-Puffer gelagerten Einzelzellen wurden zuerst einem Verdau mit 0,5 pl

Proteinase K [0,25 mg/ml] unterzogen. Hierzu wurde das mit einem Tropfen Mineraldl
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uberschichtete Gemisch 55 min bei 50°C inkubiert, was mit einer zehnminutigen Erwarmung
auf 95°C zur Inaktivierung des Enzyms beendet wurde.

Zur Amplifikation des rearrangierten Immunglobulingens der Tumorzelle wurde eine
zweistufige, seminested PCR gewaéhlt. In der ersten Runde wurde ein Gemisch bestehend aus
sechs Vy-familienspezifischen 5°-Primern und drei die sechs humanen Jy-Segmente bindenden
3’-Primer (Juext) verwendet. In der zweiten Runde wurde das Produkt der ersten Runde in
sechs familienspezifische Ansétze mit je einem der sechs 5’-Primer gemeinsam mit einem
Gemisch bestehend aus vier mehr intern gelegenen Ju-Primer (Ju-int) aufgesplittet. Die
Sequenzen der verwendeten Oligonukleotidprimer sind in Tabelle 3 aufgelistet. Ihre

Bindungsstellen an den Immunglobulingenen zeigt Abbildung 14.

VH 1,7 CCT CAG TGA AGG TYT CCT GCA AGG C
VH 2 GIC CTG CGC TGG TGA AAC CCA CAC A
VH 3 GGG GIC CCT GAG ACT CTC CTG TGC AG
VH 4 GAC CCT GIC CCT CAC CTG CRC TGT C
VH 5 AAA AAG CCC GGG GAG TCT CTG ARG A
VH 6 ACC TGT GCC ATC TCC GGG GAC AGT G
JH 1, 4, 5i nt GAC GGI' GAC CAG GGTI KCC CTG GCC
JH 2i nt GAC AGI GAC CAG GGI' GCC ACG GCC
JH 3i nt GAC GGI' GAC CAT TGI CCC TTG GCC
JH 6i nt GAC GGI' GAC CGI' GGTI' CCC TTK GCC
JH 1, 2, 4, 5ext ACC TGA GGA GAC GGTI GAC CAG GGr

JH 3ext TAC CTG AAG AGA CGCG TGA CCA TTG T
JH 6ext ACC TGA GGA GAC GGTI GAC CGTI GGT
Tabelle 3 Oligonukleotidprimer fur die Einzelzell-PCR zur Amplifikation der

Immunglobulingene, nach KUPPERS et al. 83; angegeben in 5’-3’-Richtung; Primer VH1, 7
bindet an Vul- und Vy7-Familienmitgliedern; Y: C+T, R: A+G, K: G+T

Vi I D]
FR1 |CDR1| FR2 |CDR2| FR3 |CDR3| FR4 |

PCR 1. Runde

PCR 2. Runde

- PCR-Produkt ~ 320 bp -

Abbildung 14 Primeransatz am Immunglobulingen fir die seminested PCR
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Die PCR-Reaktion der ersten Runde wurde mit der DNA einer Zelle, je 7 nM Primer der

9 Primer im Gemisch, 200 uM dNTP, 2,5 mM MgCl;, 5 pl 10xPCR-Puffer und 3,5 U eines
Tag/Pwo-DNA-Polymerasegemisches geringerer Fehlerrate in einem Volumen von 50 pl
durchgefiihrt. Die Polymerase wurde nach dem ersten Denaturierungsschritt hinzupipettiert.
Wir benutzten extradiinne Reaktionsgefalie, um die Warmeubertragung wéahrend der PCR zu
optimieren. Die Amplifikation bestand aus einem priméaren Zyklus mit einem Denaturierungs-
schritt von 95°C fur 2 min, einem Primer annealing von 65°C fur 2 min und einem Extensions-
schritt von 72°C fr 1 min gefolgt von 35 Zyklen 95°C 1 min, 59°C 30 sec und 72°C 1 min und
abschlieRender Extension von 5 min bei 72°C. Als Negativkontrolle dienten T-Zellen, die am
gleichen Tag wie die B-Zellen aus den CD3-geféarbten Schnitten des jeweiligen Patienten isoliert
wurden. Alle mikromanipulierten Zellen wurden kodiert, der Ansatz der PCR-Reaktionen

erfolgte verschlisselt.

Far die zweite Runde wurde 1 pl des PCR-Ansatzes aus der ersten Runde mit je 50 nM Primer,
5 ul 10x PCR-Puffer, 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP und 1,25 U Taqg Polymerase versetzt. Das
PCR-Programm gestaltete sich wie folgt: Primarer Zyklus 95°C 2 min, 68°C 5 min (Polymerase
pipettiert), 72°C 1 min, gefolgt von 45 Zyklen 95 °C 1 min, 61°C 30 sec, 72°C 1 min und
abschlieRende Extension 72°C 5 min. Fur die PCR mit den Primern aus den Vu-Familien 3 und
4 wurde die annealing-Temperatur flr die 45 Zyklen auf 65°C erhdht. Als Negativkontrolle fur
die 2. Runde verwendeten wir ,,Wasserkontrollen*, die alle fiir die PCR verwendeten
Reagenzien, aber kein Produkt der 1. Runde, also kein template enthielten. Die amplifizierten V-
Regionen wurden auf ein 2%iges Agarose-Gel aufgetragen und mittels Ethidiumbromid
visualisiert. Die Produkte wurden unter Verwendung des QIAquick PCR Purification Kit

entsprechend den Vorschriften des Herstellers gereinigt und anschlielend direkt sequenziert.

3.3.4 Die Direktsequenzierung

Da das PCR-Produkt Kopien eines einzigen DNA-Molekulabschnittes einer Zelle darstellte,
also monoklonal war, konnte es ohne den Umweg der Klonierung direkt sequenziert werden.
Die Sequenzierung wurde nichtradioaktiv nach SANGER & unter Verwendung
fluoreszenzmarkierter dideoxygenierter NTP mit dem 373 DNA Sequencer (Applied
Biosystems) durchgefuhrt.

Far die Sequenzreaktion wurden 1-10 pl PCR-Produkt (in Abhéngigkeit der DNA-
Konzentration, ca. 50 ng DNA), 5 pl Ready Mix (enthéalt AmpliTaqg DNA Polymerase FS,
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dNTPs, dITP, fluoreszenzmarkierte ddNTPs und Puffer) aus dem Ready Reaction DyeDeoxy
Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin EImer) und 1,5 ul eines der beiden Primer [2,5 uM] aus
der PCR 2. Runde in einem Volumen von 20 pl, mit einem Tropfen Mineraldl tGberschichtet, zur
Reaktion gebracht. Einem priméaren Denaturierungsschritt von 96°C fur 2 min folgten 25
Zyklen bestehend aus 96°C 30 sec, 50°C 15 sec und 60°C 4 min. AnschlieBend wurde das
Mineral6l entfernt und das Produkt in ein Reaktionsgefal® mit 2,0 pl 3 M Natriumacetat pH 4,6
und 50 pl 95%igem Athanol tberfiihrt, gemischt und anschlieRend 10 min auf Eis gelagert. Mit
einer Eppendorf-Mikrozentrifuge (5415 C) wurde die L6sung 30 min mit 14000 U/min
zentrifugiert und die obere Athanolldsung entfernt. Das Prazipitat wurde noch einmal mit

250 pl 70%igem Alkohol gewaschen und anschliel3end bei Raumtemperatur getrocknet. Zur
Herstellung des Sequenziergels (4,75%ig) wurden 30,0 g Harnstoff in 7,1 ml 40%igem
Acrylamid, 6ml 10x TBE und 25,375 Aqua bidest. geltst, das Gemisch daraufhin durch einen
Filter (0,2 um) gegeben und fur ca. 10 min entgast. Nach Zugabe von 180 pl 10%igem APS und
24 ul TEMED wurde das Gel gegossen. Die luftgetrockneten Proben wurden in 4 pl Ladepuffer
(Formamid/50mM EDTA/Dextranblau=5/1/1) aufgenommen und auf das Sequenzgel

aufgetragen.

Jedes PCR-Produkt der 2. Runde wurde prinzipiell sowohl in 5’-3’ (sense) als auch in 3’-5’
Richtung (antisense) sequenziert. So lielen sich fehlende oder unklare Informationen durch den
Gegenstrang erganzen bzw. verifizieren. Bei Nichtuibereinstimmung wurde erneut sequenziert,
was alles in allem die mégliche Fehlerrate der Sequenzreaktion auf eine vernachlassigbare
GrolRe minimierte. Die erhaltene Sequenz wurde online gegen das V BASE Sequence Directory
(I.M. Tomlinson et al., MRC Centre for Protein Engineering, Cambridge, UK) mit Hilfe der
DNAPLOT Software von H.-H. Althaus, Universitat Koéln, verglichen, um die nachstver-

wandten Immunglobulin-Keimbahngene zu ermitteln.

3.3.5 Die DNA-Extraktion, PCR, Klonierung

Aus Hautbiopsien der Tumorpatienten wurde die DNA extrahiert, um durch eine PCR der
Gesamt-DNA den Tumorklon nachzuweisen. Auch fur die Amplifizierung der Keimbahngene
(s. Abschnitt 3.3.6) wurde Gesamt-DNA der Patienten benétigt. Etwa 20x10 um dicke Schnitte
von in Paraffin eingebetteten Biopsien wurden mit 1 ml Xylol entparaffinisiert, das Xylol mit
1 ml 96% Athanol ausgewaschen und anschlieRend eine Stunde lang im Vakuum getrocknet.
Dann wurden die Proben fir ca. 10 Stunden mit 20 pl Protease [2g/1] und 200 pl Extraktions-

puffer bei 55°C inkubiert. Abschliefend wurde die Protease durch 15minutige Erwarmung auf
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95°C inaktiviert und unlésliche Bestandteile durch Zentrifugation (14000 U/min, 5 min) aus
dem Uberstand entfernt. Funf Mikroliter der DNA-L6sung wurden mit je 200 nM eines der 6
Vu-Primer und den 4 gepoolten Juext-Primer, 5 ul 10x PCR-Puffer, 2,5 uM MgCl,, 200 uM
dNTP und 1,25 U Taq Polymerase zur Reaktion. Das PCR-Programm bestand aus 2 min
primarer Denaturierung bei 95°C gefolgt von 35 Zyklen 95°C 30 sec, 61°C 30 sec, 72°C 1 min.
Die PCR-Produkte wurden in einem 2%igen Agarose-Gel mittels Ethidiumbromid analysiert,
die Banden erwarteter Grof3e ausgeschnitten und mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit

(Qiagen) entsprechend den Vorschriften des Herstellers gereinigt.

Fur die Klonierung verwendeten wir den TA-Cloning? Kit der Fa. Invitrogen®. Ungefahr 10 ng
(1 pl) PCR-Produkt wurden in den pCR®2.1-Vektor ligiert und 2 pl der Ligationsreaktion in
INF aF’One Shota -kompetente Zellen transformiert. Das Produkt wurde in zwei
verschiedenen Konzentrationen auf Ampicillin-X-Gal-Agar-Platten ausplattiert und Uber Nacht
bei 37°C inkubiert. Bakterien aus weifl3en Kolonien wurden angeimpft und in LB-Medium

(+ Ampicillin 1:1000) wiederum tber Nacht bei 37°C schuttelnd inkubiert. Um die Plasmide zu
isolieren, wurde der QIAGEN Plasmid Mini Kit nach Vorschrift des Herstellers verwendet. Zur
Kontrolle erfolgte ein Probeverdau von 8,5 pl Plasmid-DNA mit 0,5 U EcoRI und Puffer H fur 2
h bei 37°C und anschlieRende Visualisierung auf einem 2%igen Agarosegel. In der
darauffolgenden Sequenz-Reaktion wurden 4 pl Plasmid-DNA eingesetzt. Im Gegensatz zur

Direktsequenzierung kamen hierbei am Vektor bindende Primer zur Anwendung (Tabelle 4).

ML3Rev TTC ACA CAG GAA ACA GCT ATG ACC
T7Prom AAT ACG ACT CAC TAT AGG GCG
Tabelle 4 Oligonukleotidprimer zur Sequenzierung von in

pCRA Il klonierten PCR-Produkten

3.3.6 Die Keimbahngen-Analyse

Obwohl die meisten humanen Vu-Keimbahngene bekannt sind, ist es flir Mutationsanalysen
aufgrund eines moglichen allelen Polymorphismus erforderlich, die Sequenz der
rearrangierten und mutierten Immunglobuline gegen das putative Keimbahngen der jeweilig
untersuchten Person zu vergleichen. Hierfir muf3ten Primer konstruiert werden, die das in der

Tumorzelle rearrangierte Vu-Keimbahngen in Keimbahnkonfiguration amplifizieren.
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V5-51Lead CCC CTG ATT CAA ATT TTG TGI CTC C
V5- 51RSS CTC GGG GCT GGI TTC TCT CAC TGI G
V3- 7Lead CTA GGA AGA TTG AGT GIG TGI GGA T
V3- 7RSS CTC ACA CTG ACT TCC CCT CAC TGTI G
Tabelle 5 Oligonukleotidprimer zur Amplifizierung des Keimbahngens

V5-51 des Patienten UK und des Keimbahngens V3-7 der Patientin IL;
Lead...leader, 5’-Primer; RSS...Rekombinationssignalsequenz, 3’-Primer

Die PCR-Reaktion gestaltete sich mit 1 ul Gesamt-DNA aus der Hautbiopsie, je 200 nM Primer,
10x PCR-Puffer, 2,5 puM MgCl,, 200 uM dNTP und 1,25 U Taq Polymerase wie in Kapitel 3.3.5

beschrieben wurde.
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4 ERGEBNISSE

4.1 ETABLIERUNG DER METHODE

Um die Methode der Mikromanipulation und Einzelzell-PCR zu etablieren, verwendeten wir
zwei verschiedene Untersuchungsmaterialien: die Hybridomzellinie CB03 und ein kutanes

T-Zell-Lymphom, das reichlich mit reaktiven B-Zellen durchmischt war.

4.1.1 Die Hybridomzellinie CB03

Die Hybridomzellen wurden von PD Dr. S. Jahn, Dermatologische Universitatsklinik der
Charité, zur Verfiigung gestellt. Es handelt sich um ein IgM-produzierendes Human-Maus-
Heterohybridom, das durch eine Fusion von lienalen B-Lymphozyten eines Patienten mit
idiopathischer Thrombozytopenie mit Maus-Myelom-Zellen entstanden ist. 65 Die Sequenzen
der rearrangierten humanen VyDJn Gene des Hybridoms waren bekannt. Die Hybridomzellen
wurden mittels Zytospins auf einen Objekttrager gebracht und wie oben beschrieben

mikromanipuliert und sequenziert.

Wir untersuchten insgesamt 18 CB03-Zellen, wobei die PCR 1. Runde an zwei
unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt wurde. Von den 18 untersuchten Zellen fanden wir in 4

Zellen die erwartete Sequenz, was einer Effizienz von ca. 20% entspricht.

Anzahl untersuchter  Anzahl der Zellen mit Anzahl der
Zellen erwarteter Sequenz Falschprodukte
10 4 9
8 0 6
S 18 4 15

(= 5 Sequenzen)

Tabelle 6 Daten der CB03-Hybridomzell-Analyse; Erlauterungen im Text

Dafir wurden aber 15 Falschprodukte mit Sequenzen, die sich von der erwarteten
unterschieden, amplifiziert. Von den 15 Amplifikaten waren allerdings einige identisch, sodaR
sich dahinter nur 5 Sequenzen verbargen. Eine Sequenz davon war bekannt und in der

Datenbank aller in unserem Labor sequenzierten VyDJn-Gene vorhanden. Die anderen
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4 Sequenzen waren unbekannt. Als Negativkontrolle verwendeten wir Reaktionsgemische, die
alle PCR-Chemikalien, aber keine Zelle enthielten. Die Verunreinigungen, aber nicht die

erwartete Sequenz, waren auch in diesen Negativkontrollen anzutreffen.

4.1.2 Reaktive B-Lymphozyten aus einem kutanen T-Zell-Lymphom

Im AnschluRR an die Versuche mit den Zytospin-Praparaten untersuchten wir B-Lymphozyten
aus Bioptaten von der Patientin MW stammend, die an einem kutanen T-Zell-Lymphom
erkrankt war. (Néhere klinische Angaben sind von untergeordneter Bedeutung.) Die
immunhistochemische Farbung der Biopsie zeigte eine betréchtliche Population von CD20-
positiven Zellen. Mit der Untersuchung dieser Zellen wurde zum einen die Mikromanipulation
von Zellen in ihrem kutanen Gewebeverband und zum anderen die PCR-Amplifikation von

verschiedenen und unbekannten Sequenzen erprobt.

Eine Statistik der durchgefuihrten Analyse gibt die folgende Tabelle wieder:

Anzahl gefundener

Experiment Anzahl der PCR- Amplifikate davon bekannte
(PCR 1. Runde) Reaktionen erwarteter Ldnge  davon sequenziert  Verunreinigungen

| 9 0 0 0

I 10 11* 7 0

Il 10 17* 9 3

v 10 6 3 1

Vv 6 8 3 0

S 45 42 22 4
Tabelle 7 Ergebnis der Einzelzelzellanalysen von polyklonalen B-Zellen aus der Biopsie der

Patientin MW mit kutanem T-Zell-Lymphom. *...Wegen der erwarteten geringen Effizienz sind bewul3t
mehr als nur eine zu untersuchende Zelle in einige der PCR-Geféalle wahrend der Mikromanipulation
Uberfuhrt worden, wodurch mehrere Amplifikate mdglich sind.

Bei 45 durchgefuhrten PCR-Reaktionen waren insgesamt 42 Produkte erwarteter Lange im
Agarosegel nachweisbar. Eine Aussage zur Effizienz kann nicht gemacht werden, da sich, wie
in der Legende zur Tabelle beschrieben, in einigen PCR-Reaktionen der 1. Runde mehr als eine
Zelle befand. (Durch Protokollierung und bildliche Darstellung der durchgeftihrten

Mikromanipulation kann aber genau Auskunft dartiber gegeben werden, wie viele Zellen
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tatsachlich in welchem Rohrchen zur Reaktion kamen.) Von den 42 visualisierten PCR-
Produkten wurden 22 direkt sequenziert. Alle 22 Sequenzen waren untereinander verschieden,
wobei 4 davon bereits Bestandteil unserer laboreigenen Sequenzdatenbank waren und somit
als Verunreinigung zu werten sind. Bei 3 der Ubrigbleibenden 18 unbekannten PCR-Produkte
zeigte die Direktsequenzierung Uberlagerungen verschiedener Sequenzinformationen, was
eine Klonierung notwendig machte (MW15H3, MW24H3, MW28H3 in Abbildung 15). Auch
diese Uberlagerungen sind vermutlich die Folge der Amplifizierung der Immunglobulingene
mehrerer Zellen in einem Reaktionsgefal3, wobei eine biallelische VDJ-Rekombination formell
nicht ausgeschlossen werden kann. Einschlief3lich der Klonierungen sind aus den CD20-
positiven Zellen der Patientin MW insgesamt 21 unterschiedliche Sequenzen erhalten worden.
Die abgeleiteten Aminosaure-Sequenzen sind in der Abbildung 15 nach Vu-Familien geordnet
dargestellt. Beachtenswert ist der Fakt, daR in 14 der 21 Sequenzen das verwendete Vu-Gen in
Keimbahnkonfiguration vorliegt, d.h. die Sequenz auf Nukleotidebene nicht eine einzige

Mutation aufwveist.

Als Negativkontrolle kamen CD3-positive Zellen zum Einsatz, die am gleichen Tag wie die
B-Zellen aus dem Gewebeschnitt der Patientin MW isoliert wurden. Insgesamt 9 T-Zellen
wurden mit den 45 B-Zellen analysiert. Die PCR von 1 der 9 T-Zellen zeigte ein Produkt im

Agarosegel, dessen Sequenzierung eine aus unserem Labor stammende Verunreinigung.
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MW34H1 (DP- 14)°
MW52H1 ( DP- 25) °
MWS5H1 ( DP- 14) 2

MAL5H3P3 ( DP- 46) °
MW15H3P4 (COS-3)°

MW17H3 ( VH3-8)°
MW19H3 ( DP- 48)°
MW22H3 ( DP- 58) °

MW24H3P1 ( DP- 46)°
MW24H3P2 ( DP-47)°
MW28H3P1 ( DP-54)°
MW28H3P2 ( DP-46)*

MW30H3
MW47H3

(V3-64)°
(DP47)°

MALOH4
MW21H4
MABOH4
MW34H4

(V4-34)°
(DP-78) %
(4.30)*

MW28H5
MW37H5
MW49H5

(VH32S) °
(DP-73)°
(DP-73)°

(DP- 71RB) ©

=== @Dl =

e e-Hl----
- - CDR1-
2 3
01234567890 1ab2345
..... SGYTFT S..Yd S
..... SGYIFT D.. YYM
..... SGYTFT S..Yd S
..... SGFTFS S. . YAVH
..... SGFTFS S. . YGWH
..... SGFTFS D. . YYMS
..... SGFTFG N. . YDVH
..... SGFTFS S. . YEMN
..... SGFTFS S. . YAVH
..... SGFTFS S. . YAMS
..... SGFTFS S. . YW
..... SGFTFS S. . YAVH
..... SGFTFS S. . YAVH
..... SGFTFS S. . YAMS
..... SGGSI S S. . YYWs
..... YGGSFS G . YYW5
..... SCGGSI' S SGNSYWs

4
67890123456789

W/RQAPGQGL EWVG
W/RQAPGORL EWVG
W/RQAPGQGL EWVG

W/RQAPGKGLEW/A
W/RQAPGKGLEW/A
W RQAPCGKGLEW/S
W/RQATCKGLQW/S
W/RQAPCGKGLEW/S
W/RQAPDKGL EW/A
WRQAPCGKGLEW/S
W/RQAPGKGLEW/A
W/RQAPGKGLEW/A
W/RQAPCGKGLEYVS
W/RQAPCGKGLEW/S

W RQPPCGKGLEW G
W RQPPGKGLEW G
W RQPPGRGLE*I G

SSSYYWG W RQPPGKGLEW G

. SCKGSGYSFT S. . YW S W/RQVPCKGLEWG
. SCKGSGYSFT S. . YW G WRQVPCKGLEWG
. SCKGSGYSFT S. . YW G W/RQVPCKGLEWG

7 8 9

012abc3456789012345 67890123456789012abc345678901234

W SA
W NA.
W SA

VI SY. .
FI RY. .
. SSSYTNYADSVKG
. TAGDTFYAGSVQG
. SGSTI YYADSVKG

YI SS.
Gl G .
YI SS.

VI SY. .
. SGGSTYYADSVKG

Al SG

NI KQ. .
VI SY. .
Al'SS. .
. SGGSTYYADSVKG

Al SG

YIy..

HIY. .
SIY..

RI DP.
I'1YP.
I'1YP.

. YNGNTNYAQKLQG
. GNGNTKYSQKFQG
. YNGNTNYAQKLQG

DGSNKYYADSVKG
DGSNKYYADSVKG

DGSNKYYADSVKG

DGSEKYYVDSVKG
DGSNKYYADSVKG
NGGSTYYANSVKG

. HSGSTNHNSSLKS
EIN. ..

HSGSTNYNPSLKS

. SSGNTYNNPSLKS
. YSGSTYYNPSLKS

. SDSYTNYSPSFQG
. GDSDTRYSPSFQG QVTI SADKSI STAYLQASSLKASDTAMYYCAS
. GDSDTRYSPSFQG QVTI SADKSI STAYLQASSLKASDTAMYYCGV VI KWGGVDVW

RVTMITDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCAR
RVTI TRDTSASTAYMEL SSLRSEDTAVYYCAR
RVTMITDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR

RFTI SRDNSKNTL YLQWNSLRAEDTAVYYCAR
RFTI SRDNSKNTL YLQWNSLRAEDTAVYYCAK
RFTI SRDNAKNSL YL QUWSLRAEDTAVYYCAR
RFTI SRENANNSL FL QUNSLRAGDTAVYYCAR
RFTI SRDNAKNSL YL QUNSLRAEDTAVYYCAR
RFTI SRDNSKNTL YLQWNSLRAEDTAVYYCAR
RFTI SRDNSKNTL YLQWNSLRAEDTAVYYCAK
RFTI SRDNAKNSL YL QWSLRAEDTAVYYCAR
RFTI SRDNSKNTL YLQWNSLRAEDTAVYYCAR
RFTI SRDNSKNTL YL QVIGSL RAEDVAVYYCAR
RFTI SRDNSKNTL YLQWNSLRAEDTAVYYCAK

RVTI SVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR
RVTI SVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR
RVTI SLDTSKNQFSLRPSSVTAADTAVYYCAR
RVTI SVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR

HVTI SADKSI STAYLQASSLKASDTAMYYCAR

ASDEVEEL TPGAFDI W
DL DDYRYGVDVW
DRAGRTGWFDPW

DP* | L** YQLRRCF* YL
DKEEEGLFDYW
GGYYGDENW-DPW
ASPPHGSGSYHNSYYYYMDVW
ASHYGSGTDCW

DSLETSG AARRVYYYYYMDVW
EGVEGYDYVWGSYHKPRYYYYYMDVW
DTGVBYGPSEGGYW
GKGEDYAKYW

DI ?YTADPDYYYGVDVW
ASTYYDI LTGFYYYYYMDVW

RQQQL GKL Y* YGVDVW
LVCSSTSCYYSYYYGVDVW

D* AASRI L* EYQLLPMSVYLDLPPCLL
EQTGTTMDYYYGVDVW

RSAGPDDYYDSSGW WFDPW
GGYDYW

Abbildung 15 Abgeleitete Aminosauresequenzen der Vu-Gene des B-Zell-reichen T-Zell-Lymphoms der Patientin MW im single-letter code.
Aminosdureaustausche im Vergleich zu den Keimbahn-Vu-Genen (in Klammern) sind fett und kursiv dargestellt. Die hochgestellten Ziffern geben die
Anzahl der Mutationen auf Nukleotidsequenzebene wieder. Nur fettgedruckte Sequenzen sind funktionell. Sequenzen ohne ,,W* (Tryptophan) als letzte
Aminosaure sind nicht im Leseraster. *...Stop codon; CDR...complementarity determining regions %8; H1,2...loops 59; CD1,2...contact definition 60




4.2 SEQUENZANALYSE VON TUMORZELLEN AUS KUTANEN B-ZELL-LYMPHOMEN

Insgesamt wurden 106 Lymphomzellen, stammend von 2 Patienten mit priméar kutanem B-
Zell-Lymphom, untersucht. Nach der Isolierung der Zellen aus anti-CD20-geféarbten histolo-
gischen Praparaten wurden diese in eine seminested PCR tberfuhrt, um mit Hilfe spezifi-
scher Primer die single copy-DNA ihrer rearrangierten Immunglobulingene der schweren
Kette zu amplifizieren. In der 1. Runde der PCR wurden alle in Frage kommenden Primer
gepoolt eingesetzt und anschlielend das entstandene PCR-Produkt jeder Zelle fur 6 Vu-
familienspezifische PCR-Reaktionen der 2. Runde als Matritze verwendet. Die Produkte der
2. Runde wurden auf einem Agarosegel visualisiert. Abbildung 16 zeigt das am Beispiel von
vier Zellen der Patientin IL. Die Zellen mit der Nr. 51 und 52 zeigen jeweils ein Produkt in

Bahn 3, was die Amplifizierung eines Immunglobulingens der Vu3-Familie anzeigt.

Zelle 49 50
M123456M123456 MNK

51 52

Abbildung 16 2% Agarose-Gel. Aufgetragen sind
5 pl der PCR-Produkte 2. Runde von 4 Zellen der
Patientin IL, wovon die beiden unteren ein
Amplifikat erwarteter Lange (ca. 320 bp) der Vu3-
Familie zeigen. M...Marker; NK...Negativkontrolle

Die PCR-Produkte mit einem Amplifikat erwarteter Ladnge wurden nach einer Reinigung in
beide Richtungen direkt sequenziert. Abbildung 17 zeigt ein Elektropherogramm des

verwendeten automatischen Sequenzierers der Fa. Applied Biosystems.
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Abbildung 17 Elektropherogramm der Direktsequenzierung des sense-Stranges des IgH-PCR-
Produktes einer Tumorzelle (VerschlUsselungs-Nr. 25) des Patienten UK. Die Uber den Kurven
angegebene Nukleotidsequenz in Gro3buchstaben wurde automatisch durch die Software
zugeordnet. Kleinbuchstaben entstanden bei der manuellen Nachbearbeitung.
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421 421 Lymphomzell-Analyse des Patienten UK

Herr UK leidet seit ca. funf Jahren an einem priméar kutanen Keimzentrumszell-Lymphom
am behaarten Kopf. Wir untersuchten zwei Biopsien, die in einem zeitlichen Abstand von
zwei Jahren entnommen wurden: Biopsie 11/94 und 07/96. Beide Biopsien entstammen in
loco-Rezidiven des exzidierten Primartumors. Kryokonserviertes Gewebe des Primartumors
aus dem Jahre 1992 war nicht vorhanden. Aus der Biopsie 11/94 untersuchten wir 34 und
aus der Biopsie 07/96 27 CD20-gefarbte Zellen. Eine Zusammenfassung der durchgefuihrten
Analyse gibt die folgende Tabelle wieder:

Anzahl der Anzahl gefundener Amplifikate identische
Experiment untersuchten erwarteter Lange VuDJn-
(PCR 1. Runde)  Biopsie B-Zellen gesamt sequenziert Rekombination
I [a] 11/94 8 17* 17 3 UKVH5a
Il [b] 11/94 9 4 2 1 UKVH5a
11 [b] 11794 9 5 5 5 UKVH5a
IV [c] 11794 8 6 6 2 UKVH5a
V [d] 07/96 9 3 3 3 UKVH5b
VI [d] 07/96 9 0 0 -
VII [d] 07/96 9 2 2 1 UKVH5b
11 UKVH5a
S 61 37 35 i
4 UKVH5b
Tabelle 8 Ubersicht der Einzelzellanalyse des Patienten UK (kutanes Keimzentrumszell-

Lymphom); unterschiedliche Buchstaben in eckiger Klammer der 1. Spalte reprasentieren
unterschiedliche Mikromanipulationstage. *...Mehr Amplifikate als untersuchte Zellen aufgrund von
Verunreinigungen; siehe Text.

Die Differenz aus den Zahlen der vorletzten und letzten Spalte gibt die Anzahl der ,,Nicht-
Tumorzellen* wieder. Da es sich bei deren Sequenzen (abgesehen von einer Ausnahme) um
uns bekannte und in unserer Laborsequenzdatenbank gespeicherte Sequenzen handelt, sind
die ,,Nicht-Tumorzellen* als Plasmid-Verunreinigungen und nicht als reaktive B-Zellen des
kutanen Lymphoms zu werten. Trotz dieser sehr hohen Anzahl von Verunreinigungen
(Haufung in Experiment I, siehe Diskussion), fanden wir in verschiedenen Zellen identische

Sequenzen bei zeitlich unabhangig durchgeftihrten Mikromanipulationen und PCR-

4 Ergebnisse Seite 40



Ansétzen. Gleiche Sequenzen wurden zu einer Konsensus-Sequenz mit den Initialien des
Patienten und der amplifizierten Vy-Familie zusammengefalit (Tabelle 8, letzte Spalte). Alle
aus einer Biopsie stammenden B-Lymphozyten waren in ihren VyDJu-Sequenzen identisch,
sie zeigten also keine intraklonale Diversitat, obwohl aus einem histologischen Préparat von
raumlich entfernten Stellen Einzelzellen mobilisiert und analysiert wurden. Die Sequenzen
der Tumorzellen aus den beiden zu verschiedenen Zeitpunkten entnommenen Biopsien
waren allerdings unterschiedlich, wobei ihre Verwandtschaft, also das Entstehen beider
Subklone aus der gleichen naiven B-Zellg, sicher ist: Die rekombinierten VuDJ-Gene und
die N-Sequenzen sind identisch. Die Abbildung 21 auf Seite 49 zeigt die
Nukleotidsequenzen der Vy-Regionen der Lymphomzellen. Sie sind im Vergleich zu den
Keimbahngenen dargestellt, die wahrend der Ontogenese des B-Lymphozyten rekombiniert

wurden.

Zusatzlich zu den Einzelzellexperimenten wurde Gesamt-DNA von in Paraffin
eingebetteten Hautbiopsien des Patienten UK untersucht. Zur Verfiigung stand ein Praparat
vom Dezember 1995, zeitlich also zwischen den Biopsien der Einzelzellexperimente gelegen.
Mit den gleichen Primerkombinationen wie beschrieben konnte das dominante
Immunglobulingen der Tumorzellen in einer zweistufigen PCR amplifiziert werden. Das
Produkt wurde kloniert und 5 Klone sequenziert. Die Sequenz ist in Abbildung 21 als
UKVH5c bezeichnet. Sie ist bis auf die Position 94 (AGA vs. AGG) der Sequenz UKVH5b
(07/96) identisch.

Eine durchgefiihrte PCR mit der Gesamt-DNA aus der 07/96-Biopsie ergab klonierbare
Produkte bereits nach der 1. Runde der PCR (mit dem externen 3’Jy-Primer), wodurch die

erweiterte Sequenzinformation bis zur Position 106 angegeben werden kann.

4.2.1.1 Keimbahngen-Analyse fur Patient UK

Die Sequenz des in den Lymphomzellen rearrangierten und mutierten Vy-Gens wurde
online gegen alle bekannten, in Datenbanken verfugbaren, humanen Vy-Keimbahngene
verglichen. Das Keimbahngen mit der héchsten Homologie zum Tumor-Vy-Gen war DP-
73. 66 DP-73 entspricht dem von MATSUDA et al. veroffentlichten Gen V5-51, 67 fur das
zusatzlich die leader-Sequenz und die Rekombinationssignalsequenz angegeben ist. Die

Kenntnis der 3’ flankierenden Sequenz ist fur die Amplifikation von Vy-Genen in
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Keimbahnkonfiguration unerlafilich. In Abbildung 21 ist die Sequenz des fir den Patienten
UK spezifischen Keimbahngens V5-51UK zu finden. Die Bezeichnung erfolgte in Anlehnung
an den Nomenklaturvorschlag von SHIN et al., 68 wobei die erste Ziffer die Vny-Familie
dokumentiert und die zweite Zahl die Position des Gens im IgH-Locus auf dem

Chromosom 14 anzeigt.

Um zu beweisen, dal das amplifizierte patientenspezifische Keimbahngen das tatséachlich
von der Tumorzelle rearrangierte Gen ist, haben wir sowohl die Keimbahnsequenz wie auch
die Tumorsequenz mit einem am leader bindenden Primer amplifiziert. Im Keimbahngen
des Patienten UK (V5-51UK) liegt an Position -1 ein alleler Polymorphismus vor

(TCC® GCC), der im Tumorgen UKVH5c wiederkehrt, was die Verwendung dieses Gens
bei der Ontogenese der Tumorzelle sehr wahrscheinlich macht. In der folgenden Abbildung
sind die PCR-Produkte der Keimbahngene (Bahnen 1 und 3) gemeinsam mit den
Tumorgenen (Bahnen 2 und 4) dargestellt. Als DNA-Matritze wurde in allen vier

Reaktionen die gleiche Gesamt-DNA aus einer Hautbiopsie (12/95) eingesetzt.

M1 23 4MNK

Abbildung 18

Keimbahngen® und Tumorgen* des Patienten UK zum
Vergleich auf 2%igem Agarose-Gel aufgetragen.

Verwendete Primer:

Bahn 1°: V5-51Lead - V5-51RSS
Bahn 2*: V5-51Lead - JH int
Bahn 3°: VH5 - V5-51RSS

Bahn 4*: VH5-JH int

Es wurden sichtbar weniger Tumorgenprodukte als Keimbahngenprodukte amplifiziert, da
das Vu-Gen in Keimbahnkonfiguration, d.h. nicht rearrangiert, zweifach in jeder Kérperzelle
(hier alle hautstandigen Zellen) und wahrscheinlich noch einfach in den Lymphomzellen
vorliegt, wohingegen das Tumorgen als single copy-Gen nur in den Lymphomzellen zu
finden ist. Die Tumorgenprodukte sind erwartungsgeman etwas gréRer als ihre
Keimbahngenaquivalente (Bahn 2>1 und 4>3), da sie neben dem Vu-Gen auch noch das D-

und einen Teil des Jy-Gens beinhalten.
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Durch den genetischen Code wird bestimmt, ob eine Mutation auf Nukleotidebene zu
einem Aminosaureaustausch flhrt (replacement) oder nicht (silent). Eine Haufung von
Austauschmutationen in den antigenbindenden bzw. eine Konservierung der Strukturen in
den nicht-antigenbindenden Bereichen deutet auf eine antigenabhéngige Reifung und
positive Selektion des B-Lymphozyten hin. Als MalR3stab gilt die R/S-Ratio der in den V-
Genen gefundenen Mutationen. Diese mul3 aber mit der intrinsischen R/S-Ratio des
rekombinierten Keimbahngens verglichen werden, da die Wahrscheinlichkeit, durch eine
Mutation eine Kodierungsanderung zu bewirken, fur jede Tripletkombination

unterschiedlich ist. In Abbildung 19 ist die intrinsische R/S-Ratio fur V5-51UK angegeben.

21 30 40
6/3 7/1 7/16/3 6/35/36/1818/16/3816/17072¢6/3706/36/3719086/36/371
TCC TGT AAG GGT TCT GGA TAC AGC TTT ACC AGC TAC TGG ATC GGC TGG GIG CGC CAG ATG CCC GGG AAA

50 60
6/3 5/4 7/1 7/0 9/0 6/3 7/2 7/2 6/1 6/3 6/3 8/1 6/3 8/16/3 6/26/18/16/36/381716/3
GGC CTG GAG TGG ATG GGG ATC ATC TAT CCT GGT GAC TCT GAT ACC AGA TAC AGC CCG TCC TTC CAA GGC

70 80
7/16/3 6/3 7/2 4/36/3 817/ 16/372816/36/36/15/47/ 1708181547 16/35/3
CAG GTC ACC ATC TCA GCC GAC AAG TCC ATC AGC ACC GCC TAC CTG CAG TGG AGC AGC CTG AAG GCC TCG

90
8/16/3 6/39/06/16/17/16/36/2
GAC ACC GCC ATG TAT TAC TGT GCG AGA

Antigenbindung Antigenbindung
FR1 no-CD1 | CDR1 CD1 FR2 no-CD2 | CDR2 CD2 FR3 no-C3
(21-30) | (21-29) | (31-35) | (30-35) | (36-49) | (36-46) | (50-65) | (47-58) | (66-94) | (59-92)

65720 59/17 3477 40/10 94/25 72/22 | 113/34 | 88/24 | 208/63 | 243/71

=3,3 =3,5 =49 =4 =3,8 =3,3 =3,3 =3,7 =3,3 =3,4
n. KABAT: n. MACCALLUM:
CDR1,2,s: 147/41=3,6 CD1,2: 128/34=38
FR1,2,3: 367/108 =34 no-CD1,2,3 374/110=3,4

Abbildung 19 oben: Keimbahngen V5-51UK mit flr jede Position notierter intrinsischer R/S-Ratio.
unten: Zusammenfassung der R/S-Ratio Uber das gesamte Gen, unterteilt in die Bereiche definiert
durch KasaT (CDR vs. FR) und MAcCCALLUM (contact definition). Zahlen in Klammern geben die
Positionen dieser Bereiche an.

(Die Sequenzangabe erfolgt erst ab Position 21, da die aus der Einzelzellanalyse gewonnene
Sequenzinformation des Tumorgens erst ab dieser Position vorliegt. Abbildung 21 zeigt die
vollstdndige Sequenz.)
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4.2.1.2 Mutationsanalyse der Immunglobulingene der Lymphomzellen des Patienten UK

Hierfir wurden die Tumorsequenzen mit den putativen Keimbahngensequenzen verglichen
(Abbildung 21). Fur die Vu-Gene ergibt sich, dall von den 236 Nukleotiden der UKVH5-
Gene 22 Nukleotide (bei UKVH5c 21) gegenuber dem Keimbahngen mutiert sind, was einer
Mutationsrate von 9,3% entspricht. Die genaue Verteilung der Mutationen Uber das gesamte

Gen und ihre Auswirkung auf die Aminosauresequenz zeigt die folgende Tabelle:

Antigenbindung Antigenbindung Ag-Bindung
FR1 no- CDR1 CD1 FR2 no- CDR2 CD2 FR3 no- CDR1,2 FR1,2,3
UKVH5 | (21-30) cD1 (31-35) (30-35) (36-49) (D2 (50-65) (47-58) (66-94) (CD3 CD1,2 no-CD1,2,3
(21-29) (36-46) (59-92)
a 1/0 2/0 0/0 6/2 8/3 8/2=4 9/3=3
1/0 2/0 0/0 6/1 7/4 8/1=8 8/4=2
c 1/2 2/0 2/0 3/2 6/3 5/2=2,5 9/5=18
1/1 2/1 0/0 5/0 5/5 7/1=7 6/6=1
b 1/2 2/0 2/0 3/2 6/4 5/2=25 9/6=1,5
1/1 2/1 0/0 5/0 5/5 7/1=7 6/6=1
Tabelle 9 R/S-Ratio der Vu-Gene der Lymphomzellen des Patienten UK, wiederum

zusammengefal’t nach KABAT und MACCULLAM

Bei dem von den Tumorzellen rekombinierten D-Keimbahngen handelt es sich mit groRer
Woahrscheinlichkeit um DN1 6 und bei dem Ju-Keimbahngen um Ju5b. 70 Die Mutationen
sind in Abbildung 21 ersichtlich. Eine statistische Mutationsanalyse wird nicht

unternommen, da eine sichere Auswertung dieser Region nicht moglich ist.

4.2.2 Lymphomzell-Analyse der Patientin IL

Frau IL bemerkte Anfang 1994 eine R6tung am rechten Fuf3, die sich progredient ausbreitete
und Ende 1994 als grof3zelliges kutanes B-Zell-Lymphom der unteren Extremitéat
diagnostiziert wurde. Im Sommer 1996 verstarb sie an den Folgen einer systemischen
Metastasierung ihres Tumors. Wir untersuchten auch bei dieser Patientin zwei Biopsien, die
zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen worden waren: Biopsie 12/94 und 09/95. Die
Biopsie 12/94 entstammt der Primérlasion am rechten Ful} und die Biopsie 09/95 wurde aus
der Wadenmuskulatur des rechten Beines, die vollstandig mit Lymphomzellen infiltriert
war, entnommen. Insgesamt untersuchten wir 45 CD20-geféarbte Zellen, wobei 19 PCR-
Produkte der erwarteten Lange amplifiziert wurden. Tabelle 10 zeigt die Statistik dieser

Untersuchungen im Detail:
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Anzahl der Anzahl gefundener Amplifikate identische

Experiment untersuchten erwarteter Lange VuDJn-
(PCR 1. Runde)  Biopsie B-Zellen gesamt sequenziert Rekombination
| 12/94 9 3 3 3 ILVH3
I 12/94 9 4 4 4 ILVH3
Il 12/94 9 3 2 1ILVH3
v 09/95 9 5 2 2 ILVH3a
Vv 09/95 9 4 4 4 1LVH3a
8 ILVH3
S 45 19 15 14 =
6 ILVH3a
Tabelle 10 Ubersicht der Einzelzellanalyse der Patientin IL (groRzelliges kutanes B-Zell-Lymphom

der unteren Extremitét)

15 Produkte konnten direkt sequenziert werden, 14 davon waren identisch. Nur ein Produkt
des Experiments Il war eine aus unserem Labor stammende Verunreinigung. Die Effizienz
dieser Einzelzellanalysen lag bei 31% (14 von 45), eventuell sogar noch etwas hoher, sollte es
sich bei den 4 nicht sequenzierten Produkten (bei der Reinigung verloren), die bei der PCR
auch mit dem VH3-familienspezifischen Primer amplifiziert wurden, um tumorspezifische
Produkte handeln. Da die Sequenzen sowohl biopsiebezogen untereinander wie auch beide
Biopsien zueinander gleich waren, liegt in dem Fall weder intraklonale Diversitat noch
ongoing mutation vor. Die Nukleotide der Konsensus-Sequenz zeigt Abbildung 21, die davon

abgeleitete Aminosauresequenz die Abbildung 22.

4.2.2.1 Keimbahngen-Analyse fur Patientin IL

Die online-Suche nach dem Vu-Keimbahngen mit der gréf3ten Homologie zum
rearrangierten Gen ermittelte das V4-Gen an Position 7 des IgH-Locus auf Chromosom 14
als das mit hoher Wahrscheinlichkeit bei der Rekombination verwendete Gen: V3-7, 67 bzw.
DP-54. 66 Die vertffentlichte leader- und Rekombinationssignalsequenz von V3-7 fur das
Designen der Primer zugrundelegend, konnte dieses Gen der Patientin IL amplifiziert und

sequenziert (V3-7IL) und fur die Mutationsanalyse genutzt werden.

Die Amplifikation mit einem am leader bindenden Primer gelang zwar fur das Keimbahngen

der Patientin, nicht aber fur das Tumorgen. (Die Sequenz von V3-7IL ist aus diesem Grund
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in Abbildung 21 erst ab Position 25 angegeben.) Ein Beweis dafir, dall VV3-71L das

tatsachlich von den Tumorzellen rearrangierte Vy-Keimbahngen ist, liegt deshalb nicht vor.

Um eine korrekte Mutationsanalyse durchfiihren zu kénnen, ist auch fur V3-7IL die

intrinsische R/S-Ratio ermittelt worden:

25 30 40
6/3 6/3 8/16/3 8/18/1816/17/09/08152¢6/36/3716/36/36/3716/3547 170
TCT GGA TTC ACC TTT AGI AGC TAT TGG ATG AGC TGG GIC CGC CAG GCT CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG

50 60
6/3 6/38/17/27/17/1816/3817/1716/16/16/38/16/36/3 7 16/3448/16/3 72
GTG GCC AAC ATA AAG CAA GAT GGA AGT GAG AAA TAC TAT GIG GAC TCT GIG AAG GGC CGA TTC ACC ATC

70 80
6/3 6/2 8/18/16/3 7/18/14/35/46/15/47/1908/18/15/46/26/3718/16/36/3 6/3
TCC AGA GAC AAC GCC AAG AAC TCA CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCC GAG GAC ACG CCT GIG

90
6/16/17/16/3 6/2
TAT TAC TGT GCG AGA

Antigenbindung Antigenbindung
FR1 no-CD1 | CDR1 CD1 FR2 no-CD2 | CDR2 CD2 FR3 no-CD3
(25-30) | (25-29) | (31-35) | (30-35) | (36-49) | (36-46) | (50-65) | (47-58) | (66-94) | (59-92)

41/12 33711 3873 46/4 88/31 69/25 | 115/28 | 89/19 | 207/65 | 240/75

=3,4 =3 =12,7 =115 =2,8 =2,8 =4,1 =47 =3,2 =3,2
n. KABAT: n. MACCALLUM:
CDR1,2,s: 153/31=4,9 CD1,2: 135/23=59
FR1,2,3: 336/108 = 3,1 no-CD1,2,3 342/111=31

Abbildung 20 oben: Keimbahngen V3-7IL mit fur jede Position notierter intrinsischer R/S-Ratio;
unten: Zusammenfassung der R/S-Ratio tber das gesamte Gen

4.2.2.2 Mutationsanalyse der Immunglobulingene der Lymphomzellen der Patientin IL

Von den 224 Nukleotiden der ILVH3-Sequenz (=ILVH3a) sind 38 gegenltber dem
Keimbahngen (V3-7IL) mutiert. Das ergibt die sehr hohe Mutationsfrequenz von 17%.

Antigenbindung Antigenbindung Ag-Bindung
FR1 no- CDR1 CD1 FR2 no CDR2 CD2 FR3 no- CDR1,2 FR1,2,3
(25-30) CpD1 (31-35) (30-35) (36-49) -CD2 (50-65) (47-58) (66-94) (CD3 CD1,2 no-CD1,2,3
(25-29) (36-46) (59-92)

ILVH3 | 2/2 2/0 372 8/2 9/8 10/2=5 14/12=1,2
2/2 2/0 2/2 9/2 7/8 | 11/2=55 11/12=0,9

Tabelle 11 R/S-Ratios des Vu-Gens der Lymphomezellen der Patientin IL
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Das in ILVH3 rekombinierte D-Gen ist vermutlich ein kleiner Abschnitt eines DIR-Gens 69

und bei dem J-Gen handelt es sich um Jy3a. 71

Eine Zusammenfassung der R/S-Ratio Analyse fur beide Patienten stellt die Tabelle 12 auf

Seite 51 dar.
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Abbildung 21
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Abbildung 21 Nukleotidsequenzen der Vy-Regionen der Tumorzellen von den Patienten UK und IL. Die erste Spalte enthalt die Bezeichnung der Sequenzen
in chronologischer Reihenfolge der entsprechenden Biopsien, aus denen sie stammen. Sie sind gegen das putative Keimbahngen des jeweiligen Patienten (1.
Zeile) als Homologievergleich angeordnet: ein Bindestrich kennzeichnet Homologie, abweichende Nukleotide sind ausgeschrieben. Kleinbuchstaben
reprasentieren stumme Mutationen. Auch die bereits verdffentlichten Keimbahngene (kursiv, 2. Zeile) werden mit denen des Patienten verglichen, um einen
mdglichen allelen Polymorphismus darzustellen.

Referenzen zu den angegebenen Keimbahngenen: DP-73 und DP-54, 6 \/5-51 und V3-7, 67 DN1 und DIR, 6 J45b 70, J43a 7t

EMBL-Datenbank accession numbers der von uns sequenzierten Gene: V5-51UK...Y12817; UKVHb5a...Y11556; UKVH5b...Y11557; UKVH5c...Y11558; V3-
7IL...Y12818; ILVH3...Y10020
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Abbildung 22 Abgeleitete Aminosauresequenzen der Vy-Regionen der Tumorzellen von den Patienten UK und IL. Aminosdureaustausche im Vergleich zu
den Keimbahn-Vu-Genen (in Klammern) sind fett und kursiv dargestellt.




Mutationsfrequenz Region Mutationen intrinsische p
Mutationen/ (relative Grof3e) beobachtet erwartet R/S
analysierte Basen R S R S
R/S n- rel. Gr. - Rf n- rel. Gr. - Sf [n!Zk!(n-k)!] - gk - (1-
Q)
22 - 0,282 - 0,782 22-0,282 - 0,218 147/41
UKVH5a 22/236 CDR 8 2 4 4,8 1,4 3,6 0,055
(9,3%) (66/234=0,282)
22-0,718 - 0,773 22 - 0,718 - 0,227 367/108
FR 9 3 3 12,2 3,6 3,4
(168/234=0,718)
22 - 0,282 - 0,782 22-0,282 - 0,218 147/41
UKVH5b 22/236 CDR 5 2 2,5 4,8 1,4 3,6 0,2
(9,3%) (66/234=0,282)
22-0,718 - 0,773 22 - 0,718 - 0,227 367/108
ER 9 5 18 12,2 3,6 3,4
(168/234=0,718)
38 - 0,297 - 0,832 38 - 0,297 - 0,168 153731
ILVH3 38/224 CDR 10 2 5 9,4 1,9 4,9 0,14
(17%) (66/222=0,297)
380,703 - 0,757 38 - 0,703 - 0,243 336/108
FR 14 12 1,2 20,2 6,5 3,1
(156/222=0,703)
Tabelle 12 Zusammenfassung der statistischen Mutationsanalyse aller analysierten Tumorsequenzen. Fir Erlauterungen siehe Diskussion.
n: Gesamtanzahl der Mutationen
rel. Gr.: relative GroRe
Rf 0. Sf: statistischer Anteil der R- oder S-Mutationen an allen moglichen Mutationen in den CDRs bzw. FRs
k: Anzahl beobachteter R-Mutationen in den CDRs
q: Wahrscheinlichkeit, daf3 eine Mutation als R-Mutation in den CDRs auftritt; g=rel.GroRe - Rf
p: Wahrscheinlichkeit, daf? die vorliegenden R-Mutationen in den CDRs zuféllig so verteilt sind. Berechnung nach dem binominalen
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5 DISKUSSION

5.1 MUTATIONSANALYSE

5.1.1 Mutationsfrequenz

Mutationsanalysen der Immunglobulingene von B-Lymphozyten kdnnen Auskunft dartber
geben, in welchem Stadium ihrer Entwicklung sich die B-Zellen zum Zeitpunkt ihrer
Untersuchung befinden. Unreife und naive B-Zellen werden nur gering mutierte Gene der fur
die Antigenbindung entscheidenden variablen Region aufweisen (Mutationsfrequenz von
IgM+IgD+-B-Zellen 0,3% 73), wohingegen die mit einem Antigen in Kontakt stehenden oder
gestandenen B-Zellen mehrere Mutationen beinhalten (Mutationsfrequenz von klassenge-
wechselten Gedéchtnis-B-Zellen 4% 74). Die Mutationen finden wahrend der sogenannten
Keimzentrumsreaktion in den sekundéren lymphatischen Organen statt, durch die
affinitatsgereifte selektionierte B-Zellklone mit typischer Mutationsverteilung entstehen: Aus
antigenstimulierten naiven B-Zellen des Primarfollikels bzw. der Mantelzone von
Sekundarfollikeln entstehen B-Zell-Blasten mit hoher Proliferationsrate (Generationszeit liegt
zwischen 3 h 75 und 6 h 54), aus denen die Zentroblasten, die die dunkle Zone der Keimzentren
bilden, hervorgehen. Aus den slg- Zentroblasten, wahrend deren Proliferation die
Hypermutationsmaschinerie angestellt ist, entwickeln sich direkt die slg+* Zentrozyten,
wodurch die Anzahl der Zentroblasten trotz aktiver Zellteilung konstant bleibt. Die
Zentrozyten sind selbst nicht mehr zur Zellteilung befahigt. Sie werden antigenabhangig in der
hellen Zone des Keimzentrums selektioniert. 7> Die Mutationsrate pro Basenpaar und
Zellzyklus wird mit 10-3 angegeben. 76 KUPPERS et al. gehen von bis zu einer Mutation pro
Zellzyklus fur das Vu-Gen aus. 77 Fur eine Gedéachtnis-B-Zelle mit einem Vy-Gen bestehend aus
300 bp waren somit bei 10-3 Mutationen/bp/Zyklus 40 Zellzyklen notwendig, um auf die oben
genannte Mutationsfrequenz von 4% (=12 Mutationen) zu kommen. Bei einer Generationszeit
von 10 h 76 wirde der Hypermutationsprozel3 17 Tage dauern. Die Keimzentrumsreaktion ist

histologisch bis zu 3 Wochen nach Antigenkontakt sichtbar. 54

Diese Fakten zugrundelegend, wurden bereits mehrere Arbeiten verdffentlicht, die mit Hilfe
der Mutationsanalysen von entarteten B-Lymphozyten die B-Zell-Lymphome in pre-germinal,
germinal und post-germinal center cell-Lymphome unterteilen und so die Zuordnung zu den

physiologischen Aquivalentzellen, bei denen ebenfalls Mutationsanalysen durchgefiihrt
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wurden (z.B. fur naive IgM+IgD+ PBLs, 73 fur Mantelzellen und Keimzentrumszellen 77 und ftr
Marginalzonenzellen der Milz 57), ermdéglichen. So sind die B-CLL und das Mantelzell-
Lymphom als pre-germinal center cell- 8; das Keimzentrumszell-Lymphom, 78-80 das Hodgkin-
Lymphom 81 und wahrscheinlich auch das diffuse grofRzellige B-Zell-Lymphom 82 als germinal
center cell- und das monozytoide B-Zell-Lymphom, 8 das Maltom, 4647 das multiple Myelom 84

und das Burkitt-Lymphom 85 als post-germinal center cell-Lymphom beschrieben worden.

In unseren Mutationsanalysen beschréanken wir uns auf die Vy4-Gene, da deren Sequenzen fast
ausnahmslos bekannt sind. 8 Die Gefahr, allelen Polymorphismus als angebliche Mutationen
zu interpretieren, haben wir durch die Sequenzierung der patienteneigenen Keimbahngene
ausgeschlossen. Die Analyse der CDR3-Region gestaltet sich naturgemald komplizierter, da
einerseits die verwendeten D- und J-Gene z.T. sehr stark modifiziert werden und andererseits
die matritzenunabhéangigen N-Sequenzen eingefugt werden. Die in den Tumor-B-Zellen
rearrangierten Vy-Gene V5-51 (DP-73) und V3-7 (DP-54) geben keinen Hinweis auf die
Spezifitat des Antikdrpers. Im Gegensatz dazu wurden in den nodalen Keimzentrumszell-
Lymphomen und auch in den Maltomen Uberproportional haufig Vu-Gene typisch far
Autoantikorper gefunden. 4779 Die Beschreibung eines Falles, wo Maltom-B-Zellen auch das
DP-54-Gen wie die Lymphomzellen der Patientin IL rekombiniert aufwiesen, 47 ist sicherlich

Zufall.

Das von uns untersuchte Lymphom-Vu-Gen des Patienten UK weist 22 Mutationen im
Vergleich zum Keimbahngen auf (Mutationsfrequenz=9%), das Lymphom-Vu-Gen der
Patientin IL beherbergt 38 Mutationen (Mutationsfrequenz=17%). Es handelt sich also bei den
Tumorzellen beider untersuchter priméar kutanen B-Zell-Lymphome um reife B-Zellen
(Keimzentrumszellen bzw. deren Abkémmlinge). Die Mutationsfrequenz liegt aber bei beiden
deutlich oberhalb der fiir B-Gedachtniszellen angegebenen 4%. 74 Da bisher fuir das
Immunsystem des Menschen keine, wie bei den Schafen mdgliche, 87 antigen- und
keimzentrumsunabhéngige Hypermutation beschrieben wurde, ist davon auszugehen, daf
unsere untersuchten Lymphomzellen tGiberdurchschnittlich lange an der
Keimzentrumsreaktion beteiligt waren oder noch sind. Vergleichbar hohe
Mutationsfrequenzen von 8%, 88 11%, 78 oder 13% 8° werden sowohl in Arbeiten Gber noduléare
Keimzentrumszell-Lymphome, wie auch ftr die diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphome
(7,5% 8 und 11% 82) angegeben. Da die hohe Mutationsfrequenz ,,unphysiologisch* ist, muld

vor oder wahrend der Keimzentrumsreaktion ein Ereignis stattgefunden haben, das die B-Zelle
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verlangert der Hypermutation ausgesetzt hat. Ob dieses Ereignis aulRerdem auch ausgereicht
hat, ein unkontrolliertes Wachstum des B-Zell-Klons zu einem Lymphom zu bewirken, oder ob
ein zweites transformierendes Ereignis dazu notwendig war, ist aus der Mutationsfrequenz
allein nicht ersichtlich. Waren die B-Lymphozyten bereits vor der Keimzentrumsreaktion
entartet, aber noch zur Hypermutation befahigt, oder entstand das Lymphom erst nach
Abschlu’ des Hypermutationsprozesses? Antworten auf diese Fragen liefern zeitlich
gestaffelte Sequenzanalysen im Verlauf der Tumorprogression oder die Untersuchung

moglichst vieler verschiedener Tumorzellen.

5.1.2 Andauernde Mutationen (ongoing mutation) und intraklonale Diversitat

Keimzentrumszellen nahe dem Ende der Keimzentrumsreaktion (germinal center-B-Zellen) und
post-germinal center-B-Zellen beherbergen eine dhnliche Anzahl an Mutationen. Eine
Einordnung in das oben skizzierte System (germinal/post-germinal center) ist daher durch die
alleinige Betrachtung der Mutationszahlen nicht mdglich, wenn nicht eindeutige histologische
und immunhistochemische Kriterien die Zuordnung der entarterten B-Zellen zu ihren
physiologischen Zellaquivalenten ermdglichen, Beispiel Plasmozytom. Molekularbiologisch
kann die Differenzierung nur dann erfolgen, wenn entweder DNA von Biopsien
unterschiedlicher Entnahmezeitpunkte oder mehrere Mikroausschnitte bzw. Einzelzellen aus
einer Biopsie analysiert werden. Ersteres kann die dynamische Entwicklung eines Tumorklons
aufzeigen, letzteres gibt den aktuellen Entwicklungsstand an. Sollten Mutationen im Verlauf
hinzugekommen sein (ongoing mutation) oder werden in einer Biopsie unterschiedliche
Subklone gefunden (intraklonale Diversitat), so war die Hypermutationsmaschinerie in den
Lymphomzellen noch aktiv, es handelt sich dann definitionsgemall um Keimzentrumszellen.
Andauernde Mutationen bzw. intraklonale Diversitat sind sowohl fur die physiologischen
Keimzentrumszellen 77 wie auch fur die Keimzentrumszell-Lymphome 78-80 nachgewiesen
worden. Bei den B-Zell-Tumoren, die aufgrund einer hohen Anzahl gefundener Mutationen
mit typischer Verteilung als post-germinal center cell-Lymphome gewertet wurden und bei
deren Analyse nicht die 0.g. Kriterien zur Anwendung kamen, 46 kann es sich
molekularbiologisch ebensogut auch um germinal center cell-Lymphome handeln, bei denen
durch Mutationen veranderte Subklone oder eine gar noch andauernde Hypermutation aus
versuchstechnischen Griinden nicht erkennbar waren. Eine mdgliche Ausnahme stellen

Gedachtnis-B-Zellen dar, die erneut an der Keimzentrumsreaktion teilnehmen und wegen
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andauernder Mutationen als germinal center-Zelle bezeichnet werden, was bei den Maltomen

der Fall sein kdnnte.

Bei den von uns untersuchten primér kutanen Lymphomen haben wir mehrere Einzelzellen
aus verschiedenen Regionen einer Biopsie analysiert. Identische VuDJu-Rekombinationen und
N-Sequenzen in mehreren B-Zellen wiesen diese als zum Tumorklon gehdrig aus. Der genaue
Sequenzvergleich der Lymphomzellen einer jeden Biopsie beider Patienten ergab Identitat, d.h.
keiner der beiden Tumorklone war intraklonal divers. Der Vergleich der Tumorzellen im
zeitlichen Verlauf allerdings zeigte Sequenzunterschiede fuir das priméar kutane
Keimzentrumszell-Lymphom (Patient UK), aber nicht fur das grof3zellige kutane B-Zell-
Lymphom der unteren Extremitat (Patientin IL). Im Detail betrachtet, stellt UKVH5b (07/96)
aber nicht eine weitermutierte Version von UKVH5a (11/94) dar, sondern beide sind aus einer
gemeinsamen Ursprungszelle hervorgegangen. Das wird einerseits dadurch ersichtlich, daf
beide Sequenzen gleich viele (22), davon aber 7 unterschiedliche, Mutationen aufweisen, und
andererseits fallt auf, da UKVH5b an 7 Nukleinsdurepositionen Keimbahnkonfiguration
aufweist, an denen in UKVH5a bereits Mutationen stattgefunden hatten. Rickmutationen zur
Keimbahnsequenz an 7 von 22 mutierten Positionen bei jeweils drei Mutationsmoglichkeiten
(bei vier Basen) ist statistisch hochst unwahrscheinlich. Diese Tatsache impliziert nattrlich, daf3
UKVH5b- oder UKVH5b-Vorlauferzellen bereits zum Zeitpunkt der Analyse der UKVH5a-
Zellen vorhanden gewesen sein mussen, die wahrscheinlich nicht Bestandteil der 11/94
entnommenen Biopsie waren, aus der insgesamt 34 Einzelzellen verschiedener Bereiche isoliert
und untersucht wurden. Zwar nicht in der einzelnen Biopsie, doch alle Daten zusammen
betrachtet, handelt es sich bei dem Tumor des Patienten UK um ein intraklonal diverses B-Zell-
Lymphom, bei dem zu verschiedenen Zeitpunkten verschiedene dominante Subklone
auftraten. Ahnliches ist fur ein nodales Keimzentrumszell-Lymphom gezeigt worden, bei dem
zwei Jahre lang ein Subklon mit 23 Mutationen und geringer Heterogenitat vorherrschend war
und wo im dritten Jahr aus einem Rezidiv Tumor-Ig-DNA mit nur 15 der 23 Mutationen

gefunden wurde. 7

Diese Beobachtung beantwortet gleichzeitig die Frage nach der zeitlichen Abfolge von
transformierendem Ereignis und dem Hypermutationsprozef3: Die B-Lymphozyten des
Keimzentrumszell-Lymphoms des Patienten UK mussen nach ihrer Entartung (weiter-) mutiert
sein. Anders lassen sich 2 unterschiedlich mutierte, aber verwandte Tumorklone nicht erklaren.

Die Sequenz der gemeinsamen Ursprungszelle konnte postuliert werden, indem die in
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UKVHb5a und b gleichen Mutationen als zur Ursprungszelle gehdrend angesehen werden.
Individuelle Mutationen wéaren dann erst nach der Aufzweigung des genealogischen Baumes
entstanden. Demnach hétte die postulierte Ursprungszelle 15 Mutationen im Vy-Gen
angesammelt. Davon entfielen 5 R- und 1 S-Mutation auf die CDRs und 6 R- und 3 S-

Mutationen auf die FRs.

Zusatzlich zu den Sequenzen aus den Einzelzellexperimenten ist noch eine Tumorsequenz
(UKVH5c) bekannt, die aus der Gesamt-DNA einer 12/95 entnommenen Biopsie gewonnen
wurde. Diese liegt zeitlich ziemlich genau zwischen den beiden Biopsien fur die
Einzelzellanalyse. UKVH5c ist bis auf eine Base identisch mit UKVH5b (07/96). Nur an Position
94, dritte Base, liegt noch Keimbahnkonfiguration vor. In den acht Monaten zwischen 12/95
und 07/96 fand also ongoing mutation an nur einer Position statt. Das verdeutlicht die

Schwierigkeit, andauernde Mutationen nachzuweisen.

FUr den aggressiven Tumor der Patientin IL konnte weder intraklonale Diversitat noch eine
Entwicklung des Tumorklons im zeitlichen Verlauf gezeigt werden. Eine Untersuchung der
Immunglobulingene von Maltomen konnte andauernde Mutation nur in den low-grade, nicht
aber in den high-grade Tumoren demonstrieren. 47 Es ist verfuihrerisch, Parallelen zu unseren
beiden Féllen zu ziehen, von denen auch der high-grade Tumor der Patientin IL keine
andauernde Mutation aufwies. Es mul aber beachtet werden, daf3 die high-grade Formen der
Maltome aus den low-grade Formen durch blastische Transformation hervorgehen kdnnen, 4°
wie es auch bei den noduldren Keimzentrumszell-Lymphomen der Fall ist, 88 aber die von uns
untersuchte Entitat ,,grof3zelliges Lymphom der unteren Extremitat* primar durch seine
Lokalisation definiert ist und low-grade Vorlaufer nicht beschrieben werden. 35 Die Erklarung
allerdings, warum high-grade Maltome nicht weiter mutieren, kann auch fur den Tumor der
Patientin IL zutreffen: Ein zusatzliches transformierendes Ereignis hat der B-Zelle die Fahigkeit
genommen, auf eine Aktivierung durch die Mikroumgebung eines Keimzentrums mit
Hypermutation zu reagieren. Bei den high-grade Maltomen des Magens ist auch keine
Wachstumsstimulierung durch H. pylori spezifische Tu-Zellen mehr mdglich. 44 Eine weitere
mogliche Erklarung ware die Zerstérung der Mikroumgebung durch das aggressive
Wachstum des Tumors selbst. In den Biopsien der Patientin IL konnten keine follikularen
dendritischen Zellen als notwendiger Bestandteil eines Keimzentrums durch den anti-CD35-
Antikorper nachgewiesen werden. Lichtmikroskopisch sichtbare Keimzentren waren im Fall

von UK auch nicht vorhanden, follikulare dendritische Zellen als Reste eines reaktiven Follikels
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wurden aber angefarbt. Einen Hinweis kdnnte die auBerordentlich hohe Mutationsfrequenz
von 17% liefern. Denkbar wére die Transformation in zwei Etappen: das primare Ereignis
zwingt den durch eine Immunisierung aktivierten Klon, langer als tblich an der
Keimzentrumsreaktion teilzunehmen und somit unverhaltnismafig viele Zellzyklen tber sich
ergehen zu lassen. Das wiederum erhéht das Risiko, durch Mutation z.B. eines Regulatorgens,
zu unkontrolliert wachsenden Tumorzellen zu transformieren, die die Mikroumgebung eines

Keimzentrums fir ihr Wachstum nicht mehr benétigen.

5.1.3 Mutationsmuster

Die Betrachtung des Mutationsmusters versucht die Frage zu klaren, ob die beobachteten
Mutationen selektioniert worden sind. Als Ursache fiir den Selektionsdruck gelten Antigene,
die mit den Oberflachenimmunglobulinen der stimulierten B-Zellen wechselwirken mussen,
um diese vor der Apoptose zu bewahren. % Hierflr ist einerseits ein funktionstlichtiges
Antikorperprotein notwendig, das transkribiert, translatiert und an die Zelloberflache gebracht
werden mufd und andererseits muf3 das Immunglobulin das Antigen, das bezogen auf die
stimulierten B-Zellen mengenmaliig in der Unterzahl ist, fest binden kdnnen. Ergebnis
selektionierter Mutationen waren demnach Immunglobulingene, die frei von Stop-Kodonen
sind und deren strukturverantwortliche Aminosauren konserviert (negativer Selektionsdruck)
und deren fur die Antigenbindung verantwortlichen Aminosauresequenzen optimiert (durch
positive oder negative Selektion) wurden. Veranderungen der Aminosaurenkodierungen
erfolgen durch sogenannte Austauschmutationen (replacement) auf Nukleinsédureniveau, eine

Konservierung der Aminosaurensequenz wird durch ,,stumme* (silent) Mutationen méglich.

Um das Mutationsmuster der von uns untersuchten Vn-Sequenzen zu beurteilen, ist es
notwendig, auf die verschiedenen veroffentlichten Auswertungsmethoden zur Quantifizierung
einer Affinitatsreifung einzugehen. Grundlage aller Uberlegungen ist die Einteilung des
Antikorpermolekuls in einen fur die Antigenbindung verantwortlichen Bereich, bisher die
CDRs, und in die fur die Struktur des Molekuls bedeutsamen FRs. Demnach muften
Austauschmutationen in den CDRs akkumulieren, um die Affinitdt zum Antigen zu erhdhen
und stumme Mutationen geh&uft in den FRs zu finden sein. Die Annahme voraussetzend, daf3
nicht selektionierte Mutationen zufallig, also gleichméaRig iber CDRs und FRs verteilt sind,
errechneten JUKES & KING das Verhéltnis von Austausch- zu stummen Mutationen. 91 Von den
durch den genetischen Code vorgegebenen 526 Mutationsmoglichkeiten der 61 aminosaure-

kodierenden Triplets (Stop-Kodone ausgenommen) wirden 392 (=74,5%) zu Austausch-
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mutationen und 134 (=25,5%) zu stummen Mutationen fihren. Das Verhaltnis beider
zueinander, die sogenannte erwartete R/S-Ratio, betragt 2,9. Liegt nun die flr einen mutierten
Genabschnitt beobachtete R/S-Ratio Uiber 2,9%, kann man von einer positiven Selektion der
stattgefundenen Austauschmutationen ausgehen. R/S-Ratios <2,9 weisen hingegen auf einen

angestrebten Erhalt der Proteinstruktur hin.

Aus diesen Daten entwickelten SHLOMCHIK et al. eine Formel zur Berechnung der
Wabhrscheinlichkeit (q), mit der eine in einem Vy-Gen auftretende Mutation als R-Mutation in
den CDRs erwartet werden kann: g=Rf x CDR (Rf=Frequenz der Austauschmutationen,
=0,745; CDR=relative CDR-GrofRRe zum gesamten Vy). 72 Die erwartete Anzahl der R-
Mutationen in den CDRs [Rew]cor bei insgesamt n Mutationen in einem Vu-Gen ist dann das
Produkt aus g und n: [Rew]cor=( X n, mit der die tatsachlich beobachtete Anzahl der R-
Mutationen verglichen werden kann. Mehr R-Mutationen in den CDRs als erwartet sprechen
fur stattgefundene Selektion. Zusatzlich wurde eine Formel erarbeitet (binominal probability
model), die angibt, wie wahrscheinlich eine beobachtete Verteilung von R-Mutationen ist, sollte
sie zuféllig und ohne selektiven Druck so entstanden sein: p=[n!/k!(n-k)!]gk(1-q)"*
(p=Wahrscheinlichkeit; n=alle beobachteten Mutationen; k=Anzahl der beobachteten R-
Mutationen in CDRs; g=siehe obige Formel). Geringe errechnete Wahrscheinlichkeiten

sprechen fur eine selektionierte Mutationsverteilung.

Die Verwendung der von Jukes & King ¢! berechneten Werte fur die erwartete R/S-Ratio (siehe
oben) stellte sich als zu grobe Vereinfachung heraus, da Mutationen zwar zufallig verteilt sind,
ihre tatsachliche Auswirkung auf die Aminosaurensequenz (R- vs. S-Mutation) aber
tripletabhangig ist (vgl. z.B. R/Sat¢=9/0 und R/Scca=4/4). CHANG & CASALI bemerkten, dal}
in den CDRs (vor allem CDR1) der Vy-Keimbahngene vorrangig solche Triplets vorkommen,
deren Mutationen tberdurchschnittlich zu R-Mutationen fuhren, wodurch die erwartete R/S-
Ratio betrachtlich groRer als 2,9 sein kann. 22 Ein anschauliches Beispiel bietet das
Keimbahngen V3-7IL mit einer intrinsischen R/S-Ratio von 12,7 in der CDR1. Aus diesem
Grund mussen die fur die mutierten Antikdrper ermittelten R/S-Ratios mit den intrinsichen
R/S-Ratios der putativen Keimbahngene verglichen werden. Auch in die oben angegebenen
SHLOMCHIKschen Formeln mussen die fur das putative Keimbahngen jeweiligen intrinsischen
Werte fiur die Frequenz der Austauschmutationen (Rf) anstelle der durchschnittlichen 0,745

eingesetzt werden.
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Die zusammenfassenden Daten zur Mutationsanalyse der von uns untersuchten Vn-Sequenzen
zeigt die Tabelle 12 auf Seite 51. Aufgrund dieser Daten ist eine Schluf3¢folgerung fir einen
selektionierten Mutationsprozel3 nur sehr bedingt méglich. Vergleicht man die tatsachlichen
mit den intrinsischen R/S-Ratios fur die CDRs, zeigt sich in keinem der von uns untersuchten
Vu-Gene ein statistisch signifikanter Unterschied. Einzig fir UKVH5a kdnnte man eine
Uberdurchschnittliche Anhaufung von Austauschmutationen in den CDRs ausmachen: Die
Wabhrscheinlichkeit, mit der bei zufélliger Verteilung von insgesamt 22 Mutationen 8 als R-
Mutationen in den CDRs zu finden sein wirde, betragt nur 0.055, d.h. eine derartige
Verteilung fande in 5 von 100 Fallen statt. Betrachtet man hingegen die FRs, fallt das Bestreben
auf, die Proteinstruktur zu konservieren. Die beobachteten R/S-Ratios liegen, vor allem fur
ILVH3, deutlich unter den theoretisch erwarteten. Es ist aber zu bedenken, dal3 die errechneten
intrinsischen R/S-Ratios laut Shlomchik et al. fur die FRs zu hoch angesetzt sind, da ca. die
Halfte (48%) der theoretisch mdglichen R-Mutationen strukturell nicht toleriert werden kdénnte
und zum AusschluB dieses Klons von der weiteren antigenabhéngigen Affinitatsreifung fihren
wurde. 72 Die intrinsische R/S-Ratio fur die FRs ware demnach nur die Halfte des von uns
berechneten Wertes, wodurch der Eindruck von einer negativen Selektion von R-Mutationen in
den FRs unserer Lymphomgene relativiert wird. FUr eine zumindest wéahrend des
Untersuchungszeitpunktes antigenunabhangige Reifung der Tumorzellen wirde auch die
Tatsache sprechen, daB die Zellfarbung bei UK negativ fur die schwere Kette und bei beiden

Patienten negativ fur die leichte Kette des Oberflachenimmunglobulins ausfiel.

Trotzdem ist ein wirksames Antigen wahrend der Hypermutation der Tumorzellen (oder
deren Vorlaufer) nicht auszuschlieBen. Die hohe R/S-Ratio von 5/1 in den CDRs der
hypothetischen Ursprungszelle der beiden Klone des Patienten UK [aR3t die Vermutung zu, daf3
zumindest einige der Austauschmutationen positiv selektioniert wurden. Es ist auRerdem
moglich, dal’ nur sehr wenige der vielen beobachteten Mutationen affinitatssteigernd sind und
dadurch positiv selektioniert wurden. Die tibrigen Mutationen kdnnen entweder, funktionell
nicht stdrend, stochastisch tber das gesamte Gen verteilt worden sein und so die R/S-Analyse
»verschleiern®, oder sie sind erst hinzugekommen, als die Antigenabhéangigkeit der Reifung
durch ein transformierendes Ereignis bereits aufgehoben war. Niemand weil3 bisher, welches
Signal die Keimzentrumsreaktion beendet. Wird die Keimzentrumsreaktion vorzeitig beendet,
wenn bereits nach wenigen Hypermutationsrunden optimal bindende Immunglobuline
generiert wurden, oder findet sie erst gar nicht statt, wenn Antikdrper bereits in

Keimbahnkonfiguration hoch affin sind?
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Ein - wenn bei den wenigen untersuchten Fallen auch nur geringes - Indiz fur einen
funktionellen Ruckkopplungsproze wahrend der Antikdrperreifung ist die Tatsache, dal
beide Tumorsequenzen in sogenannten offenen Leserahmen und ohne Stop-Kodone vorliegen,
also theoretisch exprimiert werden kénnten. Sie unterscheiden sich in diesem Punkt von den
Hodgkin-Lymphomen, deren Immunglobulingene z.T. durch Mutationen unfunktionell
geworden sind. 8 Um diese Aussage zu verifizieren, sind Untersuchungen an mehreren

kutanen B-Zell-Lymphomen erforderlich.

Es ist zu fragen, ob die Mutationsanalyse zum Nachweis einer antigenabhangigen
Affinitatsreifung im Einzelfall immer so angewendet werden kann, wie sie oben beschrieben
wurde. Wieviele und welche der Aminosauren der CDRs sind denn tatséchlich an der
Antigenbindung beteiligt, also welche Mutationen haben einen EinfluR auf die Affinitat zum
Antigen? Konnen nicht auch veranderte FRs Auswirkungen auf die Affinitat zum Antigen
haben? Kristallographisch wurde zwar gezeigt, dal? die CDRs ungeféahr den an der Oberflache
des Antikdrpermolekdls liegenden Schleifen entsprechen, die flr die Antigenbindung
verantwortlich sind, aber nicht mit ihnen identisch sind. 5° Bereits eine geringe Verschiebung
der Bereiche fur die R/S-Ratio-Analyse kann den errechneten Quotienten dramatisch
verandern, da es sich in den meisten Fallen um statistisch kleine Zahlen handelt. So z.B.
vermindert nur eine einzige zusatzliche S-Mutation im antigenbindenden Bereich eine deutlich
»Selektionierte” R/S-Ratio von 8/1 auf einen ,,nicht selektionierten* Wert von 4, wie das bei
dem UKVHb5a-Gen der Fall ist, wenn der antigenbindende Bereich unterschiedlich definiert ist
(siehe Tabelle 9 auf Seite 44). So kann nach der contact definition MACCULLAMS, nicht aber nach
KABATs CDR/FR-Einteilung die Position 47 an der Antigenbindung beteiligt sein, die bei
UKVH5b und c gleich zweimal mutiert ist. Von den Residuen 26 bis 35 der, durch die
verschiedenen Definitionen umschriebenen, antigenbindenden Region 1 (CDR1, H1, CD1) sind
die Aminosauren der Positionen 26, 27, 28, 29, 31a und 34 und von den Residuen 47 bis 65 der
antigenbindenden Region 2 (CDR2, H2, CD?2) sind die Positionen 48, 49, 52b, 52c und 59-65
nach den Bindungsstudien MACCALLUMS nicht an der Antigenbindung beteiligt, 6° wovon die
Aminosauren an Position 26, 27, 29 und 34 den von CHOTHIA et al. flr die kanonischen
backbone-Strukturen der Schleife H1 verantwortlich gemachten Aminosauren entsprechen. 59
Austauschmutationen an diesen Stellen wirden aber in den herkémmlichen
Mutationsanalysen falschlicherweise voll zu Buche schlagen. (Eine vollstandige Ubersicht tiber

den Anteil der einzelnen Residuen an der Bindung zu unterschiedlichen, nach ihrer GroRRe
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sortierten, Antigenen [klein=Hapten, medium=Peptide/Karbohydrate, gro3=Proteine] findet
sich auf der Internet-Seite http://www.biochem.ucl.ac.uk/~martin/abs/MeanContacts.html.) Ein
weiterer Grund, die Mutationsanalysen kritisch zu hinterfragen, ist die Beobachtung, daf3
selbst Antikorper in Keimbahnkonfiguration Antigene fest binden kdnnen 93 oder dald ein
einziger Aminosaureaustausch die Affinitat wesentlich beeinflussen kann. 9495 Alle weiteren
wahrend der Hypermutation angesammelten Mutationen wuirden strukturell zwar geduldet
werden, hatten aber mit der Affinitatsreifung nichts zu tun. Desweiteren wird in der Arbeit
von TILGNER et al. eine Uberdurchschnittliche Anhdufung von Mutationen in der FR3
festgestellt. % In der Tat zeigten HILLSON et al., dal3 an der Bindung zum Staphylokokken-
Protein A Residuen der FRs beteiligt sind 97 und FOOTE & WINTER demonstrierten, wie FR-
Residuen die Konformation der CDRs und dadurch die Affinitat zum Antigen beeinflussen. %
Ein letzter Punkt, der bei der kritischen Betrachtung der Mutationsanalysen erwahnt werden
mulf3, ist die Tatsache, dal3 Mutationen nicht zuféllig Gber das variable Fragment des
Antikorpers verteilt sind, sondern sich in sogenannten hot spots konzentrieren (Ubersicht in
BETZ et al., 1993 99). Hierbei fallen Sequenzmotive auf, die bevorzugt mutiert werden (TAA und
RGYW 100 oder genauer CAGCT und AAGTT 99), wobei im Ergebnis der Mutationen
Transitionen (A« G und T« C) den Transversionen tberwiegen. Nattrlich kdnnen auch hot
spot-Mutationen durch ein Antigen selektioniert werden. In verschiedenen Antikdrpern, die als
Antwort auf unterschiedlichste Antigenreize generiert wurden, immer wieder auftauchende
gleiche Mutationspréaferenzen weisen aber auf einen intrinsischen ProzeR hin, der
antigenunabhangig ist, wie das anhand von Haufungen stummer Mutationen leicht
verdeutlicht werden kann. Interessanterweise findet sich in beiden Tumorgenen, UKVH5a,b,c
und ILVH3, die klassische Mutation an der hot spot-Position 31, zweite Base wieder, wie sie in
vielen anderen mutierten Vy-Genen gefunden wird: AGC® AAC (Ser® Asn). 9 Sie kann mit
hoher Wahrscheinlichkeit nur selten mit einer antigenspezifischen Affinitatsreifung in
Zusammenhang gebracht werden, wird aber, da in CDR1 liegend, haufig fur R/S-Analysen
mit herangezogen. 7982 Auch an anderen Positionen der beiden Tumorgene finden sich die
haufiger mutierten Triplets, die die Aminosédure Serin kodieren (AGC und AGT), in klassisch

mutierter Form wieder: Position 82a in UKVH5a,b,c und die Positionen 55 und 82b in ILVHS3.
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5.2 EINORDNUNG DER DATEN IN DIE GEGENWARTIGE KLASSIFIKATION PRIMAR KUTANER

LYMPHOME

Die in der Tabelle 1 auf Seite 5 wiedergegebene Einteilung der primar kutanen Lymphome
spiegelt den aktuellen Kenntnisstand tber die Tumorzellen und deren klinisches Verhalten
wider. 10 Einige nicht unwesentliche Detailfragen werden allerdings in der Literatur noch sehr

kontrovers diskutiert und kénnen derzeitig nicht abschliellend beantwortet werden.

5.2.1 Keimzentrumszell-Lymphom vs. Marginalzonenzell-Lymphom

So herrscht noch keine Einigkeit dartber, ob die Uberwiegende Mehrheit der primar kutanen
Lymphome von Keimzentrumszellen oder von Marginalzonenzellen ausgeht. Als Beispiel
seien der Artikel SLATERS 17 und die darauf folgende Reaktion WILLEMZES 101 angefuhrt. Die in
den Maltomen vorherrschende Zellpopulation wird als centrocyte-like cells bezeichnet, da sie
den Zentrozyten der Keimzentren hnelt. 102 Eine Eigenschaft der Maltomzellen ist die
follikulare Kolonisation, d.h. das Einwandern der Tumorzellen in reaktive Follikel, was
wiederum den Anschein erweckt, es handele sich um neoplastische Follikel nodulérer
Keimzentrumszell-Lymphome. Die Immunphéanotypisierung der primar KKZL (CD10-, bcl-2-),
in Distinktion zu den nodularen Keimzentrumszell-Lymphomen (CD10+, bcl-2+), wird von
manchen Autoren als Hinweis auf eine Verwandtschaft zu den Marginalzonenzellen (auch
CD10- und bcl-2-), und somit zu den Maltomen, gewertet. 17 Auch der Fakt, da3 B-Zellen in
gesunder Haut nicht vorkommen und erst durch einen Stimulus, éhnlich dem MALT-Gewebe
des Magens, akquiriert werden mussen, zieht Parallelen zu den Maltomen und fihrte zu dem
Begriff des SALT (skin associated lymphoid tissue). 17:34 In einer neueren Arbeit werden 15 kutane
Lymphome vom MALT-Typ, sieben davon als primér kutan, beschrieben und ihre Pravalenz
mit bis zu 25% angegeben. 103 Der Autor interpretiert in diesem Zusammenhang Ubrigens die
83 von SANTUCCI beschriebenen Falle priméar kutaner Lymphome 12 als mogliche Maltome, die
von SANTUCCI selbst als Mantelzell-Lymphome diskutiert werden. Auch die Arbeitsgruppe
um KERL beschrieb kirzlich primar kutane Marginalzonen-B-Zell-Lymphome. 104 Es ist
interessant, dal bei den Maltomen des Magens die high-grade Formen die haufigeren sind und
daf die von ISAACSON beschriebenen low-grade Maltome die Minderheit reprasentieren. Die
low-grade Formen weisen gentigend Charakteristika auf, die ihre Klassifikation als eigene
Entitat ermdglichten (siehe Kapitel 1.1.4). Die Blasten der high-grade Formen allerdings @hneln
noch mehr den Keimzentrumszellen als es die centrocyte-like Zellen tun. Einzig das Wissen um

die klonale Verwandtschaft der grof3en Zellen zu den centrocyte-like Zellen eines ,,gemischten*
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Maltoms lie3 die Aussage zu, daR es sich bei den grof3en Blasten nicht um

Keimzentrumszellen, sondern um morphologisch veranderte Marginalzonenzellen handelt. 47.49

Damit ware allerdings denkbar, dal3 die vorrangig gro3zelligen, diffus wachsenden primar
kutanen Keimzentrumszell-Lymphome aus Marginalzonenzellen bestehen, die wiederum aus
kleinzelligen, mehr charakteristischen Formen (z.B. Vorhandensein reaktiver Follikel)
hervorgegangen sind. Dieser Ubergang von kleinzelligen in groRzellige Tumorformen ist ein
eindeutiges Merkmal der KKZL, 10 und zwar, dhnlich den Maltomen des Magens, ohne eine
begleitende Veranderung der Malignitat des Tumors zu bewirken. Die gering pravalenten
Marginalzonen-Lymphome, die primar in der Haut gefunden werden, 103 stellten dann die

Vorstufe der haufig gefundenen ,,Keimzentrumszell-Lymphome* dar.

Die von uns untersuchten Lymphome beherbergen weder neoplastische, noch reaktive Follikel,
ihre Zellen ahneln Keimzentrumszellen und sie sind negativ fur slg, CD5 und CD10. Sie
entsprechen damit den Keimzentrumszell-Lymphomen der EORTC-KIassifikation. Es ist ein
unglucklicher Umstand, daf? sich die bereits vorliegenden Mutationsanalysen der nodalen
Keimzentrumszell-Lymphome 78-8088.105.106 njcht wesentlich von denen der Marginalzonenzell-
Lymphome 4647.83 unterscheiden: Fur beide konnten Hypermutationen nach
antigenselektioniertem Muster wie auch ongoing mutation gezeigt werden. Aus dem Grunde
bieten die vorliegenden Sequenzdaten tber die priméar kutanen Lymphome derzeit keine
Entscheidungshilfe in der Streitfrage Keimzentrumszell-Lymphome vs. Marginalzonenzell-

Lymphome.

5.2.2 High-grade vs. low-grade Tumorzellen

Auch die Beschreibung der Zellgré3e der Tumorzellen ist verwirrend. Das primar KKZL der
EORTC-KIlassifikation kann durch kleine Zellen (low-grade in friihen L&sionen) oder grole
Zellen (high-grade Blasten in spaten Lasionen) dominiert werden, ohne dafl von einer
blastischen Transformation - eine héhere Aggressivitat implizierend - gesprochen wird.
Aufgrund der langen Uberlebensraten der Patienten tiberwiegen insgesamt die groRen Zellen,
d.h. die high-grade Formen. 1112107 Dje KKZL der EORTC-Klassifikation sollen den
zentroblastisch/zentrozytischen Lymphomen der Kiel-Klassifikation entsprechen, 10 sie
wurden auch bisher so bezeichnet. Diese gehdren aber zu den low-grade, also Uberwiegend
kleinzelligen Tumoren, 8 da die Zentrozyten in der Uberzahl sind. 108 Dadurch kommt es zu

der Uberraschenden Feststellung ISAACSONS, dal die zentroblastisch/zentrozytischen
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Lymphome in der Haut extrem selten sind. 3 Die h&ufigen B-Zell-Tumoren der Haut
bezeichnet er als high-grade B-Zell-Lymphome, wobei er Ahnlichkeiten zu den

zentroblastisch/zentrozytischen Tumoren einraumt. 13

Bei den von uns untersuchten Lymphomen handelt es sich in beiden Fallen histologisch um
grol3zellige Formen (>50% Blasten). Einziger Unterschied ist das Vorhandensein von
Immunoblasten-dhnlichen Zellen im Fall des groRzelligen B-Zell-Lymphoms der unteren
Extremitat. Immunoblasten kdnnen theoretisch aber auch in KKZL gefunden werden, 10 und
sie sind andererseits keine Notwendigkeit fur die Diagnosestellung der grof3zelligen
Lymphome der unteren Extremitét. 35 Eine Subunterteilung der grofl3zelligen Lymphome in
zentroblastische oder immunoblastische Formen ist vom klinischen Gesichtspunkt fur die
primér kutanen grof3zelligen Lymphome nicht notwendig. 35 Sie ist auch in der REAL-
Klassifikation verlassen und die umfassende Bezeichnung diffuses grof3zelliges Lymphom
eingefuhrt worden, da erstens auch bei den nodalen Lymphomen keine klinischen
Unterschiede der einzelnen Subtypen bestehen und zweitens eine einheitliche Typisierung der
Tumoren durch verschiedene Pathologen der International Lymphoma Study Group nicht mdglich
war. ° In einer neueren Arbeit Uber diffuse grof3zellige nodale B-Zell-Lymphome konnte
desweiteren keine Korrelation zwischen Subtyp und Mutationsmuster gezeigt werden, was

auch gegen eine Subklassifizierung spricht. 82

5.2.3 Rolle des bcl-2 Proteins

Als Unterschied zwischen den beiden von uns untersuchten kutanen Lymphomen verbleiben
die Lokalisation, der klinische Verlauf und die unterschiedliche Expression des bcl-2 Proteins.
Der Nachweis des bcl-2 Proteins ist ein Charakteristikum der kutanen grof3zelligen Lymphome
der unteren Extremitat. 35 Der Tumor der Patientin IL ist bcl-2+. Nun wird hier allerdings ein
Merkmal bemiht, dessen Abwesenheit einerseits dazu dient, die priméar KKZL von den
nodalen zu differenzieren und dessen Vorhandensein andererseits die kutanen grof3zelligen B-
Zell-Lymphome der unteren Extremitéat von den KKZL abzugrenzen helfen soll. Von manchen
Autoren wird die Positivitat fur das bcl-2 Protein als Hinweis auf einen systemischen Prozel3
gewertet, was die ungtinstigere Prognose der groRzelligen Lymphome der unteren Extremitat
erklaren konnte. 14109 Auf einen systemischen Tumor weist die bcl-2 Expression aber nur dann
hin, wenn sie aufgrund einer t(14;18)-Translokation erfolgt, was bei den grof3zelligen B-Zell-

Tumoren der unteren Extremitét nicht der Fall sein soll. 36
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Das bcl-2 Protein, ein 26 kDa Protein, schitzt die Zellen vor dem programmierten Zelltod, der
Apoptose. 54 Das kodierende (Protoonko-) Gen befindet sich auf dem Chromosom 18. Es wird
exprimiert in fast allen kleinen Lymphozyten und extrafollikularen B-Zell-Blasten, aber nicht in
Keimzentrumszellen. Erst die Stimulierung des B-Zell-Rezeptors der Keimzentrumszellen
durch Antigene bewirkt die erneute Expression und bewahrt sie so vor der Apoptose. 54 Es ist
gut nachvollziehbar, dal Keimzentrumszellen mit einer t(18;14) Translokation und der daraus
folgenden erhdhten Expression des bcl-2 Proteins (bcl steht fur B-cell lymphoma) Ausgangszellen
fur ein unkontrolliertes Wachstums sein kénnen, wie es fur die nodalen Keimzentrumszell-
Lymphome typisch ist. ® Die Expression von Oberflachenimmunglobulinen der Tumorzellen
und deren Wechselwirkung mit Antigenen wéren dann theoretisch fur das Tumorwachstum
nicht erforderlich, ist aber tatsachlich der Fall. 97° Die Beobachtung, daR primar KKZL negativ
fur das bcl-2 Protein sind, macht einen anderen Pathomechanismus ftr die Entstehung der
KKZL wahrscheinlich. Viele der primar KKZL, vor allem die spaten Formen, sind allerdings
auch negativ fur das Oberflachenimmunglobulin, 1012110 wodurch eine Erklarung der
Tumorprogression dieser Lymphome als Folge von B-Zell-Rezeptor-Antigen-

Wechselwirkungen zumindest fir l1anger bestehende Lasionen schwerfallt.

Die Expression des bcl-2 Proteins ist in Keimzentrumszell-Lymphomen nicht zwingend an eine
t(18;14) Translokation gebunden. 111 Es wurde ein Zusammenhang zwischen der
Proliferationsrate von Lymphozytenpopulationen und der nicht t(18;14) abhangigen
Expression des bcl-2 Proteins hergestellt: Kleine ruhende B-Zellen und auch die CCL-Zellen der
Marginalzone der Maltome wie auch die Keimzentrumszellen der neoplastischen Follikel der
Keimzentrumszell-Lymphome, die allesamt eine geringe Proliferationsrate aufweisen,
exprimieren das bcl-2 Protein, wohingegen sowohl die stark proliferierenden Maltomzellen, die
die reaktiven Follikel der low-grade Lymphome kolonisieren, wie auch die physiologischen
Keimzentrumszellen das bcl-2 Protein nicht exprimieren. 48 Die hohe Proliferationsrate der
Tumorzellen des Patienten UK (80% der Zellen sind Ki-67 positiv), die typisch flr spéate
Lasionen ist, 12 kdnnte demnach eine Erklarung fur das Fehlen des bcl-2 Proteins sein. Die
Ursache der bcl-2 Expression der Tumorzellen der Patientin IL trotz ihrer hohen

Proliferationsrate wére bei Richtigkeit 0.g. These dann nur aufgrund einer t(18;14) vorstellbar.
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5.3 ZUR METHODE

Ziel wissenschaftlicher Untersuchungen ist es, immer tiefer in die Details unbekannter
Zusammenhéange einzudringen und dabei das Auflésungsvermdégen der Untersuchungs-
methode zu erhdhen. Hierin reihen sich auf dem uns interessierenden Gebiet die ersten
Mikromanipulationsversuche des vorigen Jahrhunderts, 112113 die geniale Idee MULLIS, DNA-
Molekule durch sich wiederholende Polymerisationszyklen zu vervielfaltigen (PCR), 114 die
erste Amplifikation von DNA aus Einzelzellen durch LI et al. im Jahre 1988, 115 die
Mikromanipulation von Zellpopulationen aus histologischen Préparaten fur nachfolgende
PCRs, 16 die Mikrodissektion von histologischen Praparaten nach der Methode von Pan et

al. 117 oder mittels eines Lasers oder selektiver UV-Bestrahlung 118 und schlief3lich die erstmalig
1993 beschriebene Mikromanipulation von Einzelzellen aus ihrem Gewebeverband und der

nachfolgenden Einzelzell-PCR 77 ein.

5.3.1 Einzelzell- vs. Populationsanalysen

Die Anwendung der Polymerasekettenreaktion in der Lymphomdiagnostik dient der
Darstellung monoklonaler Lymphozytenpopulationen. 119 Sie hat in der Routinediagnostik im
wesentlichen die aufwendigere Southern-Hybridisierung abgeldst. 120 Vervielfacht und
analysiert werden diejenigen DNA-Abschnitte, die physiologisch variabel sind: die
rearrangierten Gene fur die Antigenrezeptoren. Monoklonalitat wird durch ein, mittels
unterschiedlicher Methoden visualisiertes, monoklonales PCR-Produkt nachgewiesen. Fur die
Routinediagnostik wird hierfur aus Zellpopulationen (Blutzellen, Biopsiegewebe) extrahierte
DNA verwendet. Problematisch wird die Interpretation der PCR-Produkte, wenn der Anteil
der tumorspezifischen DNA an der Gesamt-DNA sehr gering ist und vor allem dann, wenn
besonders viel der Gesamt-DNA von reaktiven Lymphozyten stammt, da diese auch PCR-
fahige Hybridisierungsstellen fur die verwendeten Oligonukleotide bietet. Die klonalen Zellen
mussen mindestens 1%-5% der untersuchten Zellpopulation ausmachen, um eine monoklonale
Population nachweisen zu kdnnen, was der Sensitivitat der Southern-Hybridisierung
entspricht. 120 Deshalb gab es die verschiedensten Ansétze, die zu untersuchende
Zellpopulation einzugrenzen. 116-118 Ein weiterer Nachteil der Populationsanalysen ist die
Gefahr der Bildung von PCR-Hybriden, die synthetisiert werden, wenn adhnliche Molekdile,
hier verschiedene Vu-Gene, als Matritze die Population bilden. Nur zum Teil anpolymerisierte
Molekile kdnnen an &hnlichen Molekulen hybridisieren und weiter nach deren Matritze zu
Ende verlangert werden, was die Interpretationen von Mutationen erschwert. Auch der Fakt,

daf nicht rein monoklonale PCR-Produkte zwecks Sequenzierung kloniert werden mussen,
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erschwert die Mutationsanalysen: Fehlerhafte PCR-Produkte (Tag-Fehler) kénnen bei der
Ligation eingebaut werden. Intraklonale Diversitat anhand von unterschiedlichen Sequenzen
verschiedener angeimpfter Bakterienklone festzustellen ist nicht moglich. Es missen
mindestens die Produkte zweier unabhangiger PCR-Reaktionen kloniert und die zu
analysierende Sequenz in Klonierungen beider gefunden werden, um eine verlassliche

Aussage treffen zu kdénnen.

Neben der Mdglichkeit der Direktsequenzierung haben Analysen auf Einzelzellniveau den
Vorteil, Molekularbiologie und Zytologie eindeutig zu korrelieren. Es wird so mdglich, Zellen
verschiedener Morphologien (Immunoblasten, Zellen mit plasmozytischer Differenzierung,
etc.) dem Tumor zuzuordnen oder als reaktiv zu charakterisieren. Sie stellen damit eine
wesentliche Ergdnzung zu der derzeitig praktizierten Methode der immunophenotypischen
Leichtkettenrestriktion mit ihrer auf die einzelne Zelle bezogenen 50 %igen Wahrscheinlichkeit
(k vs. 1) dar. Sie bieten auBerdem die Mdglichkeit, die Lage der Tumorzellen im
Gewebeverband zu dokumentieren. Das ware bei den primar kutanen Keimzentrumszell-
Lymphomen mit histologisch sichtbaren Follikeln von Interesse, was wiederum einen Beitrag
zu der Diskussion Keimzentrumszellen vs. Marginalzonenzellen der primar kutanen B-Zell-
Lymphome leisten kann. Leider waren in keinem der von uns untersuchten Préparate Follikel
zu sehen, weshalb hierzu keine Aussagen gemacht werden kdnnen. Die Tumorzellpopula-
tionen, obwohl vorrangig grofRzellig, beherbergten in beiden Féallen auch kleine Zellen. Die
tumorspezifische Vu-Sequenz wurde in CD20+ Zellen unterschiedlicher Grof3e gefunden (Daten

nicht dargestellt).

Die molekularbiologische Untersuchung von Einzelzellen kann weiterhin erstmalig
verschiedene genetische Besonderheiten, wie z.B. eine t(18;14) und eine gleichzeitige virale
DNA, in ein und derselben Zelle aufzeigen, da eine Kombination von verschiedenen
Oligonukleotiden in der PCR mdoglich ist. Fur die Untersuchung antigenselektionierter
Hypermutationen in B-Lymphozyten und anschlieBenden Antigenbindungsstudien ist von
Bedeutung, dal? die Sequenz der schweren und der leichten Kette des Immunglobulins in ein

und derselben Zelle ermittelt werden kann. Derartige Analysen sind derzeitig in Arbeit.

5.3.2 Sensitivitat und Spezifitat der PCR-Diagnostik

Die Sensitivitat der PCR-Diagnostik bei B-Zell-Lymphomen liegt zwischen 70 % und 90 %, je

nachdem, ob FRI, Il oder Il als Bindungsstelle des 5’-Primers, bzw. eine Kombination der

5 Diskussion Seite 67



genannten Primer verwendet wurde. 120121 Dje angegebenen Sensitivitaten beziehen sich auf
solche Falle, die zuvor durch Southern-Hybridiserung bereits als monoklonal diagnostiziert
wurden. Bei der Routinediagnostik kutaner B-Zell-Lymphome an der Dermatologischen
Universitatsklinik der Charité Berlin werden bei ca. 50% der Patienten, deren klinisches,
histologisches und immunhistochemisches Gesamtbild eine Neoplasie vermuten laRt,
Monoklonalitat nachgewiesen (personliche Mitteilung PD Dr. A. Lukowsky, Leiter des
Routinelabors). Es ist zu betonen, daB sich dieser doch deutlich geringere Wert auf klinisch
verdéachtige und nicht auf durch Southern-Hybridisierung zuvor bestétigte Neoplasien bezieht,
wodurch die Ausgangsgrofie hoher ist. Ein weiterer Grund fur die geringere Sensitivitat ist die
Tatsache, daR es sich bei den primar kutanen B-Zell-Lymphomen um Entartungen stark
mutierter B-Zellen handelt, wie unsere Sequenzanalysen aufzeigen konnten. Die in der Praxis
gebrauchlichen Oligonukleotide wurden aber anhand von Sequenzibersichten der
Keimbahngene entwickelt, wonach die framework regions im Gegensatz zu den hypervariablen
Bereichen konservierte Strukturen darstellen. Sie werden allerdings (fast) ebenso mutiert wie
die CDRs (siehe Kapitel 5.1.3). Ob mit oder ohne Auswirkung auf die Aminosauresequenz
spielt fur die Primerbindung keine Rolle. Es ist also nicht verwunderlich, dal die Sensitivitat
der PCR zum Nachweis klonaler B-Zell-Populationen vom Lymphomtyp abhéangig ist: Die
nahezu unmutierten B-Zellen der B-CLL werden 100 %ig, die Keimzentrumszell-Lymphome

nur zu 70% nachgewiesen. 121

In der Routinediagnostik der Gesamt-DNA des Patienten UK konnte keine Monoklonalitat ftr
die schwere Kette des Immunglobulins nachgewiesen werden. Der bei dieser seminested PCR
verwendete 5’-Primer soll an FR3 binden (FR3a: 5’-ACACGGCYSTGTATTACTGT), die beiden
3’-Primer am Ju-Segment (LJHet: 5-TGAGGAGACGGTGACC und VLIHin:
5-GTGACCAGGGTNCCTTGGCCCCAG). Nachdem die Amplifikation und Sequenzierung
der variablen Region der Tumorzellen mit den Oligonukleotiden der Einzelzell-PCR (siehe
Material und Methoden) gelang, wurde offensichtlich, warum die Routine-PCR negativ war:
Die Tumor-DNA war in den dem 3’-Ende der Oligonukleotide komplementéaren Bereichen
mutiert. Dem Primer FR3a waren die viert- und funftletzte Position (Aminosaureposition 91)
und dem VLJHiy die letzte Position am 3’-Ende (Position 101) nicht mehr komplementar.
Gerade die Hybridisierung des 3’-Endes der Primer an den Matritzen ist fur eine erfolgreiche

PCR essentiell. 122
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5.3.3 (Un-)Zuverlassigkeit der Daten

Die Sensitivitat der Polymerasekettenreaktion ist auerordentlich hoch. Sie hangt primar von
der Anzahl der Zielmolekile und der Komplexitat der Nicht-Target-Molekdtile ab. 122 Wie in
mehrfachen Veroffentlichungen gezeigt wurde, kénnen sogenannte single-copy genes aus einer
haploiden Zelle amplifiziert werden. 77.115 Die Spezifitat wird durch die Oligonukleotide und
die Reaktionsbedingungen (Temperatur, Salzkonzentration) beeinfluf3t. Das Arbeiten auf

Einzelzellniveau birgt einige Besonderheiten gegeniiber dem Arbeiten mit Zellpopulationen.

Groliter Nachteil der Methode ist die fehlende Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, ein
wesentliches Erfordernis wissenschaftlichen Experimentierens. Die getroffene Aussage zu einer
bestimmten Zelle kann somit nicht bewiesen, nur durch die Art des Versuchsaufbaus glaubhaft
gemacht werden. Grofites Problem stellen hierbei Kontaminationen dar. Bereits eine geringe
Anzahl von (monoklonalen) Fremdmolektlen verhindert die Amplifikation des einen
gewunschten. Fremdmolektile kdnnen von kontaminierenden Zellen stammen oder DNA von
PCR-Produkten vorangegangener Reaktionen oder Plasmid-DNA friherer Klonierungen sein.
Um die Gefahr der Kontamination zu reduzieren, wurden die Mikromanipulation und die PCR
1. Runde jeweils in einem und die PCR 2. Runde in einem anderen Raum durchgefthrt. Der
Mikromanipulationsraum durfte nicht von Mitarbeitern, die zuvor an anderen PCR- und vor
allem Klonierungsarbeitsplatzen tatig waren, betreten werden. Die Mikromanipulation erfolgte
in sterilen Kitteln und Einmalhandschuhen, die Glaskapillaren wurden nach jeder
Manipulation einer Zelle gewechselt. Um die Gefahr der Kontaminationen wahrend der
Mikromanipulation beurteilen zu kénnen, wurden am gleichen Tag von der selben Biopsie
CD3-positive T-Zellen als Negativkontrolle gewonnen. Das Ansetzen der PCR-Chemikalien
wurde fur beide PCR-Runden durch Leerproben (alle Reagenzien ohne DNA) kontrolliert. Wie
die Ubersicht tber die Einzelzellanalyse des Patienten UK (Tabelle 8 auf Seite 40) allerdings
verdeutlicht, bestanden anfanglich groRe Kontaminationsprobleme. Mit Hilfe einer akribisch
gefuihrten Sequenzdatenbank aller bisher in unserem Labor amplifizierten und sequenzierten
Immunglobulingene konnten wir den Grof3teil als ,,laboreigene* Plasmide identifizieren. Es
gelang uns, die Haufigkeit der Kontaminationen deutlich zu reduzieren, nachdem wir uns
entschlossen, auch die Chemikalien fur die 2. Runde PCR im Mikromanipulationslabor zu
pipettieren. Nur das PCR-Produkt der 1. Runde und die Polymerase wurden in dem Raum
hinzugegeben, in dem die PCR 2. Runde erfolgte. Im Mikromanipulationsraum wurde, mit

Ausnahme des Zellkerns, nie DNA pipettiert!
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Mit Hilfe der Voruntersuchungen an den CB03-Hybridomzellen und den B-Zell-Infiltraten des
T-Zell-Tumors der Patientin MW konnten wir zeigen, dal wir in der Lage sind, sowohl
monoklonale als auch polyklonale B-Zell-Populationen zu untersuchen. Die Familienspezifitat
der Primer wurde anhand der MW-Sequenzen nachgewiesen. Einen Hinweis auf die
Zuverlassigkeit der Sequenzierung geben die MW-Daten: 14 der 21 sequenzierten Vu-Gene
liegen in Keimbahnkonfiguration vor, was eine geringe Fehlerrate der Polymerase andeutet.
Praktisch ist die Gefahr, durch Einbau falscher Nukleotide der Polymerase fehlerhafte
Sequenzen zu analysieren, in unseren Versuchen zu vernachlassigen. Anders als es bei den
Klonierungen der Fall ist, kann ein PCR-Fehler, selbst wenn er im ersten Zyklus der PCR
auftreten sollte, bei einer Direktsequenzierung nicht zu einer falschen Sequenz, sondern
hochstens zu einer Uberlagerung im Elektropherogramm fiihren. Die PCR-Fehlerrate (am
haufigsten wird G gegeniber einem T eingebaut 116) wird von den verschiedenen Labors und
Herstellern unterschiedlich angegeben. Neuere PCR-Protokolle mit geringeren dNTP- und
MgCl,-Konzentrationen haben die Fehlerrate deutlich gesenkt. Sie liegt bei ca. 5 x 10-6 pro
Zyklus. 122 |n verschiedenen Verdffentlichungen beschriebene Werte um 1,5 x 10-3 resultieren
aus der Summe der PCR- und Klonierungsfehler. 57.73 Um die Wahrscheinlichkeit eines
fehlerhaften Nukleotideinbaus weiter zu minimieren, haben wir fur die PCR 1. Runde ein
Tag/Pwo-DNA-Polymerasegemisch geringerer Fehlerrate verwendet. Die Tatsache, daf wir
keine intraklonale Diversitaten fanden, bietet die Mdglichkeit, eine Aussage zu der
Sequenziergenauigkeit zu machen. Von den 14 untersuchten Tumorsequenzen der Patientin IL
beispielsweise waren alle untereinander identisch. Alles in allem kdnnen unsere
Mutationsanalysen als auf sicheren Fii3en stehend betrachtet werden, da das
patientenspezifische Keimbahngen und die fehlerfreie Sequenz der Immunglobulingene der

Tumorzellen fur die Analysen zur Verfligung standen.

Ein Problem, das den Arbeits- und finanziellen Aufwand betrifft, ist die geringe Effizienz. Sie
lag in unseren Handen bei ca. 30% (UK 24,6 % und IL 31%) und ist damit &hnlich der von
KUPPERS et al. fur B-Zellen mit mutierten Vy-Genen angegebenen. 77 Die Ursachen dafur sind
vielseitig: Zwar werden die Einzelzellen aus 10 mm dicken Kryopréaparaten isoliert, die
Moglichkeit, dal? der interessierende Bereich des rearrangierten Chromosoms 14 durch die
Schnittfiihrung verlorenging, ist aber nicht auszuschlieen. Auch eine lagerungsbedingte
Degradierung des DNA-Molekuls ist moglich. Weiterhin ist nicht zu Gberprifen, ob die in die
Glaskapillare aspirierte Zelle tatséchlich in das PCR-GefaR Gberfuhrt oder ob das eine zu

amplifizierende Molekul wéhrend der Pipettierung der Polymerase nicht versehentlich wieder
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entfernt wurde. Hohe Temperaturen kénnen aulRerdem zu DNA-Doppelstrangbrtichen des
gewunschten Molekls fuhren, was eine Amplifizierung unmoglich macht. Auch die oben
erlauterte Variante, da Primerbindungen durch Mutationen der entsprechenden Bereiche
erschwert wurden, ist in Betracht zu ziehen. Die geringste Verunreinigung durch
sequenzéhnliche Molekiile, d.h. andere Immunglobulingene, tberdeckt die eigentliche PCR.
Die geringe Effizienz, der Zeit- und vor allem der Kostenaufwand machen die
Mikromanipulation und Einzelzell-PCR fur die Routineuntersuchungen derzeit ungeeignet. Sie
stellt aber definitiv eine innovative Methode dar, die vollig neue Fragestellungen in der

molekulargenetischen Forschung aufwerfen und beantworten kann.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit werden die Immunglobulinsequenzen von primér kutanen B-Zell-
Lymphomen untersucht und die Methoden der Mikromanipulation und Einzelzell-PCR
erstmalig in der dermatologischen Forschung angewendet. Mutationsanalysen der
Immunglobulingene von B-Lymphozyten kénnen Auskunft dartiber geben, in welchem
Stadium ihrer Entwicklung sich die B-Zellen zum Zeitpunkt ihrer Untersuchung befinden,

wodurch Ruckschlisse auf die Herkunft der Lymphomzellen moglich sind.

Wir untersuchten insgesamt 106 B-Lymphozyten von zwei Patienten mit primér kutanem B-
Zell-Lymphom, die in beiden Fallen aus mindestens zwei verschiedenen Biopsien gewonnen
wurden. Die Sequenzanalyse konnte sowohl fur das priméar kutane Keimzentrumszell-
Lymphom als auch fur das grof3zellige B-Zell-Lymphom der unteren Extremitat die
Tumorzellen als reife, mutierte germinal center-B-Zellen oder deren Abkémmlinge
identifizieren, was die histologische Beurteilung dieser Zellen als von Keimzentrumszellen
abstammend unterstitzt. Zumindest fur das Keimzentrumszell-Lymphom des Patienten UK
konnte nachgewiesen werden, dal3 die Zellen nach ihrer Transformation zu Tumorzellen noch
zur Hypermutation befahigt waren. Eindeutige Indizien fur eine antigenabhangige Verteilung
der Mutationen gibt es - die derzeitigen Analyseverfahren (R/S-Ratio) nutzend - nicht, was
aber die Rolle eines Antigens bei der Entstehung oder gar Progression des Tumorklons nicht
ausschlief3t, wie in der Diskussion ausfuhrlich erlautert wird. Anhand der vorliegenden
Sequenzen konstruierte single chains (Uber einen linker gekoppelte variable Fragmente der H-
und L-Kette) oder besser vollstandige antigenbindende Fragmente (H- und L-variables
Fragment plus den C1-Domanen) werden in Bindungsstudien die Frage der Spezifitat und

Affinitat der Tumorantikérper beantworten helfen.

Molekularbiologische Unterschiede zwischen beiden untersuchten Tumorentitéten bestehen
zum einen in der deutlich héheren Mutationsfrequenz sowie dem Fehlen von intraklonaler
Diversitat bzw. andauernder Mutation des Vu-Gens der Patientin IL mit dem grof3zelligen B-
Zell-Lymphom der unteren Extremitét. Es ist selbstverstandlich notwendig, mehrere Falle zu
untersuchen, um einen molekularbiologischen Unterschied zwischen den Keimzentrumszell-
Lymphomen und den grofRzelligen Lymphomen der unteren Extremitat zu konstatieren und

somit einen Beitrag fur die Klassifikation primar kutaner B-Zell-Lymphome zu leisten.
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Die Mikromanipulation und die molekularbiologische Untersuchung auf Einzelzellniveau
stellen kombiniert eine elegante und potente Methode dar, Tumorzellen exakt zu lokalisieren
und genetisch zu charakterisieren. Ihre Anwendung lait sich auf verschiedene Bereiche durch
die Verwendung geeigneter Oligonukleotide tGbertragen. Sie ermoglicht die Beantwortung
vollig neuer Fragestellungen, wie die exakte Verteilung der Zytokinexpression im

Gewebeverband und deren Zuordnung zu einzelnen Zellen, um nur ein Beispiel zu nennen.
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8 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

CCL centrocyte-like
CD a) contact definition
b) cluster of differentiation
CDR complementarity determining region
clg cytosolisches Ig
CLL chronische lymphatische Leukamie
CT Computertomographie
DCLWG  Dutch Cutaneous Lymphoma Working Group
DIR irregulare D-Gene
EORTC European Organization for Research and Treatment of Cancer
FR framework region
h Stunden
g Immunglobulin
IgH schwere Kette des Ig
IL Interleukin
KBZL kutanes B-Zell-Lymphom
KKZL kutanes Keimzentrumszell-Lymphom
MALT mucosa-associated lymphoid tissue
MZBZL Marginalzonen-B-Zell-Lymphom
PAS Periodic Acid Schiff reaction (Periodsdure-Leukofuchsin-Reaktion)
PBL periphere Blutlymphozyten
PCR polymerase chain reaction
REAL Revised European-American Lymphoma (Classification)
RSS Rekombinationssignalsequenz
slg surface (Oberflachen-) Ig
TdT terminale Desoxynucleotidyl-Transferase
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