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1. Einleitung

Primar kutane Lymphome sind neoplastische lymphoproliferative Erkrankungen von B- und T-Zellen in
der Haut mit einer Inzidenz von 1:100 000. Die Einordnung dieser Erkrankungen erfolgt derzeit in die
EORTC-Klassifikation fur primar kutane Lymphome, welche die am stérksten akzeptierte Klassifikation
unter den dermatologischen Onkologen darstellt (Willemze R, Blood, 1997).

Die Therapie der primar kutanen Lymphome orientiert sich an der Uberwiegend guten Prognose der
Erkrankungen. Zunehmend werden neuere immuntherapeutische Anséatze wie z.B. die Behandlung
von primar kutanen B-Zell-Lymphomen mit dem Anti-CD20-Antikorper (Rituximab) oder bei primar
kutanen T-Zell-Lymphomen die Anwendung von Vakzinierungen und von einem IL-2 Diphtherie-
Fusionsprotein (ONTAK) verfolgt.

Die Atiopathogenese primar kutaner Lymphome ist nicht detailiet bekannt. Es gibt jedoch
Anhaltspunkte, welche die Entstehung und Entwicklung einiger Entitéaten erklaren kénnte. So besteht
beispielsweise eine Assoziation zwischen dem Infektionserreger Borrelia burgdorferi und dem
Auftreten von primar kutanen B-Zell-Lymphomen. Andererseits kommt es beim Ubergang der
lymphomatoiden Papulose in ein grof3zelliges anaplastisches CD30+ Lymphom der Lymphknoten zur
Ansammlung genetischer Veranderungen, z.B. einer Mutation des TGF-3 Rezeptor-Gens, welche zur
Verhinderung von Apoptose der malignen Zellen fihren (Levi E, J Invest Dermatol, 2000; Mori M,
Blood, 1999; Schiemann WP, Blood, 1999).

Die Analyse von B- und T-Zellen aus den verschiedenen priméar kutanen Lymphomen vermittelt einen
Einblick in die Atiopathogenese dieser Erkrankungen. Mit Hilfe der Mikromanipulation und Einzelzell-
PCR kann die molekularbiologische Analyse in Abhangigkeit von histologischen Kriterien auf
zellindividueller Ebene erfolgen. Beispielsweise kdnnen Quantitat und Lokalisation von klonalen und
polyklonalen Lymphozyten in einem immunhistochemisch markierten Infitrat dargestellt werden. Die
Analyse der B-Zell-Rezeptor-Gene der schweren und der leichten Kette kénnen Auskunft tber die
bisherige Entwicklung einer B-Zelle geben und mit physiologischen Situationen, wie sie im
Lymphknoten oder im peripheren Blut zu finden sind, oder mit anderen Tumoren verglichen werden.
Die Methodik der Mikromanipulation und anschlieBenden Einzelzell-PCR eignet sich gut zur
Untersuchung priméar kutaner Lymphome und wurde in den vergangenen Jahren fr unterschiedliche

Fragestellungen etabliert und umfangreich zur Erforschung dieser Entitéten eingesetzt.

Die vorliegende Arbeit gibt einerseits einen Uberblick (iber den derzeitigen Kenntnisstand bei der
Klassifikation, Diagnostik und Therapie primar kutaner Lymphome, andererseits werden Analysen von
verschiedenen Entitaten der priméar kutanen Lymphome, welche mit Hilfe der Mikromanipulation und

Einzelzell-PCR durchgefihrt worden sind, dargestellt.



2. Primér kutane Lymphome

Die Beobachtung, dalR einige Lymphome Uber einen langeren Zeitraum ausschlieRlich an der Haut
auftreten, fuhrte zur Akzeptanz besonderer Entitéten, den primér kutanen Lymphomen. Problematisch
war dabei jedoch die Einordnung in die damals gebrauchlichen Klassifikationen, wobei vor allem die
histologischen Kriterien herangezogen wurden (Schmoeckel C, Arch Dermatol Res, 1979). Zunachst
dominierte die Kiel-Klassifikation (Gerard-Marchant R, Lancet, 1974), welche von der amerikanisch
gepragten Working Formulation abgeldst wurde (Cancer, 1982). 1994 wurde dann eine gemeinsame
Klassifikation durch die International Lymphoma Study Group entwickelt, welche den Namen REAL-
Klassifikation (Harris NL, Blood, 1994) erhielt. Damit war die Grundlage zum wissenschaftlichen
Erfahrungsaustausch und zur Durchfiihrung internationaler Studien geschaffen.

Die WHO-Klassifikation ist die aktualisierte Form der REAL-Klassifikation und wurde 1997 durch eine
Expertengruppe festgelegt (Virginia, 1997). Im Mittelpunkt dieser Klassifikation steht die Definition
einzelner Lymphomerkrankungen, die sich reproduzierbar diagnostizieren lassen. Die Einteilung
erfolgt auf zwei hierarchischen Ebenen: Zugehorigkeit zur B- oder T-Zell-Ebene und deren
Differenzierungs- bzw. Reifungsformen mit Unterscheidung von B- und T-Zelle und peripheren
Lymphomen.

Problematisch gestaltete sich weiterhin die Einordnung der primar kutanen Lymphome in die
genannten Klassifikationen (Kiel, Working Formulation, REAL), weshalb im Jahre 1997 eine spezielle
Klassifikation durch die EORTC- Cutaneous Lymphoma Study Group verdffentlicht wurde, welche vor
allem die prognostischen, aber auch die immunhistochemischen, zytogenetischen und
molekularbiologischen Besonderheiten der primar kutanen Lymphome beachtet (Willemze R, Blood,
1997). Diese Klassifikation ist die derzeit von den europaischen dermatologischen Onkologen am
haufigsten verwendete Klassifikation priméar kutaner Lymphome.

Auch in der neusten hdmatoonkologischen Klassifikation der WHO finden die kutanen Lymphome
nicht ausreichend Beriicksichtigung. So werden z.B. MF und SS zusammengefalit, obwohl es sich um

zwei verschiedene Erkrankungen handelt (Virginia, 1997).
2.1. Klassifikation, Histologie und Klinik primér kutaner B-Zell-Lymphome (CBCL)
Im folgenden wird die EORTC-Klassifikation fur primér kutane B-Zell-Lymphome mit ihren Entitaten

genauer dargestellt (Willemze R, Blood, 1997):

Tabelle I: EORTC-Klassifikation fur priméar kutane B-Zell-Lymphome (Willemze R, Blood, 1997)

Verlauf Histologische Entitat Haufigste Lokalisation
indolent . Keimzentrumszell-Lymphom (FCCL) . Stamm und Kopf

. Immunozytom (1Z) . Stamm und Extremitaten

. Marginalzonenlymphom (MZL) . Stamm und Extremitaten
intermediar . groRzelliges B-Zell-Lymphom (GBCLL) . untere Extremitéaten
provisorisch . intravaskulares grof3zelliges B-Zell-

Lymphom
. Plasmozytom . Stamm




Klinisch sind zwei Manifestationen der primar kutanen B-Zell-Lymphome zu unterscheiden:
das B-Zell-Lymphom am Stamm und Kopf vom grof3zelligen B-Zell-Lymphom an der unteren

Extremitat.

2.1.1. B-Zell-Lymphome am Stamm und Kopf
Die hier lokalisierten B-Zell-Lymphome haben indolente Verlaufe und unterteilen sich histologisch in

Keimzentrumszell-Lymphome, Immunozytome und Marginalzonen-Lymphome:

2.1.1.1. Keimzentrumszell-Lymphom (FCCL)

Anamnestisch beschreiben die Patienten den Beginn der Erkrankung mit dem Auftreten eines
rétlichen Knotens am Stamm oder Kopf (Abbildung 1a). Lasionaler Juckreiz ist ein haufig begleitendes
Symptom. Erythematdse Friihformen sind beschrieben. Beim Fortschreiten der Lasionen entwickeln
sich ulzerierende Tumoren und in ndherer Umgebung des primaren Manifestationsortes weitere
Knoten und Plaques. Regiondare Lymphknotenschwellungen sind stets abklarungsbedirftig.
Allgemeine Symptome wie Leistungsschwéache, Nachtschweill, Gewichtsverlust, Fieber bilden selbst
bei ausgedehnter Hautmanifestation die absolute Ausnahme (Cerroni L, Leuk Lymphoma, 2001). Die
Prognose der meist jiingeren Patienten ist gut. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt 97% (Willemze R,
Blood, 1997).

Das FCCL ist ein Tumor, welcher aus Follikelzentrumszellen, gewodhnlich einer Mischung aus
Zentrozyten (kleine schmale Zellen mit eingekerbtem Zellkern) und Zentroblasten (groRe Zellen mit
prominentem Kern), besteht (Abbildung 1c).

Unter Aussparung der Epidermis werden nodulédre und diffuse Infiltrate beobachtet, welche teilweise
aus reaktiven Infiltraten und teilweise aus Tumorzellen bestehen (Abbildung 1b). Vor allem bei langer
bestehenden Lasionen nimmt die Zahl der malignen B-Zellen im Infiltrat zu, die der
tumorinfiltrierenden Zellen ab. Schnell wachsende Tumore zeigen haufig groie monomorphe Zellen
mit gelapptem Kern. Die Prognose korreliert nicht mit der Zellmorphologie.

Immunhistochemische Charakterisierung der Tumorzellen: CD19+, CD20+, CD22+, CD79a+, slg+,
CD5-, CD10-, bcl-2-

Spezifische Translokationen: t[14;18] (Expression des bcl-2-Proteins) sehr selten, PCR-IgH-Gen:

klonales Rearrangement (Willemze R, Blood, 1997)

Abbildungen la: B-Zell-Lymphom Abbildung 1b: Zentrozyten, Zentroblasten Giemsa 20x,
Abbildung 1c: Anti-CD20-Farbung40x



2.1.1.2. Immunozytom / Marginalzonenlymphom (IZ / MZL)

Die Immunozytome und Marginalzonen-Lymphome gehéren prognostisch gesehen ebenfalls

zu den indolenten B-Zell-Lymphomen. Sie manifestieren sich jedoch seltener am Kopf und haufiger an
den Extremitaten und am Stamm in Form mehrerer kleiner rétlicher Knoten und Plaques (Abbildung
2a). In der Erfassung der prognostischen Daten hinsichtlich der 5-Jahres-Uberlebensrate wurden
diese Entitaten in der EORTC-Klassifikation fur priméar kutane Lymphome nicht unterschieden,
weshalb die gleichen Uberlebensdaten gelten (5-Jahres-Uberlebensrate 97%) (Willemze R, Blood,
1997).

Die eindeutige Unterscheidung des Immunozytom / Marginalzonen-Lymphom vom Keimzentrumszell-
Lymphom ist erst in den letzten Jahren vorgenommen worden und im Einzelfall nicht immer eindeutig
zu entscheiden, so daf? zunehmend mehr Immunozytome / Marginalzonen-Lymphome diagnostiziert
werden. Cerroni et Kerl gehen von einem Anteil dieser Entitdten von ca. 50% aller indolenten
Lymphome aus (Cerroni L, Am J Surg Pathol, 1997; Cerroni L, Blood 2002).

In der EORTC-Klassifikation werden das Immunozytom und das B-Zell-Lymphom vom Marginalzonen-
Typ aufgrund der gemeinsamen Ursprungszelle zusammengefafit.

Histologisch findet man monozytoide und zentrozytendhnliche neoplastische B-Zellen. In einigen
Fallen werden auch Zentroblasten, Zentrozyten und Immunoblasten gesehen. Bei Bildung reaktiver
Follikel befinden sich die Tumorzellen in der Randzone (Marginalzone) (Abbildung 2b), kénnen jedoch
auch in die Keimzentren infiltrieren (follikulare Kolonisation). Diese Entitat ist mit den MALT-
Lymphomen vergleichbar. Immunhistochemische Charakterisierung der Tumorzellen: slg+, clg+/-,
CD79+, CD20+/-, CD5-, bcl-2-/+, Spezifische Translokationen: t[11;18], Trisomie 3, PCR-IgH-Gen:

klonales Rearrangement (Willemze R, Blood, 1997)
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Abbildung 2a: Marginalzonen-Lymphom Abbildung 2b: Marginalzonen-Lymphom, Anti- k-Farbung 40x

2.1.2. Intermedidr aggressives groRzelliges B-Zell-Lymphom an der unteren Extremitat
(GBCLL)

Es handelt sich bei dieser Entitdt um eine prognostisch unginstige Variante des primar kutanen B-
Zell-Lymphoms. Innerhalb weniger Wochen entwickeln sich erythematds-livide, unscharf begrenzte,
schmerzlose, rasch progrediente Knoten und Plaques, deren Infiltrat teilweise bis in tiefere
Gewebeschichten und in die Muskulatur reicht (Abbildung 3a). Ein Lymphknotenbefall der Leiste ist
haufig und sollte stets durch Exstirpation eines sonographisch suspekten Lymphknotens oder durch
szintigraphische Markierung und histologische Untersuchung des die Lé&sion drainierenden



Lymphknotens abgeklart werden. Unbehandelt manifestiert sich diese Entitat innerhalb kurzer
Zeitraume extrakutan. Die Prognose der meist dlteren Patienten (Alter > 70 Jahre) ist mit einer 5-
Jahres-Uberlebenszeit von 57% schlechter als bei den indolenten Lymphomen (Willemze R, Blood,
1997).

Bei dieser Entitat dominieren histologisch grof3e B-Zellen (Immunoblasten, seltener Zentroblasten und
Zentrozyten), welche in diffusen, nicht epidermotropen Infiltraten angeordnet sind und klinisch meist
am Bein lokalisiert sind (Abbildung 3b/3c).

Immunhistochemische Charakterisierung der Tumorzellen: CD19+, CD20+, CD22+, CD79a+, clg+
und/oder slg+ bcl-2+

Spezifische Translokationen: t[14;18] + (Expression des bcl-2-Proteins), PCR-IgH-Gen: klonales
Rearrangement (Willemze R, Blood, 1997)
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Abbildung 3a: B-Zell-Lymphom mit Abbildung 3b: groRzelliges B-Zell-Lymphom Giemsa 40x
Manifestation am Bein Abbildung 3c: Immunoblasten, Zentroblasten, Mitosen, 80x

2.1.3. Diagnostik und Verlaufskontrolle kutaner B-Zell-Lymphome

Klinische Voraussetzung fir die Einordnung priméar kutaner B-Zell-Lymphome in die EORTC-
Klassifikation ist der Ausschluf3 einer extrakutanen Manifestation des Hautlymphoms. Dafir wird
folgende Diagnostik empfohlen: Erfassung von B-Symptomen (Fieber, Nachtschweil3,
Gewichtsverlust), Blutuntersuchungen (Differential-Blutbild, FACS, PCR fir die IgH- und TCR-y-Gene,
Serum-Elektrophorese mit Immunfixation, Parameter fir Leber und Niere, Entzindungsparameter,
Borrelienserologie), Urinstatus, Bence-Jones-Protein, Knochenmarkbiopsie (Histologie und Zytologie),
Rontgen-Thorax, Ultraschall des Abdomens wund der cervikalen, axillaren, inguinalen
Lymphknotenregionen, CT bei suspekten Befunden im Lymphknoten- und Abdomen-Ultraschall,
Schadel-CT bei Manifestation des B-Zell-Lymphoms an Kopf und Hals, CT bzw. MRT bei
Manifestation des B-Zell-Lymphoms am Bein, Lymphabstromszintigraphie zur nachfolgend
histologischen Analyse des die Lasion drainierenden Lymphknotens, Fotodokumentation (Gellrich S,
Hautarzt, 2000; Gellrich S, Klinikarzt, 2002).

Nach erfolgter Behandlung sollte alle 3 bis 6 Monate eine Verlaufskontrolle erfolgen, die sich auf die
klinischen Aspekte der Hauterscheinungen und méglichen LymphknotenvergréRerungen, konzentriert.
Die bildgebenden Untersuchungen werden Uberwiegend mittels Ultraschall-Untersuchungen realisiert
und nur bei begriindetem Verdacht auf eine extrakutane Manifestation durch eine CT-Untersuchung
erganzt. Paraklinisch ist erfahrungsgeman die Analyse des Differential-Blutbildes und der PCR fir die

IgH- und TCR-y-Gene ausreichend, solange keine Manifestation des Lymphoms besteht.
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In der Routine-PCR-Analyse der Gesamt-DNA (bulk) aus der Haut kénnen klonale Immunglobulin-
Gen Amplifikate nur in ca. 50-90% der Falle identifiziert werden, obwohl es sich um histologisch
sichere B-Zell-Lymphome handelt (Child FJ, Br J Dermatol, 2001; Child FJ, J Invest Dermatol, 2001).
In einem Patienten mit FCCL wurde auf Einzelzell-Ebene das individuelle Tumorgen der schweren
Kette des Immunglobulins amplifiziert, wobei in der Routinediagnostik jedoch kein klonales Amplifikat
gewonnen werden konnte (Golembowski S, Immunobiol, 2000). Nach Analyse der Primer zeigte sich,
daf? die FR3-Region dieses Patienten so stark mutiert war, dal die Routine-Primer nicht an das Gen
binden konnten (siehe auch Abschnitt 5). Die Einzelzell-Primer setzen im FR1 und in der JH-Region
an. Diese Regionen sind wesentlich seltener mutiert. Diese interessante Nebenbeobachtung von
Mutationen an Primerbindungsstellen dirfte ein Grund fir die niedrige Effizienz der Routine-PCR
darstellen (Child FJ, J Invest Dermatol. 2001)

2.1.4. Therapie kutaner B-Zell-Lymphome

Die Behandlung primér kutaner B-Zell-Lymphome orientiert sich an der guten Prognose dieser
Erkrankung (Willemze R, Blood, 1997; Grange F, Ann Dermatol Venereol, 2002) Die Therapie hangt
von der klinischen Manifestation, dem histologischen Befund und der Ausbreitung des Lymphoms
(unilokular, multipel, sekundar extrakutan) ab. Im folgenden sollen die derzeit akzeptierten Therapien

vorgestellt werden.

2.1.4.1. Lokale Behandlung

Bei unilokularer Manifestation eines niedrig malignen CBCL, mit einem Durchmesser kleiner 3 cm,
sollte eine vollstandige Exzision vorgenommen werden (Willemze R, Blood, 1997; Watsky KL, J
Dermatol Surg Oncol, 1992; Zenahlik, Hautarzt, 2000).

Eine lokale Anwendung der Rodntgenweichstrahltherapie (Einzeldosis 3-4 Gy, Gesamtdosis 30Gy)
oder von schnellen Elektronen (Summendosis 30Gy) kann ebenfalls durchgefiihrt werden. Diese
Therapieform eignet sich besonders in Regionen, welche einer Exzision schlecht zuganglich sind, wie
z.B. bei einem Lymphom am Augenlid (Willemze R, Blood, 1997; Watsky KL, J Dermatol Surg Oncol,
1992; Zenabhlik, Hautarzt, 2000).

Beide Optionen koénnen auch kombiniert angewendet werden, indem zunédchst exzidiert und
anschlieend bestrahlt wird.

Als lokale Chemotherapie ist die intralasionale Gabe von Cisplatin mdglich (Kempf W, Arch Dermatol,
1998). Durch diese MaRnahmen kann bei unilokularen Herden oft eine lebenslange Vollremission
erreicht werden.

Eine Ausnahme bildet das grof3zellige B-Zell-Lymphom der unteren Extremitat. Aufgrund seiner
Aggressivitat sollte eine Exzision kleinerer Herde erfolgen, welche mit nachfolgender Radiatio und
Immuno- oder Chemotherapie kombiniert wird. Bei Befall der regionaren Lymphknoten (Nachweis
Uber sentinel lymph node biopsy) (Starz H, Cancer, 1999) empfiehlt sich auch eine Bestrahlung der

Leisten- und Beckenlymphknoten der ipsilateralen Seite.
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2.1.4.2. Immuntherapie

B-Zell-Lymphome der Haut, vor allem mit multiplen oder sehr grof3en Lasionen, kdnnen oftmals durch
Exzision und Bestrahlung nicht kurativ behandelt werden. Darum konnen bei diesen Patienten
systemische Immuntherapien eine Anwendung erfahren. Mdglich sind eine kombinierte Behandlung
mit Interleukin 2 und Interferon a2a subkutan (Zenone T, Eur J Cancer, 1994) oder die Gabe des Anti-
CD20-Antikorpers Rituximab intralasional und / oder intravends, bei vorherigem histologischen
Nachweis von CD20+ Tumorzellen. Die Vor- und Nachteile sowie die Wirksamkeit dieser
Behandlungsregimes werden derzeit in kontollierten Anwendungsbeobachtungen bei Patienten mit
primar kutanem B-Zell-Lymphom erfaf3t (Bonnekoh B, J Cancer Res Clin Oncol, 2002; Soda R, Acta
Derm Venereol, 2001; Aboulafia DM, Am J Clin Oncol, 2001; Gellrich S, Hautarzt, 2001; Heinzerling
LM, Cancer, 2000; Sabroe RA, Br J Dermatol, 2000; Heinzerling L, Arch Dermatol, 2000).

Die Immuntherapie mit dem therapeutischen Anti-CD20-Antikdrper (Rituximab) Mabthera® hat Einzug
in die Therapie primar kutaner B-Zell-Lymphome gehalten. Dabei zeichnen sich 2 Strategien in der
Dermatologie ab:

Intravendse Therapie

Die i.v.-Applikation von Rituximab bei Anwendung von 4 bis 8 Zyklen (Dosierung 375mg/m2/KO
erfolgt 1x wochentlich). Bei beiden Anwendungszeitrdumen wurde Uber ein Ansprechen der Lasionen
berichtet, wobei nach 8 Zyklen eine hohere Vollremissionsrate erreicht wird als nach 4 Zyklen
(Bonnekoh B, J Cancer Res Clin Oncol, 2002; Soda R, Acta Derm Venereol, 2001; Aboulafia DM, Am
J Clin Oncol. 2001; Gellrich S, Hautarzt. 2001; Heinzerling LM, Cancer, 2000; Sabroe RA, Br J
Dermatol, 2000; Soda R, Acta Derm Venereol, 2001). Bisher gibt es jedoch lediglich
Anwendungsbeobachtungen und noch keine Studien, was durch geringe Fallzahlen von primar
kutanen B-Zell-Lymphomen und durch das kostenintensive Medikament bedingt ist. Es wurde ein
Protokoll entwickelt, welches die gezielte Anwendungsbeobachtung erlaubt. Folgende Daten liegen
bei unseren Patienten vor:

Bei 11 Patienten ist die Behandlung mit 8 Zyklen Rituximab i.v. abgeschlossen. Es haben 9/11
Patienten auf die Therapie angesprochen. Bei 7/11 Patienten konnte ein vollstandiges Abheilen, bei
2/11 Patienten eine partielles Abheilen und bei 2/11 Patienten ein Fortschreiten der
Hautveranderungen gesehen werden. 4/11 Patienten entwickelten bisher ein Rezidiv, wobei die

rezidivfreie Zeit zwischen 1 und 24 Monaten anhielt. Ein klinisches Beispiel ist in den Abbildungen 4a

und 4b dargestellt.

Abbildung 4a: vor Therapie Abbildung 4b: nach Therapie mit 8 Zyklen Rituximab
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Histologisch konnte eine komplette Remission bei 3 Patienten und eine fraglicher Nachweis von
Tumorzellen bei 2 von 7 untersuchten Biopsien nach Therapie gezeigt werden.

ber die Wirksamkeit des Anti-CD20-Antikdrpers bei Patienten mit grof3zelligem B-Zell-Lymphom der
unteren Extremitat gibt es widerspriichliche Erfahrungen (Bonnekoh B, J Cancer Res Clin Oncol,
2002; Aboulafia DM, Am J Clin Oncol, 2001; Heinzerling LM, Cancer, 2000). Die Autoren berichten in
Einzelfalldarstellungen Uber ein gutes Ansprechen bei diesen Patienten. Diese Ergebnisse konnten
wir jedoch bei unseren Patienten nicht bestatigen. Von 3 Patienten haben 2 Patienten ein Ansprechen
gezeigt, jedoch in keinem Fall wurde eine kompletten Remission erreicht.

Intraldsionale Therapie

Die zweite Mdglichkeit der Rituximab-Therapie ist die intraldsionale Gabe. Dabei wird das Medikament
in und um die Lasion appliziert. Diese Therapieform ist derzeit im Gegensatz zur i.v.-Applikation nicht
zugelassen. Im Rahmen individueller Heilversuche gibt es jedoch Einzelbeobachtungen, welche ein
gutes Ansprechen der Lasionen dokumentieren (Heinzerling LM, Cancer, 2000; Paul T, Br J Dermatol,
2001) Derzeit wird ein Protokoll mit der EORTC-cutaneous lymphoma group entwickelt zur
intraldsionalen Anwendung dieses Medikamentes im Rahmen einer internationalen Studie.

In der wissenschaftlichen Erprobung sind weiterhin Immuntherapien im Rahmen von
Vakzinierungsstrategien. Bei anderen Malignomen, z.B. Melanom (Hipp JD, In Vivo, 2000) und
Nierenzell-Karzinom (Holtl L, J Urol, 1999) aber auch bei systemischen Non-Hodgkin-Lymphomen
liegen bereits positive Erfahrungen vor. (Hawkins RE, Blood, 1994).

2.1.4.3. Systemische Therapie

Eine Assoziation kutaner B-Zell-Lymphome mit Borrelia burgdorferi-Infektionen wurde beschrieben, so
dal? bei positivem 1gG- oder IgM-Titer immer eine Behandlung mit Ceftriaxon (2g/d i.v. Uber 2
Wochen) erfolgen sollte. Unter einer antibiotischen Therapie wurden Regressionen beobachtet
(Cerroni L, J Cutan Pathol, 1997; Zenahlik P, Hautarzt, 2000).

Auch uber die Wirksamkeit einer lokalen antiviralen Therapie mit Aciclovir in Kombination mit einer
Reduzierung der Immunsuppression nach Transplantation wurde berichtet (Mozzanica N, J Heart
Lung Transplant, 1997)

Problematisch bei der Behandlung priméar kutaner B-Zell-Lymphome stellen sich multiple Lasionen,
eine sekundar extrakutane Beteiligung sowie besonders die Manifestation des seltenen, prognostisch
unglnstigen grof3zelligen B-Zell-Lymphoms der unteren Extremitét dar. Diese konnen durch die bisher
genannten Therapiemodalitdten nur schlecht beeinflu3t werden.

Exzision und Radiotherapie sollten nach Mdglichkeit angewendet werden, fihren jedoch nicht zur
Vollremission. Eine Chemotherapie (6 Zyklen CHOP, COP, MACOP) kann zur Regression (PR, CR)
des Befundes filhren (Watsky KL, J Dermatol Surg Oncol, 1992; Nagatani T, J Dermatol, 1993;
Rijlaarsdam JU, J Clin Oncol, 1996) und sollte unter nachfolgender Anwendung von Interferon a2a (3x
3 Mio IE pro Woche) oder Anti-CD20-Antikérper als Erhaltungstherapie stabilisiert werden. Neuste
Ergebnisse zeigen ein 100% Ansprechen und eine langer anhaltende Remission von Patienten mit
nodalen  non-Hodgkin-B-Zell-Lymphomen nach einer kombinierten CHOP-  Rituximab-
Chemoimmunotherapie (Portlock CS, Curr Oncol Rep 2002; Akhtar S, N Engl J Med, 2002). Dieses
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Therapieschema sollte vor allem auch fir die Behandlung der aggressiveren grof3zelligen B-Zell-
Lymphome der unteren Extremitat in Erwagung angewendet werden.

Im Stadium [1I/IV mit extrakutaner Beteiligung sollte auch eine autologe Knochenmarktransplantation
in Erwagung gezogen werden. Die positiven Erfahrungen bei nichtkutanen non-Hodgkin-Lymphomen,

existieren fur primar kutane B-Zell-Lymphome derzeit nicht.

2.2. Klassifikation, Histologie und Klinik primar kutaner T-Zell-Lymphome (CTCL)
Die EORTC-Klassifikation der primér kutanen T-Zell-Lymphome erfolgt ebenfalls entsprechend dem

klinischen Verlauf und soll im folgenden dargestellt werden:

Tabelle Il: EORTC-Klassifikation fir primar kutane T-Zell-Lymphome(CTCL)
(Willemze R, Blood, 1997)

Verlauf Histologische Entitat Haufigste Lokalisation
indolent . Mykosis fungoides (MF) . Innenseiten der Extremitéten, seitlicher
. Mykosis fungoides mit Mucinosis follicularis Stamm, Kopf
. Pagetoide Retikulose (PR) . Extremitaten
. Grof3zelliges CD30+T-Zell-Lymphom . Keine
(CD30+LTCL)
. Lymphomatoide Papulose (LyP) . keine
aggressiv . Sézary-Syndrom (SS) . gesamtes Integument
. Grof3zelliges CD30- Lymphom (CD30- . keine
LTCL)
provisorisch . Granulomatous slack skin . keine
. klein-bis mittelgro3zelliges pleomorphes T- keine
Zell-Lymphome (smpTCL)
. Subkutanes pannikulitis like Lymphom . keine

Nur die relevanten Entitaten, vor allem in Bezug auf die publizierten Arbeiten, werden etwas

detailierter dargestellt.

2.2.1. Mykosis fungoides (MF)

Die haufigste lymphoproliferative T-Zell-Erkrankung der Haut ist die Mykosis fungoides. Die
Erstbeschreiber waren Alibert und Bazin (Alibert JLM, Barriois I'Ainé et Fils, 1806) , welche die
Erkankung entsprechend dem Kklinischen Erscheinungsbild bezeichneten: nadmlich dem pilzartigen
Aufschie3en von Tumoren, der ,pilzartigen Pilzerkrankung“.

Die Erkrankung verlauft in 3 klinischen Stadien. Die Hautveranderungen der 3 Stadien kdnnen
nebeneinander bestehen:

Ekzemstadium: Atrophische Makeln mit pityriasiformer Schuppung an Oberarm- und
Oberschenkelinnenseiten sowie am seitlichen Stamm dominieren und sind teilweise mit Juckreiz

verbunden. Die Abgrenzung zur Parapsoriasis en plaques (Pep) kann schwierig sein, wobei heute ein
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Ubergang der groRfleckigen Pep in eine MF fir moglich gehalten wird. Einige Patienten kdnnen mit
einer MF im Ekzemstadium viele Jahre leben, ohne dalR ein wesentlicher Progrel3 der Erkankung
beobachtet wird. Bei anderen Patienten treten nach Monaten bis Jahren zusétzlich Plagues und
Tumoren auf (Abbildung 5a).

Plaguestadium: Die ekzematdsen Herde sind durch zunehmende Infiltrationen gekennzeichnet. Es
treten Plaques mit Schuppung, selten mit Erosionen auf. Eine Lymphknotenbeteiligung durch die
Tumorzellen ist mdglich (Abbildung 5b).

Tumorstadium: Die Manifestation von Tumoren tritt in der Regel erst nach jahrelanger Krankheit auf
(Abbildung 5c).

Es gibt jedoch eine Manifestationsform der MF (Mycosis fungoides d’ emblée), bei welcher schon zu
Beginn der Erkrankung Tumoren dominieren. Diese Sonderform wird heute als pleomorphes oder
anaplastisches Lymphom diagnostiziert.

Als weitere Sonderform ist die Mucinosis follicularis bei Mykosis fungoides zu werten. Hier ist eine
Zerstorung von Haarfollikeln durch die infiltrierenden Tumorzellen zu beobachten und damit klinisch
eine Alopezie in den betroffenen Arealen sichtbar.

Die Einteilung der MF nach der TNM-Klassifikation wird insbesondere fir die Beurteilung von
Ergebnissen in Studien verwendet, ist jedoch aus klinischer Sicht umstritten, da sowohl der
guantitativen Erfassung der Tumoren als auch dem rezidivierenden Auftreten der Hautveranderungen

nur ungenigend Rechnung getragen wird.

Tabelle lll: TNM-Staging der Mykosis fungoides

Stadium TNM Klinik

1A pT1 NO MO Ekzem, Plaque<10%KO

1B pT2 NO MO Ekzem, Plaque>10%KO

IIA pT1-2N1 MO Ekzem, Plaque, LK-VergréRerung ohne
Lymphomnachweis

1B pT3 NO-1 MO Ekzem, Plaque, Tumor

I} pT4 NO-1 MO Erythrodermie, kein Lymphomnachweis
im Lymphknoten

IVA pT1-4 N2-3 MO Ekzem, Plaque, Tumor, Nachweis von
Lymphomzellen im LK

VB pT1-4 NO-3 M1 Ekzem, Plaque, Tumor, Nachweis von

Lymphomzellen im LK mdglich,

Organbefall

Histologisch ist im Stadium des Ekzems der Mykosis fungoides ein perivaskulares bis bandférmig
konfluierendes, subepidermales Infiltrat zu sehen. Die Tumorzellen sind pleomorphe CD3+, CD4+,
CD8-, CD45R0-, CD30- T-Lymphozyten mit zeribriformem Zellkern. Untermischt ist das Infiltrat von
CD3+, CD8+ Lymphozyten, Histiozyten, Eosinophilen und Plasmazellen.

Im Plaguestadium nimmt das subepidermale Infiltrat zu. Charakterisitisch ist das Aufsteigen von
Tumorzellen in die Epidermis. Solche gruppiert angeordneten, intraepidermalen Lymphozyten werden
als Pautrier'sche Mikroabszesse bezeichnet und sind im Falle des Auftretens wegweisend fur die
Diagnose (Abbildung 5d). Das Tumorstadium ist histologisch durch ein Uberwiegen der pleomorphen,

jetzt teils anaplastischen Tumorzellen im zunehmenden dermalen Infiltrat gekennzeichnet. Klinisch



15

korreliert die Ansammlung der Tumorzellen mit der Entstehung von Knoten, welche oberflachlich
exulzeriert sein kénnen. Die Expression der Oberflachenmolekiile CD3 und CD4 kann verloren gehen.
Zuséatzlich kann das CD30-Molekil exprimiert werden, was bei der MF als prognostisch unglnstig gilt.
(Willemze R, Blood, 1997)

Je weiter die Erkrankung fortgeschritten ist, umso haufiger 1aRt sich molekularbiologisch ein klonales
T-Zell-Rezeptor (TCR)-y- oder TCR-B- Gen nachweisen (Whittaker S, Curr Top Pathol, 2001,
Lukowsky A, Hautarzt, 1998). LaRt sich in Haut und Blut ein identischer T-Zell-Klon zu Beginn der
Erkankung nachweisen, spricht das fir eine schlechtere Prognose eines kutanen T-Zell-Lymphoms
(Beylot-Barry M, J Invest Dermatol, 2001).

Abbildung 5a: Mykosis fungoides, Ekzemstadium

Abbildung 5c: Mykosis fungoides, Tumorstadium Abbildung 5d: Mykosis fungoides, HE 20x

2.2.2. Pagetoide Retikulose (PR)

Diese Erkrankung, auch als epidermale Variante der MF bezeichnet, schreitet sehr langsam ohne die
Beteiligung extrakutaner Organe fort und hat eine ausgezeichnete Prognose. Klinisch wird der
lokalisierte Typ (Woringer-Kolopp) vom disseminierten Typ (Ketron-Goodman) unterschieden.
Histologisch dominiert eine Akanthose, eine spongiotische Epidermis mit grof3en, atypischen
pagetoiden Zellen, welche einzeln oder in Nestern angeordnet sind. Immunphéanotypisch stellen sie
sich CD3+, CD4+, CD8- oder CD3+, CD4-, CD8+ dar. CD30 kann exprimiert werden. Ein klonales

Rearrangement fur das TCR-y-Gen kann meist nachgewiesen werden (Willemze R, Blood, 1997).
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2.2.3. CD30+ groRzelliges Lymphom (CD30+LTCL)

In der EORTC-Klassifikation fir kutane Lymphome stellt dieses Lymphom eine Entitat dar. Die 5-
Jahres-Uberlebenszeit betragt 90% und ist damit wesentlich besser als bei den CD30- groRzelligen T-
Zell-Lymphomen der Haut oder auch bei den CD30+ extrakutanen Lymphomen (Willemze R, Blood,
1997).

Klinisch manifestieren sich die L&sionen unabhangig von der Zellmorphologie (anaplastisch,
immunoblastisch, pleomorph) als einzelne oder multiple Knoten oder Tumoren, welche oberflachlich
erodiert sein kdnnen (Abbildung 6a).

Histologisch ist das Infiltrat durch groRe Zellen mit rundem bis ovalen, irregulér eingekerbtem Kern
und prominentem Nukleolus charakterisiert. Die Tumorzellen exprimieren mehrheitlich das CD30-
Antigen und zeigen meistens den Verlust einzelner oder aller Pan-T-Zell-Marker (CD2, CD3, CD5)
(Abbildung 6b). Fast immer wird ein klonales TCR-y-Gen nachgewiesen (Willemze R, Blood, 1997).
Es gibt jedoch auch CD30+ Grenzfalle, so dal3 eine Unterscheidung zwischen CD30+LTCL und LyP
schwierig sein kann. Nur bei Berticksichtigung des klinischen Erscheinungsbildes und des Verlaufs ist

die Diagnose eindeutig zu stellen.

Abbildung 6a: CD30+ groRRzelliges T-Zell-Lymphom Abbildung 6b: CD30+ groRRzelliges T-Zell-Lymphom,
Anti-CD30-Féarbung, 40x

2.2.4. Lymphomatoide Papulose (LyP)

Die Lymphomatoide Papulose ist eine niedrig maligne lymphoproliferative Erkrankung der Haut, die
histologisch &hnliche Merkmale aufweist wie einige kutane T-Zell-Lymphome oder die kutane
Hodgkin-Erkrankung. In 10-20% der Falle ist sie mit der Manifestation von weiteren lymphatischen
Neoplasien wie dem Morbus Hodgkin, dem CD30+ grof3zelligen Lymphom der Lymphknoten oder der
Mykosis fungoides assoziiert (Basarab T, Br-J-Dermatol, 1998; Christensen HK, Semin-Dermatol.
1994; Bekkenk MW, Blood. 2000; Davis TH, N Engl J Med, 1992; el-Azhary RA, J Am Acad Dermatol,
1994; Whittaker S, J Invest Dermatol, 1991; Wood GS, J Invest Dermatol, 1995; Wang HH, Cancer,
1999; Chott A, J Invest Dermatol, 1996)

Klinisch fallen papuldse, nodulére, teils nekrotische Lasionen auf, welche im Verlauf von 3 bis 6
Wochen spontan unter Zurtickbleiben einer braunlichen Hyperpigmentierung narbig abheilen. (Gellrich
S, H&G, 1998), Die typischen Effloreszenzen sind beim Erwachsenen (berwiegend jedoch
generalisiert angeordnet, nur selten sind sie solitar oder auf einzelne Regionen beschrankt (Abbildung
7a). Bei Kindern bleiben die Eruptionen Uber einen langen Zeitraum lokal begrenzt ohne Neigung zur

Generalisation (Van Neer FJ, Br J Dermatol, 2001). Das Allgemeinbefinden der Patienten ist nicht
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beeintrachtigt. Juckreiz besteht nur in Ausnahmeféllen. Histologisch werden 3 Typen der
Lymphomatoiden Papulose unterschieden (Willemze R, Blood, 1997):

Typ A: In ein entziindliches Infiltrat (Lymphozyten, Histiozyten, Neutrophile, Eosinophile) sind einige
nestférmig angeordnete atypische CD30+ Lymphozyten eingestreut. Die Epidermis ist gewdhnlich
nicht durch atypische Lymphozyten infiltriert, jedoch kann sie neutrophile Granulozyten enthalten.
Spontane oberflachliche Ulzerationen kommen vor, die Proliferationsrate im Infiltrat ist typischerweise
hoch (Abbildung 7b). Typ B: Es wird ein perivaskulares und ein bandférmig im oberen Korium
konfluierendes dermales Infiltrat gefunden, wobei vor allem kleine CD3+, CD30- Lymphozyten mit
einem gelappten Kern dominieren. Grof3e CD30+ T-Zellen kommen héaufig, aber nicht obligat vor.
Eosinophile und Neutrophile werden kaum gefunden. Mitosen sind seltener als bei der
lymphomatoiden Papulose Typ A. Dieser Befund &ahnelt dem des Plaquestadiums der Mycosis
fungoides, weshalb die Differentialdiagnose schwierig sein kann. Typ A- und Typ B-Muster kénnen in
einer Lasion gleichzeitig gefunden werden. Typ C: Ein monomorphes Infiltrat aus grof3en Clustern
atypischer CD30+ Zellen mit wenigen eingestreuten “Entziindungszellen” wird beobachtet. Der Befund
entspricht dem des kutanen CD30+ pleomorphen T-Zell-Lymphoms.

Molekularbiologisch ist in Gewebeproben bei etwa der Halfte der Patienten eine klonale Expansion
von T-Lymphozyten nachweisbar. Bei einigen Patienten kann die Persistenz des Klons auch wahrend
des Ubergangs in ein anderes T-Zell-Lymphom beobachtet werden (Davis TH, N Engl J Med, 1992;
el-Azhary RA, J Am Acad Dermatol, 1994; Whittaker S, J Invest Dermatol, 1991; Wood GS, J Invest
Dermatol, 1995; Chott A, J Invest Dermatol, 1996).

Differentialdiagnostisch sind andere maligne Lymphome, besonders das anaplastische grof3zellige
CD30-positive T-Zell-Lymphom beim Typ C der Lymphomatoiden Papulose (el-Azhary RA, J Am Acad
Dermatol, 1994), die Mycosis fungoides im Plaquestadium beim Typ B der lymphomatoiden
Papulose, die akute und chronische Form der Pityriasis lichenoides (Rogers M, Semin Dermatol,
1992), das syphilitische Exanthem, die disseminierte Arthropodenreaktion (Smoller BR, Mod Pathol,

1992), die Histiozytosis X und das papulonekrotische Tuberkuloid abzugrenzen.

.&,

7a

Abbildung 7a: Lymphomatoide Papulose Abbildung 7b: Lymphomatoide Papulose, Typ A
Anti-CD30-Féarbung, 40x

2.2.5. Sézary-Syndrom (SS)

Das SS ist eine mit Juckreiz, Erythrodermie und generalisierter Lymphadenopathie einhergehende
Dermatose, welche durch das Vorhandensein von malignen T-Zellen in Haut, Lymphknoten und
peripherem Blut (Leukozytose, Lymphozytose, PAS+Sézary-Zellen > 1000 /mm?®) gekennzeichnet ist.

An der Haut sind zusétzlich eine Alopezie, Onychdystrophie und palmoplantare Hyperkeratosen zu



18

finden (Abbildung 8a, 8b). Die Lymphadenopathie ist zunédchst unspezifisch, spater werden die
Lymphknoten durch maligne Zellen zerstdrt, welche einige ihrer T-Zell-Antigene durch die
Transformation verloren haben. Das Manifestationsalter liegt bei Uber 40 Jahren. Die Erkrankung hat
eine schlechte Prognose mit einer 5-Jahres —Uberlebensrate von 11% (Willemze R, Blood, 1997)

Der histologische Befund &hnelt dem der MF, wobei die zellularen Infiltrate beim SS eintbniger
aussehen. Der Epidermotropismus kann fehlen. Infiltrierte Lymphknoten zeigen ein dichtes monotones
Infiltrat von Sézary-Zellen bei verlorengegangener Lymphknotenarchitektur. Immunphenotypisierung:
CD3+, CD4+, CD45R0+, CD8-, CD30-

Molekularbiologie: TCR-B- und / oder -y-Gene sind klonal rearrangiert (Abbildung 8c).

Flureszenz-
intensitat 2531

= |
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GroRe der PCR-Produkte in bp

Abbildung 8a, 8b: Sézary-Syndrom, Abbildung 8c: klonales TCR-y- Rearrangement,
Erythrodermie, Hyperkeratose der Hande FFA-Analyse

2.2.6. Diagnostik und Verlaufskontrolle priméar kutaner T-Zell-Lymphome

Wie bei den primar kutanen B-Zell-Lymphomen ist der Ausschluf einer internen Manifestation des
Lymphoms Voraussetzung zur Klassifikation primar kutaner T-Zell-Lymphome. Dafiir wird folgende
Diagnostik durchgefiihrt: Erfassung von B-Symptomen (Fieber, Nachtschweil3, Gewichtsverlust),
Blutuntersuchungen (Differential-Blutbild, FACS, PCR fiir das TCR-y-Gen, LDH Parameter fiir Leber
und Niere, Entziindungsparameter), Rontgen-Thorax, Ultraschall des Abdomens, der cervikalen,
axillaren und inguinalen Lymphknotenregionen, CT bei suspekten Befunden im Lymphknoten- und
Ultraschall des Abdomens, Schadel-CT bei Manifestation des T-Zell-Lymphoms an Kopf und Hals,
gof. Lymphabstromszintigraphie zur nachfolgend histologischen Analyse des die Lasion drainierenden
Lymphknotens, Fotodokumentation.

Nach erfolgter Behandlung sollte alle 6 Monate eine Verlaufskontrolle erfolgen, die sich auf die
klinischen Aspekte, die Manifestation an der Haut und einen mdglichen Lymphknotenbefall,
konzentriert. Die bildgebenden Untersuchungen werden (berwiegend mittels Ultraschall-
Untersuchungen realisiert und nur bei begrindetem Verdacht auf eine extrakutane Manifestation wird
ein CT angeschlossen. Paraklinisch ist erfahrungsgemaf die Analyse des Differential-Blutbildes und
der PCR fiur das TCR-y-Gen ausreichend, solange keine zusatzlichen Beschwerden zum Hautbefall
des Lymphoms bestehen.

Klonalitat fir das TCR-y-Gen ist in Zusammenschau mit der Histologie ein zusatzlicher diagnostischer
Hinweis fir das Bestehen eines T-Zell-Lymphoms (Muche JM, Blood. 1997). Daflr wird genomische
Gesamt-DNA (bulk) aus einem Teil des Bioptates gewonnen. Es erfolgt die Amplifikation mit Primern

fur den variablen Teil des TCR-y-Gens. Das PCR-Produkt kann in der Temperaturgradienten-Gel-
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Elektrophorese (TGGE) Uber eine Gelelektrophorese mit Temperaturgradienten oder Uber eine
Fluoreszenz-Fragment-Analyse (FFA) in einem Kkapillarelektrophoretischen Verfahren detektiert
werden. Als klonal gelten scharf abgegrenzte Banden in der TGGE bzw. ein dominiertender Peak in
der FFA. Fur den T-Zell-Rezeptor-B kénnen analoge Nachweise gefiihrt werden, wobei diese sehr
aufwendig in der Routinediagnostik sind und darum nur in besonderen Fallen angewendet werden
(Whittaker S, Curr Top Pathol, 2001; Lukowsky A, Hautarzt, 1998, Ahnhudt C; Electrophoresis, 2001).

2.2.7. Therapie primér kutaner T-Zell-Lymphome

Die Therapie priméar kutaner T-Zell-Lymphome ist vielfaltig. Sie richtet sich vor allem nach der
Prognose, welche sehr unterschiedlich sein kann (Vonderheid EC, Recent Results Cancer Res,
2002).

2.2.7.1. Lokale Therapie

Manifestiert sich ein priméar kutanes T-Zell-Lymphom als solitérer, kleiner Herd, steht die Exzision aus
diagnostischer und therapeutischer Sicht an erster Stelle. Haufig kann dadurch die komplette
Remission (CR) dauerhaft erreicht werden, z.B. bei gro3zelligen CD30+ T-Zell-Lymphomen oder
klein- bis mittelgrof3zelligen pleomorphen T-Zell-Lymphomen.

Die Mykosis fungoides und das Sézary-Syndrom sind in der Regel schon zu Beginn der Erkrankung
generalisiert, so dal® hier nur eine diagnostische Exzision in Frage kommt. Therapeutisch kénnen bei
diesen beiden Erkrankungen topische Anwendungen (Steroide, Mechlorethamin und Carmustin) zu
einer Besserung der Symptomatik fihren.

Topische Glucokortikoide (Klasse IlI-IV) fihren in 60% der Patienten mit MF im Stadium IA zu einer
CR (Zackheim, Arch Dermatol,1998). In fortgeschrittenen Stadien kénnen topische Glukokortikoide
nur noch als unterstiitzende Therapieoption angesehen werden.

Mechlorethamin (Nitrogen Mustard®) und BCNU (Carmustine®) sind lokal applizierbare Zytostatika.
Sie kdnnen bei Patienten mit CTCL, Stadium I-l1ll angewendet werden und fihren zu einer CR bei
49% bis 80% der Patienten (Vonderheid EC, J Am Acad Dermatol, 1989; Zackheim HS, J Am Acad
Dermatol, 1990). Unerwiinschte Wirkungen sind in 35% bis 67% der Patienten u.a. eine Typ IV-
Allergie (kontaktallergische Dermatitis) sowie Spinaliome, Basaliome, Hodgkin-Lymphome und Kolon-
Karzinome (Vonderheid EC, J Am Acad Dermatol, 1989). Obwohl hohe Ansprechraten erreicht
werden, fiuhren jedoch die umstandliche Applikation und die mdglichen angegebenen
Nebenwirkungen zu einer seltenen Anwendung im europaischen Raum.

Als nachste Therapieoption besteht die Mdglichkeit einer lokalen Bestrahlung mit
Rontgenweichstrahlen oder schnellen Elektronen (Gesamtdosis 30 bis 40Gy, Fraktionen von 2-4Gy),
was besonders beim Auftreten von einzelnen Hauttumoren und als Nachbestrahlung bei erfolgter
Exzision angewendet wird. Obwohl bei einigen CTCL, z.B. CD30+grof3zellige CTCL, eine dauerhafte
CR mit diesem Verfahren erreicht werden kann, wird die lokale Bestrahlung vor allem bei Patienten
mit MF als zusétzliche MaBnahme verwendet, wenn auftretende Tumore therapieresistent gegeniber
den Standardtherapien (PUVA, IFN2a) sind.

Die Ganzkorperbestrahlung mit schnellen Elektronen kann zu einer langandauernden CR (50% der

Patienten sind innerhalb von 10 Jahren rezidivfrei) fihren, wobei die besten Ansprechraten im
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Stadium IA mit 90% erreicht werden. In héheren Stadien (IB bis IIl) wird die Ansprechrate mit 64% bis
71% angegeben (Hoppe RT, Cancer Treat Rep, 1979). Problematisch sind die technische Ausfiihrung
der Ganzkorperbestrahlung (Uberlappende Bestrahlungsfelder, verdeckte Hautareale) und die

Nebenwirkungen (Alopecia totalis, Anhidrosis, Xerosis cutis).

2.2.7.2. UV-Exposition

Dieses Verfahren wird auch als Photochemotherapie oder P-UVA bezeichnet, weil zunachst ein
photosensiblisierendes Medikament (8-Methoxypsoralen = P) mittels Bad, Creme oder durch orale
Einnahme auf die Haut einwirken kann und im zweiten Schritt der Patient mit UVA exponiert wird.
Dabei kénnen sowohl lokale als auch systemische und immunologische Effekte erreicht werden. Auch
die Anwendung von UVB ist mdglich. Eine Modifikation stellt die extrakorporale Photopherese (ECP)
dar, bei welcher separierte Leukozyten aus dem Blut mit UVA bestrahlt und anschlieend
reperfundiert werden. Ein Risiko bei systemischer Anwendung wird in der Entstehung von
Spinaliomen, Katarakt und Amyloidose gesehen.

Die hier kurz vorgestellte P-UVA gehort zu den Standardtherapien des CTCL. Besonders in frilhen
Stadien (IA bis 1lA) kdnnen CR von 90% erreicht werden. In spateren Stadien kdnnen andere
Therapien, z.B. IFN2a, mit der Lichttherapie kombiniert werden. Die rezidivfreie Zeit betragt statistisch
11-14 Monate. (Herrmann JJ, J Am Acad Dermatol, 1995).

Bei der ECP handelt es sich um eine kostenintensive Langzeittherapie (Knobler R, Blood, 2000;
Oliven A, Blood-Rev, 2001). Sie ist den erythrodermischen Stadien vorbehalten (MF und Sezary-
Syndrom). Die Ansprechrate ist hdher, wenn die Leukozytenzahlen < 15 000 /ml sind und ein normaler
Anteil CD8+ T-Lymphozyten im peripheren Blut nachweisbar ist (Edelson RL, Ann N Y Acad Sci,
1991). Die ECP kann eine spezifische Immunantwort gegen maligne T-Zellen induzieren. Weitere
Effekte wie z.B. lymphozytotoxische Wirkungen und DNA-Zerstérung unter UVA-Exposition
unterstiitzen die Tumorreduktion. Einerseits wird eine Anderung der Tumor-Immunogenitat und
andererseits eine Aktivierung des Immunsystems (zytotoxische T-Zellen, Monozyten) vermutet.
Letztendlich ist der Mechanismus der ECP-Wirksamkeit nicht geklart (Marks DI, J Clin Invest, 1990;
Edelson RL, Ann N Y Acad Sci, 1991).

2.2.7.3. Kombination verschiedener Therapieverfahren

Der Synergismus verschiedener Therapien kann bei der Behandlung von CTCL-Patienten ausgenutzt
werden. Die Standardtherapie fir die Stadien IA bis IIA ist die Kombination von PUVA und IFNa2a
(Kuzel TM, J Clin Oncol, 1995). Dabei kénnen Ansprechraten von ca. 80% (CR70%) erreicht werden,
was in einer einzigen prospektiv randomisierten Studie gezeigt wurde (Stadler R, Blood, 1998).
Zusétzlich kann eine lokale Bestrahlung mit Rontgenweichstrahlen oder schnellen Elektronen eine
Tumorregredienz bewirken. Die Kombination PUVA + IFNo2a kann mit einer Retinoidapplikation

erweitert werden. Retinoide werden auch mit der ECP kombiniert.

2.2.7.4. Modulatoren des Immunsystems
Immunmodulatoren sind Medikamente, welche angelehnt an physiologische Reaktionsweisen, zu

einer Verstarkung des Immunsystems fuihren, z.B. zu Hemmung der Virusreplikation, Beeinflussung
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der zellularen Proteinproduktion und direkte antiproliferative Effekte bewirken. Fir die Behandlung von
CTCL ist die Anwendung von Interferon o2a zur Standardtherapie geworden. Bei initialer
Einzeltherapie (3x 9 Mio IE pro Woche) werden Ansprechraten von 55% (CR17%) erreicht mit einer
Remissionsdauer von 4 bis 8 Monaten. Haufig wird diese Therapie mit der PUVA kombiniert.
Nebenwirkungen bestehen in Fieber, Schittelfrost und in seltenen Fallen in Erhdéhung der
Transaminasen und Depressionen (Olsen EA, Hematol Oncol Clin North Am, 1995).

Grundlage fur die Wirksamkeit von IFNa2a ist die Anderung des Zytokinmusters. In CTCL dominieren
TH2-zZytokine, welche durch Anwendung von IFNa2a zu einem TH1-Zytokinmuster verandert werden.
Dabei kdnnen TH1-produzierende zytotoxische T-Zellen die TH2-produzierenden Tumorzellen
vernichten, wobei eine Tumorlyse unter Zusatz von IL12 und IFNa in vitro bestatigt werden konnte
(Seo N, Clin Exp Immunol, 1998).

2.2.7.5. Fusionsproteine

Mit Fusionsproteinen verbinden sich gentechnisch hergestellte Medikamente, welche Rezeptoren auf
der Oberflache maligner Zellen erkennen, jedoch so verandert sind, dal sie zur Zerstérung der
gebunden Zelle fihren.

Fur die CTCL wird derzeit das DAB389IL2 angewendet, wobei im Moment nur eine vorlaufige
Zulassung der amerikanischen Behorde (FDA) besteht. Es handelt sich um ein Interleukin2-
Diphtherie-Fusionsprotein (LeMaistre CF, Clin Lymphoma, 2000; Duvic M, Clin Lymphoma, 2000). Da
ca. 20% der Patienten mit primar kutanem T-Zell Lymphom den hochaffinen IL2-Rezeptor (CD25) in
der Tumorzelle Uberexprimieren, kann das Medikament Uber diesen Rezeptor an die Tumorzelle
binden. Nach Internalisation zerstort das Diphtherietoxin die Tumorzelle. Erste Berichte zeigen eine
Ansprechrate von 31% (CR17%). Die Nebenwirkungen ergeben sich aus der Aktivierung des
Immunsystems, z.B. Syndrom der durchlassigen Gefal3e und Fieber (Talpur R, Leuk Lymphoma,
2002; LeMaistre CF, Clin Lymphoma, 2000; Duvic M, Clin Lymphoma, 2000). Derzeit wird das
Medikament in einer internationalen Zulassungsstudie fir die Anwendung bei CTCL-Patienten gepriift.
Weitere therapeutische Antikdrper konnen potentiell zur Therapie priméar kutaner T-Zell-Lymphome
eingesetzt werden, z.B. Campath, der Anti-CD52-Antikodrper (Stadler-R, nicht publiziert).

Eine weitere Mdglichkeit wurde in Gemeinschaftsarbeit mit der Arbeitsgruppe Hombach et al.
entwickelt. Hierbei wurden autologe CD8+ zytotoxische T-Zellen eines Patienten, welcher an einem
priméar kutanen CD30+ T-Zell-Lymphom erkrankt war, retroviral mit einem rekombinanten Konstrukt
(anti-CD30-scFv-g Rezeptor) transfiziert. Der Antikorperteil des Konstruktes, welcher das CD30-
Molekdl binden kann, erkennt die CD30+ Tumorzelle und |6st Gber den benachbarten konstanten Teil
des T-Zell-Rezeptors eine zytotoxische Reaktion der transfizierten CD8+ T-Zelle aus.

In vitro konnte bei gemeinsamer Kultivierung von CD30+ Tumorzellen und autologen transfizierten
CD8+ T-Zellen (anti-CD30-scFv-g Rezeptor) die Abtétung von Tumorzellen des Patienten
nachgewiesen werden. Zur Kontrolle dieses Ansatzes wurden autologe transfizierte zytotoxische T-
Zellen eingesetzt mit einem Erkennungssegment flr Colon-embryonales Antigen (CEA) im Konstrukt.
In diesem Experiment wurde das Tumorzellwachstum durch die autologen transfizierten zytotoxischen
T-Zellen (anti-CEA-scFv-g Rezeptor) nicht beeinflusst. Dieser Ansatz stellt moglicherweise eine neue
Méglichkeit zur Therapie von CD30+ Lymphomen dar (Hombach A, Gene Ther, 2001).
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2.2.7.6. Tumorspezifische Peptidvakzinierungen

In einem kompetenten Immunsystem werden mailgne Zellen bereits bei ihrer Entstehung erkannt und
beseitigt. Dafiir stehen dem Organismus verschiedene Abwehrméglichkeiten zur Verfiigung, z.B. die
Erkennung von Peptiden an der Oberflache potentieller Tumorzellen durch zytotoxische T-
Lymphozyten. Demzufolge ist die Entstehung maligner Zellen ein seltenes Ereignis, bei welchem die
physiologischen Tumorabwehrmechanismen in einem eigentlichen immunkompetenten System
Uberwunden werden. Wissenschaftliche therapieorientierte Ansétze konzentrieren sich auf die
Erhdéhung der Immunogenitat der Tumorzelle oder auf die Starkung der Tumorabwehr.

Eine Strategie, welche in unserer Klinik in der Arbeitsgruppe Peter Walden / Wolfram Sterry verfolgt
wurde, ist die Identifizierung von tumorassoziierten Peptiden. Steht ausreichend Tumormaterial zur
Verfigung, kénnen Peptide direkt aus dem Tumor isoliert und sequenziert werden. Bei den primar
kutanen T-Zell-Lymphomen ist dieser individuelle Weg jedoch die Ausnahme, da in der Regel nur
wenige Tumorzellen zur Verfigung stehen.

Auf der Suche nach Tumorantigenen, welche bei vielen Patienten relevant sind, wurde eine
Targetzellinie mit Peptiden beladen und zusammen mit zytotoxischen T-Zellen kultiviert.

Zur Simulation von tumorrelevanten Peptiden wurde eine Peptid-Bibliothek aus Nonapeptiden
systematisch durchgetestet, wobei einzelne Positionen im Nonapeptid verandert wurden. Als
zytotoxische T-Zellen wurden CD8+ T-Lymphozyten von Patienten mit primar kutanen T-Zell-
Lymphomen verwendet. Bei Beladung der Targetzellen mit relevanten Nonapeptiden kann die
Aktivierung der zytotoxischen T-Zellen mittels Interferon-y-Assay gemessen werden. Diese Interaktion
war HLA-B8 restringiert. Letztendlich konnten aus 3x10° Peptiden der Bibliothek 3 relevante Peptide
isoliert werden (Linnemann T, Eur J Immunol. 2001; Linnemann T, Ann Oncol. 2000). In den
Experimenten konnte in 14/16 Patienten mit primar kutanem T-Zell-Lymphom, jedoch nur in 2/9
Gesunden eine Aktivierung der spezifischen CD8+ T-Lymphozyten des peripheren Blutes erreicht
werden (Linnemann T, Eur J Immunol. 2001; Linnemann T, Ann Oncol. 2000).

Weil diese kinstlich synthetisierten Peptide offensichtlich natlrliche tumorassoziierte Peptide
nachahmen, wurde ein neuer Begriff aus den Worten ,Mimic* und ,Epitope“ kreiert, namlich
~-Mimotope".

Zwei der Nonapeptide konnten im individuellen Heilversuch bei 2 Patienten mit priméar kutanen T-Zell-
Lymphom (Mykosis fungoides und CD30+ grof3zelliges Lympom) eingesetzt werden. Zuséatzlich
erfolgte eine unspezifische Aktivierung von T-Zellen durch das Auslosen einer Typ IV-Reaktion mit
positiv reagierenden Antigenen des Multitest-Merieux. In beiden Fallen konnte ein Ansprechen der
Patienten beobachtet werden, wobei die Hautveranderungen zunachst komplett regredient waren. Im
peripheren Blut dieser Patienten konnten CD8+ mimotopspezifische zytotoxische T-Lymphozyten
nachgewiesen werden. Einer der beiden Patienten entwickelte ein Rezidiv und verstarb spéater an
einem zweiten aggressiven Rezidiv der Erkrankung. Obwohl die Tumorerkrankung im Endstadium
sehr schnell progredient war, konnten die mimotopspezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten die
Tumorzellen im in vitro Experiment abtoten. (Sherev and Gellrich submitted, in revision)

Sowohl in vivo als in vitro konnte eine effektive Antitumorantwort mit Mimotopen nachgewiesen
werden, welche in strenger Restriktion zum HLA-B8 Molekil erfolgte. Die Therapie mit Mimotopen war

mit geringen Nebenwirkungen beim Patienten verbunden, z.B. Entziindungsreaktion der Lasionen und
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in der Umgebung des Applikationsortes. Mit der Verwendung von Mimotopen wird ein ganzes
Repertoire von T-Zellen angesprochen, welche primér nicht tumorassoziert waren. Die Aktivierung
dieser Zellen ermoglicht jedoch eine intensivierte Antitumorantwort. Die Schwankungen im Nachweis
der mimotopspezifischen T-Zellen aus dem Blut kénnen mdoglicherweise durch das Auswandern
dieser Zellen aus dem Blut in die Hautlasionen erklart werden.

Es konnte somit auch am Patienten gezeigt werden, dall Mimotope natirliche Tumorantigene
nachahmen konnen und damit die Anzahl von tumorreaktiven T-Zellen erhdhen und eine effektive
Antitumorantwort auslésen kdnnen. Zur Erlangung eines langanhaltenden Effektes sollten in Zukunft
unterschiedliche Mimotope verwendet werden, um weitere Populationen zytotoxischer spezifischer T-
Lymphozyten zu aquirieren.

Im Gegensatz zu den Melanompatienten konnte bei den Lymphompatienten auch im Endstadium eine
tumorzellabtétende Wirkung durch mimotopinduzierte zytotoxische T-Zellen in vitro demonstriert
werden (Rosenberg SA, J Immunol. 1999). Offensichtlich war das Immunsystem der einen Patientin
soweit supprimiert, da® kostimulatorische Signale, wie z.B. die Produktion von IL-2 in vivo, nicht mehr
ausreichend realisiert werden konnten und damit eine Anergie der zytotoxischen T-Lymphozyten
eintrat.

2.2.7.7. Chemotherapie

Der Einsatz von Zytostatika bei der Behandlung von CTCL-Patienten ist den spaten Stadien und den
aggressiven Formen (z.B. SS, CD30-klein-bis mittelgrofl3zelliges CTCL) vorbehalten und ist derzeit
aus therapeutischer Sicht absolut unbefriedigend.

Mittel der ersten Wahl ist das Methotrexat, welches in einer Dosierung von 50 bis 100mg/Woche
appliziert wird. Gerade Patienten mit Tumormanifestation profitieren ber viele Monate von dieser
Therapie bei guter Lebensqualitat. Bei Patienten mit erythrodermischer MF oder SS wird die Gabe
einer kombinierten Chlorambucil-Prednisolon-Therapie favorisiert. Darunter kann auch der quélende
Juckreiz bei einigen Patienten gut beherrscht werden. In letzter Instanz wird eine Polychemotherapie,
in der Regel nach dem CHOP-Schema angewendet. Andere Schemata sind méglich (Muche JM,
Seminars Cutan Med Surg, 2000).

Die initialen Ansprechraten nach 1 bis 3 Zyklen einer Chemotherapie liegen nach unseren
Erfahrungen bei 80%. Problematisch ist, dald in den applikationsfreien Intervallen das
Tumorwachstum zunimmt und schon kurze Zeit nach Beendigung der Chemotherapie (6 Zyklen) ein
nicht mehr zu beherrschendes Rezidiv auftritt. Ein weiteres Problem ist der Tumorzerfall unter
Chemotherapie, welcher zu ausgepragten Lymphoédemen fuhren kann. Haufig sterben die Patienten

unter der Polychemotherapie an Infektionen und Kachexie.

2.2.7.8. Knochenmarktransplantation

Diese Therapie (autolog, heterolog) wurde bei Patienten mit CTCL durchgefihrt, ist jedoch aufgrund
kurzer rezidivfreier Zeiten, kurzer Uberlebensraten, schwerer Nebenwirkungen und hohem
technischen Aufwand derzeit nicht zur Behandlung von CTCL geeignet (Molina A, Biol Blood Marrow
Transplant, 1999; Sterling JC, Clin Exp Dermatol, 1995; Koeppel MC, Acta Derm Venereol, 1994).
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3. Atiopathogenese primar kutaner Lymphome

3.1 B-Zell-Entwicklung und B-Zell-Lymphome

Die physiologische Entwicklung einer B-Zelle findet in mehreren aufeinanderfolgenden
Entwicklungsschritten statt, wobei sich morphologische (Veranderung der Zellgrofle und des
Zellkerns), phanotypische (Expression von Molekilen, z.B. CD20, CD79a) und genetische Merkmale
(z.B. Rearrangement und Mutation der Immunglobulin-Gene) &andern. Diese Merkmale
charakterisieren gemeinsam das physiologische Entwicklungsstadium eines B-Lymphozyten.

Da maligne B-Zellen analoge morphologische, phénotypische und genotypische Charakteristika
aufweisen, kénnen die lymphoproliferativen Erkrankungen der B-Zelle (Lymphome und Leuk&mien)
entsprechend dem  physiologischen  Erscheinungsbild  klassifiziert werden. Je nach
Klassifikationssystem steht die Histologie, die Klinik oder die Genetik im Vordergrund der Betrachtung.
In Zusammenhang mit den vorgestellten Publikationen dieser Arbeit soll im folgenden naher auf die
Immunglobulingene eingegangen werden. Im Ergebnis der physiologischen B-Zell-Entwicklung ist die
gesunde B-Zelle ein Unikat.

Nachdem feststeht, daR die pluripotente Stammzelle aus dem Knochenmark sich zur B-Zelle
differenzieren wird (cell lineage commitment), werden die Gene der Immunglobulinketten rearrangiert.
Genetisch existieren fir jedes Gen mehrere Vorlagen, welche als Keimbahngene bezeichnet werden
(Vi: 51 Gene, D: 27 Gene und Jy: 6 Gene, V: 40 Gene, Ji: 5 Gene, V,: 29 Gene, J,:4 Gene).

In der Pre-B-Zelle werden die D-Jy-Gene rearrangiert, gefolgt von der Vy-DJy- und anschlieRenden
V-J.-Rekombination. Das Leichtketten-Rearrangement findet zunachst im Genlocus der k-Kette statt
und bei einem fehlerhaften Proze3 danach im A-Locus. Zwischen den Genen Vy-D-Jy bzw. V-3,
befinden sich die N-Regionen, welche in jeder B-Zelle durch Anfiigen und Abdauung einzelner
Nukleinséauren verschieden sein kdnnen. (Abbildung 9)

Nach Abschluf? der VyDJy- und V J -Gen-Rearrangements und der Verbindung zum konstanten Tell
der Cpu-Kette kann der Antikorper transkribiert und exprimiert werden. Die jetzt als unreif bezeichnete
B-Zelle hat im Keimzentrum eines Lymphknotens die Mdoglichkeit, Uber ihren B-Zell-Rezeptor
(Antikorper) ein Antigen zu erkennen. Dieser Kontakt sichert der B-Zelle das Uberleben. Findet sie
kein Antigen, unterliegt sie der Apoptose. Bei erfolgreichem Antigen-Antikorper-Kontakt wird die
Bindung zwischen beiden Komponenten optimiert. Dazu kann die B-Zelle in geringem Umfang
proliferieren (ca. 8-10 gleiche B-Zellen innerhalb eines Keimzentrums) und somatisch mutieren.
Erreicht die B-Zelle eine hochaffine Rezeptor-Antigen-Bindung, wechselt die Immunglobulinklasse
durch Austausch der Cu-Kette mit einer Cy-Kette. Die nun reife B-Zelle kann mehrere Jahre im Kérper
Uberleben und bei Exposition mit dem sie préagenden Antigen schnell und in gréReren Mengen
hochaffine 1IgG Antikérper produzieren (Ehlich A, Curr Opin Immunol, 1995; Rajewsky K, Ann Oncol,
1997).

Durch die Prozesse des Rearrangements und die Moglichkeit der somatischen Mutationen kénnen
nahezu unendlich viele Immunglobulinvarianten entstehen. Theoretisch kann jedes Antigen erkannt
werden. Das sichert nicht nur das Uberleben der einzelnen B-Zelle, sondern auch das Uberleben des
Gesamtorganismus in einer Umwelt mit unendlich vielen Antigenen (Tonegawa S, Nature, 1983;

Dorner T, Immunol Rev, 1998). Die physiologisch erwartete Mutationsrate wird mit einem Basenpaar
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pro 10° fiir physiologische B-Zellen und mit 1 Basenpaar (bp) pro 10" fiir somatische Zellen
angegeben (Berek C, Cell, 1991).

In Anlehnung an die hier geschilderte physiologische B-Zell-Entwicklung kénnen nun auch B-Zell-
Lymphome entsprechend ihren Mutationsmerkmalen klassifiziert werden. Es gibt in den Tumorzellen
der B-Zell-Lymphome nahezu unmutierte Vy-Gene, z.B. bei der B-CLL, stark mutierte Vy-Gene
(Hypermutationen) mit intraklonaler Diversitat, z.B. bei den follikularen Keimzentrumszell-Lymphomen
des Lymphknotens, in einem Teil der B-CLL —Patienten, beim Morbus Hodgkin und hypermutierte V-
Gene ohne intraklonale Diversitat, z.B. beim multiplen Myelom und im Morbus Hodgkin. Der
Zuordnung zum physiologischen Keimzentrum entsprechend findet man dann die Begriffe pre-

germinal-center, germinal-center und post-germinal-center B-Zell-Lymphome. (Abbildung 9)

Abbildung 9: Darstellung der Zuordnung von physiologischen B-Zellen und deren

lymphoproliferativen Aquivalente zur Keimzentrumszell-Reaktion
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3.1.1. Hypothese der Immundysregulation
Zur Erklarung des Mechanismus der Lymphomgenese wird derzeit die Hypothese der
Immundysregulation bei chronischer Infektion favorisiert. Die permanente Auseinandersetzung des

Immunsystems mit den Erregern fihrt zu Stimulation und Interaktion von B- und T-Lymphozyten. In
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diesem Zusammenspiel treten auch fehlerhafte Prozesse auf, welche physiologischerweise durch das
Immunsystem erkannt und eliminiert werden. Bei den infektids assoziierten MALT- Lymphomen und
den CBCL, aber auch bei mit chronischer Gliadinunvertraglichkeit assoziierten MALTomen des
Darmes wird vermutet, daR sich einige Lymphozyten der Kontrolle des Immunsystems entziehen und
so in Zusammenwirkung mit weiteren Faktoren, z.B. zunehmenden genetischen Instabilitéaten,
entarten kdnnen. Solange die Abhangigkeit der Stimulation von T- und B-Zellen durch die Infektion
besteht, kann die Elimination der Erreger den Prozel3 der Lymphomentstehung unterbrechen. Hat sich
eine autonome Tumorzellpopulation etabliert, wachst sie auch unabhéngig von der Stimulation der
umgebenden Zellen und ist durch eine antientziindliche Therapie nicht mehr zu beeinflussen (Du MQ,
Lancet Oncol. 2002; Isaacson PG, Mod Pathol, 1999; Dummer R, Semin Cutan Med Surg, 2000).

3.1.1.1. Helicobacter pylori assoziierte MALTome

Der Londoner Histopathologe P.G. Isaacson konzentrierte sich in seinen Forschungen auf Lymphome
des Gastrointestinaltraktes. Er stellte fest, dal primare Lymphome in lymphatischen Organen einige
Eigenschaften wie die entsprechenden Organe besitzen, z.B. IgA-Produktion in den Tumorzellen.
Entsprechend pragte er den Begriff MALT (mucosa- associated lymphoid tissue)-Lymphome. Die
Existenz von MALT am Ort der potentiellen Lymphomentstehung allein reicht nicht aus, um zur
nachfolgenden Entartung eines Gewebes zu fihren. Voraussetzung ist ein chronisch persistierender
Entziindungsstimulus (Du MQ, Lancet Oncol, 2002; Isaacson PG, Mod Pathol, 1999; Isaacson P,
Cancer, 1983). Diese Entziindungsreize kénnen infektioser oder autoimmuner Genese sein. So kann
beispielsweise bei der Helicobacter pylori assoziierten Gastritis im Magen, bei Zdliakie im Darm, beim
Sjogren-Syndrom in den Speicheldriisen, bei der Hashimoto-Thyreoiditis in der Schilddriise und bei
der follikularen Bronchiolitis in der Lunge das Auftreten von MALT beobachtet werden (Du MQ, Lancet
Oncol, 2002; Isaacson PG, Mod Pathol, 1999; De Vita S, Adv Clin Path, 1997; Santana V, Clin
Immunol Immunopathol, 1992; Dummer R, Semin Cutan Med Surg, 2000). Physiologischerweise
werden diese lymphatischen Infiltrate in den genannten Organen nicht gefunden. Der zunehmende
Erwerb von genetischen Aberrationen, z.B. t(11;18)(q21;q21) oder t(1;14)(p22;q32) oder
t(1;2)(p22;p12) kann zu einer Transformation der malignen Zelle fiihren, welche dann unabhangig
vom infektioésen Stimulus proliferieren kann (Auer 1A, Ann Oncol, 1997; Wotherspoon AC, Cancer
Genet Cytogenet, 1992; Ye H, Am J Pathol, 2000).

Unterlegt werden die Erkenntnisse von P.G.Isaacson, daf3 chronisch entzindliches Gewebe mit
Lymophomentstehung assoziiert ist, durch klinische Beobachtungen. Wotherspoon et al. konnten bei
28% aller Patienten mit Helicobacter pylori assoziierter Gastritis lymphatisches Gewebe im Magen
nachweisen, das die Struktur von MALT aufwies (Wotherspoon AC, Lancet, 1991). Weiterhin wurde in
92% aller untersuchten priméaren MALT-Lymphome des Magens eine Helicobacter pylori- Besiedlung
nachgewiesen, wogegen die normale Durchseuchung der Bevdlkerung 50% bis 60% fiur diesen
Erreger betragt (Wotherspoon AC, Lancet, 1993). Nachfolgend konnte der Nachweis einer Regression
von initialen MALT-Lymphomen im Magen nach erfolgreicher Eradikationstherapie (antibiotische
Behandlung von Helicobacter pylori) gezeigt werden. Hussell et al. bewies die Stimulierbarkeit von
Tumorzellen durch Helicobacter pylori in vitro, allerdings nur wenn sich die T-Zellen aus dem

Tumorinfiltrat in der Kultur befanden. Daraus kann geschlossen werden, dal3 die Tumor-B-Zellen des
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Magens von spezifischen T-Lymphozyten abhangig sind (Hussell T, J Pathol, 1993). Die
Immunglobuline der Tumor-B-Zellen zeigten dagegen keine Spezifitdt gegeniiber Helicobacter pylori,
reagierten jedoch mit verschiedenen Autoantigenen (Hussell T, Am J Pathol, 1993). Die
Mutationsanalyse der variablen Anteile der Immunglobulingene in MALTom-Tumorzellen zeigte ein
Muster, welches entweder den Keimzentrumszellen oder den Post-Keimzentrumszellen (Qin Y, Blood,
1995) entspricht.

3.1.1.2. Borrelien-assoziierte primar kutane B-Zell-Lymphome

Das Konzept des SALT (skin-associated lymphoid tissues) geht auf Streilein zurtick. Er postulierte die
Existenz eines immunologischen Subsystems, in welchem antigenprasentierende Langerhanszellen,
zytokinproduzierende  Keratinozyten, epidermotrope T-Zellen und drainierende periphere
Lymphknoten gemeinsam eine spezielle Immunantwort in der Haut ermdéglichen (Streilein JW, J Invest
Dermatol, 1983). So kann ein Schutz vor exogenen pathogenen Organismen am Ort des Eintritts
gewahrleistet werden.

Langerhanszellen nehmen eingedrungene Pathogene auf, zerlegen sie in immunogene Peptide und
prasentieren sie an ihrer Oberflache zusammen mit dem MHC-Komplex. Die epidermalen
Langerhanszellen migrieren in den lokalen drainierenden Lymphknoten (parakortikale Zone) und
induzieren dort eine spezifische T-Zell-Antwort. Danach verlassen die Langerhanszellen den
Lymphknoten, wandern zurtick in die Haut zum Ort ihrer Herkunft, wobei skin-homing-receptors
(charakteristische Hautrezeptoren) eine Rolle spielen. In der Haut kdnnen sie dann eine spezifische
Entziindungsantwort durch Aktivierung und Expansion von Memory-T-Zellen hervorrufen. Wahrend
ihrer Entwicklung verandern die Langerhanszellen Morphe und Funktion, beispielsweise wird MHC-
Klasse Il herabreguliert (Cumberbatch M, J Immunol, 1991). Dieses Modell ist besonders ausfuhrlich
bei der kontaktallergischen Dermatitis untersucht worden.

Bemerkenswert ist, daf3 in der entziindeten Haut T-Zellen dominieren und B-Lymphozyten nur bei
wenigen Erkrankungen zu finden sind. Ahnlich den MALTomen wird vermutet, daR die Entwicklung
von kutanen B-Zell-Lymphomen einen chronischen Stimulus verlangt wie es fir das Vorhandensein
von Helicobacter pylori bei Lymphomen des Magens beschrieben ist.

Die auslosende Ursache fur kutane B-Zell-Lymphome ist ebenso unbekannt wie der Mechanismus
ihrer Entstehung. Klinische Beobachtungen und paraklinische Kontrollen lassen die Vermutung einer
infektibsen Genese zu. So besteht eine Uberdurchschnittlich haufige Assoziation eines PCBCL mit
serologisch und genomisch nachgewiesener Infektion durch Borrelia burgdorferi. (Dummer R, Semin
Cutan Med Surg, 2000; Zenahlik P, Hautarzt, 2000; Cerroni L, Am J Cutan Pathol, 1997) In einigen
Fallen fuhrt die antibiotische Therapie zur Regredienz bzw. zur vollstdndigen, dauerhaften Remission
des bestehenden PCBCL (Zenahlik P, Hautarzt, 2000; Hofbauer GF, Dermatology, 2001) analog der
kompletten Remission von initialen Lymphomen der Magenschleimhaut (MALT-Lymphome) nach
Eradikationstherapie von Helicobacter pylori (Wotherspoon AC, Lancet, 1993). Im Gegensatz zu den
bisher erhobenen Daten, konnte die Assoziation von Borrelien-Infektion und Entstehung primar
kutaner B-Zell-Lymphome in den USA nicht bestéatigt werden (Wood GS, J Cutan Pathol, 2001).
Mdoglicherweise sind die unterschiedlichen Spezies der Borrelien in den USA und in Europa eine

Ursache fir eine bestehende oder fehlende Assoziation zu primar kutanen B-Zell-Lymphomen. Sicher
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ist mit dieser Beobachtung auch, daR weitere Faktoren zur Entstehung dieser Lymphome nétig sind,
vorstellbar ist die genetische Disposition.

Bei CBCL und bestehender Infektion mit EBV bei einem herztransplantiertem Patienten wurde die
Regredienz des Lymphoms unter Reduktion der Immunsuppression und antiviraler Therapie erreicht
(Mozzanica N, J Heart Lung Transplant, 1997).

Die genannten Beispiele der antibiotischen Therapie von Erregern ebenso wie die Unterbrechung
entziindlicher Prozesse und die damit verbundene Regredienz von Tumoren weisen auf einen
Zusammenhang zwischen chronischer Entziindung und Lymphomgenese hin.

3.2. Das CD30-Molekul in der Lymphomgenese

3.2.1. Die Bedeutung des CD30-Molekils in nicht-kutanen Lymphomen

Das CD30-Antigen erlangte sein wissenschaftliches Interesse als charakteristisches Merkmal auf
Reed-Sternberg- (RS) Zellen beim Morbus Hodgkin. (Durkop H, Cell, 1992) Der allgemein akzeptierte
Phéanotyp von RS-Zellen beim Morbus Hodgkin ist CD30+ (95%), CD15+ (75%) und CD20+ (22%)
(Rudiger T, Am J Surg Pathol, 1998). Obwohl CD30 ein charakteristisches Merkmal fiir RS-Zellen ist,
wird es auch bei anderen lymphoproliferativen Erkrankungen gefunden, v.a. bei den ALCL (de Kan R,
Neth J Med, 1993) und der LyP. (Willemze R, Blood, 1997) Die l6sliche Form des CD30-Antigens
stellt bei Morbus Hodgkin und ALK negativen ALCL einen prognostischen Faktor dar. (Zinzani PL; J
Clin Oncol, 1998; Nadali G, Blood, 1998)

3.2.2. CD30 und genetische Veranderungen

In CD30+ lymphoproliferativen Erkrankungen wie dem ALCL wurde in 65% der Falle die Translokation
t[2;5] nachgewiesen. t[2;5] fuhrt zu einer Fusion des Nucleoplasmin-Gens (NPM) auf dem
Chromosom 5¢35 mit einem Tyrosin-Kinase kodierenden Gen, welches als ,anaplastic lymphoma
kinase* ALK bezeichnet wird und auf dem Chromosom 2p23 liegt. (Falini B; Blood, 1999) Die
Prognose ALK positiven ALCL ist wesentlich besser als von ALK-negativen ALCL. (Falini B; Blood,
1999; Pulford K, Curr Opin Hematol, 2001) In ALCL von HIV-infizierten Patienten, in primaren kutanen
CD30+ T-Zell-Lymphomen und beim Morbus Hodgkin wurde das Transkript des Fusionsproteins
NPM/ALK nicht nachgewiesen (Wellmann A, Blood, 1995).

3.2.3. CD30 und assoziierte Infektionen

Ein weiterer interessanter Aspekt der CD30+ Lymphome ist ihre Assoziation zur EBV-Infektion. So ist
der Nachweis von EBV die am haufigsten assoziierte genetische Abnormalitat beim Morbus Hodgkin
(Stein H, Ann Oncol, 1991; Niedobitek G, Ann Oncol, 1996; Leenman EE, Arkh Patol, 1999). Es wird
vermutet, dal3 die EBV-Infektion vor einer Expansion der H-RS-Zellen besteht. Das LPM1, ein EBV
kodiertes Protein, dirfte in den unreifen Lymphozyten einen aktivierten Phanotyp hervorrufen und eine
Modulation der Zytokinexpression bewirken. Es kommt so zu einer lokalen Hemmung der EBV-
spezifischen Immunitét, welche in EBV-positiven Patienten gefunden wird (Niedobitek G, Ann Oncol,
1996). Die erfolgreiche Behandlung eines nach Transplantation entstandenen priméar kutanen B-Zell-

Lymphoms durch Einsatz eines antiretroviralen Medikamentes und Reduktion der Immunsuppression
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bei EBV-Nachweis, lasst ebenfalls eine Assoziation zwischen Infektionserreger und Lymphomgenese
im primar kutanen B-Zell-Lymphomen vermuten (Mozzanica N, J Heart Lung Transplant, 1997).

Auch andere Viren werden haufiger bei lymphoproliferativen CD30+ Erkrankungen gefunden wie z.B.
das HTLV-l, welches in der ATL einen obligatorischen Kofaktor darstellt und damit eine

pathogenetische Rolle in der Lymphomgenese spielt (Ohshima K, Int J Cancer, 1997).

3.2.4. Die Bedeutung des CD30-Molekils in priméar kutanen Lymphomen

Die Prognose von CD30+ Lymphomen der Haut einschlielich der lymphomatoiden Papulose ist
glnstiger als die von primar kutanen CD30- Lymphomen (Willemze R, Blood, 1997). Die haufig bei
groRzelligen CD30+ anaplastischen Lymphomen der Haut im Kindesalter nachgewiesene
Translokation t[2;5] fehlt den CD30+ primar kutanen Lymphomen der Erwachsenen (Gordon BG,
Cancer, 1993). Das deutet moglicherweise auf eine andere Genese der kutanen Lymphome hin und
kann zur Unterscheidung kutaner Lymphome von systemischen Lymphomen genutzt werden
(DeCoteau JF, Blood, 1996). Bei nachgewiesener Transkription des NPM-ALK in kutanen
Lymphomen besteht im Gegensatz zu den ALK+ ALCL keine Korrelation mit der Prognose des
Patienten (Vergier B, Am J Surg Pathol, 1998).

Pathophysiologisch ist die Rolle des CD30-Molekils in den kutanen Lymphomen jedoch nicht
endglltig geklart.

Die wohl umfassendste Betrachtung hat die Arbeitsgruppe um Kadin et al angestellt. Dabei wurde die
Beobachtung genutzt, dafd grof3zellige anaplastische CD30+ T-Zell-Lymphome (ALCL) infolge einer
lymphomatoiden Papulose (LyP) entstehen koénnen. Die Untersuchung von Zelllinien aus LyP-
Lasionen und von daraus abstammenden ALCL-Zelllinien mit dem gleichen T-Zell-Rezeptor-Gen-
Rearrangement fuhrten zu einer umfassenden Hypothese tUber den mdglichen Einflufd von Faktoren in
der Tumorgenese: In den Lasionen der lymphomatoiden Papulose tritt normalerweise die CD30-
vermittelte Apoptose aufgrund der intakten Rickkopplung zwischen CD30 und CD30L ein. Bei
auftretenden Defekten der CD30+ Zelle kann die Apoptose gestort sein und ein Zellwachstum
einsetzen, z.B. durch Mutation im Gen des TGF-B-Rezeptors, eine gestdrte FAS/FAS-Ligand —
Interaktion oder einen Defekt in der CD30/CD30 Ligand-Interaktion (Levi E, J Invest Dermatol, 2000;
Mori M, Blood, 1999, Knaus PI, Mol Cell Biol, 1996; Schiemann WP, Blood, 1999).

CD30+ B-Zell-Lymphome unterliegen keiner eigenen Klassifikation. Es féllt jedoch auf, dal es CBCL
mit ausgepragter CD30-Expression gibt. Dabei kénnen die Zellen beispielsweise in der Mantelzone
eines Keimzentrumszell-Lymphoms oder einzeln verstreut im Infiltrat liegen.

Eine Assoziation von EBV-Infektion und kutanen B-Zell-Lymphomen ist in 10% bis 25% der Féalle
nachgewiesen worden (Mozzanica N, J Heart Lung Transplant, 1997). Das CD30-Antigen und die
EBV-Infektion kénnten auch bei den CBCL, ahnlich wie beim Morbus Hodgkin, eine pathogenetische
Rolle in der Lymphomentstehung spielen. Unklar ist, ob es sich bei diesen CD30+ Zellen um reaktive,
nicht klonale Lymphozyten handelt, welche sich in einem bestimmten Aktivierungszustand befinden,
oder dem Zytokinnetzwerk entgleiste klonale Tumorzellen. Die Bedeutung und die genetischen

Eigenschaften dieser Zellen in kutanen B-Zell-Lymphomen sind bislang vollstandig unbekannt.
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3.3. Atiopathogenese der Mycosis fungoides

In der Atiopathogenese der Mykosis fungoides gibt es zwei immunologisch sehr interessante Aspekte:
Zum einen konnen Ubergangsstadien von der groRfleckigen Parapsoriasis en plaques in eine Mykosis
fungoides beobachtet werden (Stachowitz S, Blood, 2000), andererseits kann der Verlauf der Mykosis
fungoides zeitlich sehr stark, von wenigen Monaten bis zu jahrzehntelanger langsamer Progression,
variieren (Willemze R, Blood, 1997). Somit kann die Existenz effektiver Abwehrmechanismen zur
Reduktion der Tumorzellen postuliert werden. Die Mykosis fungoides kann somit als ein natrliches,
im Zeitlupentempo ablaufendes Modell der Tumorgenese betrachtet werden.

3.3.1. Bedeutung der T-Zell-Klonalitat bei Mykosis fungoides und Parapsoriasis en plaques

In der Haut und im Blut von Patienten mit Mykosis fungoides ist in bis zu 75% der Proben ein klonales
Amplifikat fir das T-Zell-Rezeptor (TCR)-y -Gen-Rearrangment zu finden. Dieses PCR-Produkt kann
sequenziert und damit das individuelle TCR-Gen-Rearrangement der Tumorzelle festgestellt werden.
Dieser Genabschnitt ist dann wegweisend fir weitere tumorbezogene Untersuchungen, z.B. bei der
Analyse von peripheren Blut-Lymphozyten. Wird fur diese Untersuchungen nicht nur eine einfache
PCR durchgeftihrt, sondern eine Kapillarelektrophorese (Fluoreszenz-Fragment-Analyse = FFA), kann
das Langen-Spektrum der PCR-Produkte dargestellt sowie in gewissen Grenzen eine grobe
guantitative Aussage fir den Klon getroffen werden. Mit Hilfe der FFA konnte nachgewiesen werden,
daR die Parapsoriasis en plaques beim Ubergang in eine Mykosis fungoides von einem poly- oder
oligoklonalen Muster in ein Spektrum mit klonaler Dominanz Ubergeht (Muche JM, Blood, 1999).
Maoglicherweise wird der Ubergang von physiologischen Lymphozyten in eine Tumorzellpopulation
durch eine chronische antigene Stimulierung verursacht. Man stellt sich vor, daf3 bei chronisch
aktivierten T-Zellen haufiger genetische Aberrationen auftreten und sich ansammeln. Ab einem
gewissen Zeitpunkt existieren soviel genetische Veradnderungen, dall eine Zelle mit
Tumoreigenschaften entstanden ist, wobei die genaue Kombination der nétigen Aberrationen nicht

bekannt ist.

3.3.2. Infektionserreger

Ebenfalls unklar ist, welche Faktoren die Tumorgenese fordern. Weder Infektionserreger noch
Umwelteinflisse konnten mit dem Auftreten der Mykosis fungoides assoziiert werden (Whittemore AS,
J Natl Cancer Inst, 1989) Die Virusgenese ist haufig untersucht worden, vor allem hinsichtlich von
Retroviren, jedoch nur im Einzelfall nachzuweisen und steht in keiner Beziehung zur Mykosis
fungoides (Meijer CJ, Semin Cancer Biol, 1996; Kanavaros P, Pathol Res Pract, 1994; Wood GS, Am
J Pathol, 1997).

3.3.3. Genetische Pradisposition und genetische Veranderungen

Eine HLA-Assoziation besteht zu HLA Aw31, Aw32, B8, Bw35 und DR5 (Dick HM, Dermatologica,
1977).

Studien haben gezeigt, dal das bekannte Onkogen p53 in frilhen Lasionen der Mykosis fungoides
keine Bedeutung fir die Pathogenese hat, jedoch unter UV-Exposition haufiger Mutationen des p53-

Gens auftreten. Kommt es zu einer Uberexpression von p53, ist der Verlauf der Erkrankung
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unglnstiger (Whittaker S. Ann N Y Acad Sci. 2001; McGregor JM, J Invest Dermatol. 1999; Li G, J
Invest Dermatol. 1998; Beylot-Barry M, Arch Dermatol. 1995). Die Expression des bcl-2 Molekiils in
priméar kutanen T-Zell-Lymphomen hat keinen EinfluR auf die Prognose der Patienten (van Haselen
CW, J Cutan Pathol. 1997; Kanavaros P, Pathol Res Pract. 1994).

Genetische Aberrationen, deren Bedeutung jedoch noch nicht geklart sind, werden regelméagig und
unabhangig vom Stadium der Erkrankung auf den Genen p15 und p16 gefunden.(Garatti SA, Recent
Results Cancer Res, 1995; Scarisbrick JJ, J Invest Dermatol, 2002).

3.3.4. Verlauf und Transformation der Mykosis fungoides

Fur die Entstehung und Ausbreitung eines Tumors ist nicht nur die maligne Zelle zu betrachten,
sondern auch das Immunsystem in seiner Tumorabwehrfunktion. Normalerweise kénnen veréanderte
Zellen durch spezifische T-Zellen erkannt und nachfolgend eleminiert werden. Diese
Wechselbeziehung zwischen Tumorzelle und Immunsystem scheint gerade bei der Entwicklung und
dem Fortschreiten der Mykosis fungoides von Bedeutung zu sein. Seitens der Tumorzelle in der
Mykosis fungoides gibt es Hinweise, dal sie sich gut vor den Zugriffen des Immunsystems schiitzen
kann, z.B. zirkulieren die Zellen im peripheren Blut und im Lymphknoten, ohne erkannt zu werden,
z.B. wandern die pleomorphen Tumorzellen in die Epidermis ein oder kapseln sich dermal in mit
Bindegewebe umgebenen Arealen ab und entziehen sich damit dem Immunsystem (Gellrich S, J
Invest Dermatol, 2000).

Fur eine effiziente Tumorabwehr spricht der jahrelange klinische Verlauf der Mykosis fungoides, bei
dem die kutane Manifestation dominiert. So werden bei Vorliegen eines bandférmigen
lymphohistiozytaren Infiltrates im Plaquestadium der Mykosis fungoides nur wenige Tumorzellen
nachgewiesen. Haufen sich die genetischen Aberrationen einer Tumorzelle der MF an, kann es zu
einer Transformation kommen, die zu einer Progression der Mykosis fungoides fihrt. Die Tumorzellen
verlieren ihren ausschlie3lichen Epidermotropismus. Sie bilden Knoten an der Haut und kdénnen
extrakutane Organe besiedeln (Vergier B, Blood, 2000; Diamandidou E, Blood, 1998).

3.3.5. Tumorspezifische Abwehrmechanismen

Die tumorspezifische Abwehr wird mafgeblich durch CD8+ zytotoxische, MHC-I restringierte und
CD16+ Lymphozyten, realisiert. Die Anzahl und die Funktionalitdt der zytotoxischen T-Zellen ist
stadienabhangig und von der Entitat bestimmt. Das Vorkommen vieler zytotoxischer T-Zellen korreliert
mit einer besseren Prognose des T-Zell-Lymphoms (Lorincz AL, Lancet, 1996; Asadullah K, J Invest
Dermatol, 1997; Wood GS. J Invest Dermatol, 1995).

Vermittelt wird die Interaktion verschiedener Zellen des Immunsystems und der Tumorzellen durch
Zytokine. Sie kodnnen die malignen Zellen in ihrem Wachstum stimulieren, ihr skin-homing
(Einwanderung der Zellen in die Haut) beeinflussen und anti-Tumorzell-Antworten unterdriicken
(Hansen ER, Arch Dermatol, 1996). In frihen Lasionen der Mykosis fungoides dominiert ein TH1-
Zytokinmuster, wogegen in spateren Stadien ein TH2-Muster gefunden wird. Dieses Prinzip wird
therapeutisch umgesetzt, indem ein Wechsel zum TH1-Muster bei der Behandlung der Patienten

angestrebt wird, z.B. durch die Anwendung von Interferon a (Asadullah K, Exp Dermatol, 1998). Beim
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Ubergang vom Plague- zum Tumorstadium steigt die Expression von IL10. IL15 und IL7 stellen

potente Wachstumsfaktoren fur Sézary- Zellen dar (Dalloul A, J Clin Invest, 1992).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dafl3 primar kutane T-Zell-Lymphome Neoplasien des
SALT (skin associated lymphoid tissue) sind. Chronische Stimulierung von T-Lymphozyten durch
unbekannte Faktoren und genetische Instabilitat diirften die Tumorgenese initiieren und unter Einflul

eines veranderten Zytokinnetzwerkes erhalten.

4, Methoden

4.1. Mikromanipulation

4.1.1. Geschichte der Mikromanipulation

Bereits Ende des 19. Jahrhunderts nutzten Mikrobiologen mechanische Hilfsmittel, um unter
mikroskopischer  Sicht tierische  embryonale Blastomeren zu untersuchen (Peterfi,
Naturwissenschaften,1923).

Den entscheidenen Fortschritt bei der Entwicklung der Technik der Mikromanipulation erbrachten die
Erfordernisse der in-vitro-Fertilisation im Rahmen der Reproduktionsmedizin. Dabei wird unter
mikroskopischer Sicht das Spermium in eine Eizelle verbracht. Weitere Anwendungen der
Mikromanipulation bestehen heute in der Zellkern-lsolierung aus Einzelzellen und gezieltem
Einbringen von DNA in Zellen (Hardy K, Reproduction, 2002). Kippers et al. etablierten die
Mikromanipulation zur Isolierung von Einzelzellen aus dem histologischen Schnitt zur Erforschung
des Morbus Hodgkin (Kuppers R, Mol Med Today, 1995). In Anlehnung an diese Technik isolierten wir
Einzelzellen von primér kutanen Lymphomen, welche dann einer PCR-Analyse zugefiihrt wurden
(Gellrich S, Biochemica, Boehringer Mannheim, 11/97).

Moderne Verfahren ermdglichen die Mikromanipulation lasergesteuert. Dabei kdnnen einzelne Zellen
und gréRere Zellverbande unter Monitorkontrolle disseziert werden. Vorteilhaft ist dabei die
Mdoglichkeit des Einsatzes von fluoreszenzoptischen Verfahren und die schnelle Gewebegewinnung,
welches dann zur Herstellung von cDNA aus mRNA verwendet werden kann. Nachteilig ist jedoch die
bisher niedrige Effizienz bezlglich der intakten DNA bei Einzelzellen. Mdglicherweise a1t sich dieser
Nachteil durch Optimierung der Energiebliindelung am Laser optimieren (Schutze K, Cell Mol Biol
(Noisy-le-grand), 1998).

4.1.2. Immunhistochemische Markierung

In Vorbereitung der Einzelzell-Isolierung ist es notwendig die Zellen immunhistochemisch durch einen
Maus-Anti-Human-Antikérper zu markieren, z.B. gegen CD20, Kappa, Lambda oder CD30-Molekiile.
Die genauen Angaben zum jeweiligen markierenden Primarantikdrper werden in den betreffenden
Abschnitten 3. und 5. genannt bzw. sind in den Publikationen detailiert nachzulesen. (Abbildung 10)
Zunachst wird von einer kryokonservierten Hautprobe ein 8um bis 10um dicker Schnitt hergestellt.
Dieser wird ca. 10 Minuten mit Aceton fixiert und anschlieBend 1 Stunde mit dem Primarantikorper
inkubiert. Nach Spulung der Schnitte in TBS-Pufferlésung erfolgt die Reaktion mit einem sekundaren
Antikorper einer anderen Spezies, z.B. Ziege-Anti-Maus-Antikdrper Gber 30 Minuten. Der sekundéare

Antikorper ist entweder mit Biotin oder alkalischer Phosphatase markiert. Die Verstarkungsreaktion
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wird durch Reaktion des Biotin-Molekils mit der alkalischen Phosphatase Uber einen Streptavidin-
Komplex realisiert. AbschlieRend erfolgt die Farbreaktion (Rotfarbung) dber 15 Minuten mit
Chromogen (Neufuchsin/Naphtol-AS-Biphosphat). Bei Anwendung einer Peroxidase-Farbung andert
sich die Markierung des Sekundarantikdrpers mit Natriumperjodat. Die eigentliche Farbung wird durch
die Zugabe eines Enzyms erreicht, welches eine chemische Reaktion und damit die Farbung auslost.
Eine Gegenfarbung der Zellkerne wird mit Hamatoxylin-Lésung durchgefiihrt. Die bei diesen Arbeiten
verwendeten KITs bzw. Antikorper wurden Uberwiegend von den Firmen DAKO und DIANOVA
bezogen.

Die Praparate wurden bis zur Mikromanipulation in TRIS-HCI (0,5 M, pH 7,6)-Puffer bei 4°C
aufbewahrt.

4.1.3. Hydraulische Mikromanipulation

Die Mikromanipulation erfordert ein Umkehrmikroskop (z.B. Nikon, Diaphot 300). Nach Einstellung
und photographischer Dokumentation des gewinschten Ausschnittes erfolgt unter 600facher
VergroRerung die Isolierung der immunhistochemisch markierten Einzelzellen mittels einer aus
glihendem Glas gezogenen (Micropipette Puller) und geschliffenen Kapillare (Pipette Grinder),
welche durch einen hydraulischen Mikromanipulator (NARISHIGE MO-188) manuell gesteuert wird.
Die so isolierte einzelne Zelle wird durch Erzeugung eines Unterdrucks in der Kapillare in die
Glasrohre angesaugt. AnschlieRend erfolgt die Uberfiihrung der Einzelzelle in ein PCR-R6hrchen mit
20ul 1x PCR-Puffer ohne MgCl und 1ng/ul 5SrRNA durch Erzeugung eines Uberdrucks. Die Zugabe
von 5SrRNA soll das Adhérieren von DNA an der GefaRwand verhindern. Es konnten jedoch auch
erfolgreiche Experimente ohne Zugabe von 5SrRNA durchgefiihrt werden. Die Zellen werden bei —

20°C bis zur Weiterverarbeitung gelagert. (Abbildung 10)
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4.2. Molekularbiologische Analyse

4.2.1. Einzelzell-PCR

Die in dieser Arbeit vorgestellten PCR-Analysen an Einzelzellen wurden generell an genomischer
DNA vorgenommen. Prinzipiell ist die gleichzeitige Amplifikation verschiedener Gene aus der
genomischen DNA einer einzelnen Zelle méglich. Bei der Untersuchung primér kutaner Lymphome
wurde die PCR fir folgende Gene etabliert: schwere Kette des Immunglobulins (VyDJy), leichte Ketten
des Immunglobulins Kappa und Lambda (V J.), T-Zell-Rezeptoren- y und - (VJ), EBV-Genom.

Der eigentlichen PCR-Analyse ist ein Proteinverdau vorangestellt. Dabei wird die in Puffer befindliche
Einzelzelle mit 0,5ul Proteinase K (Konzentration 0,5mg/ml) tiber 55 Minuten inkubiert. Danach erfolgt
die Zugabe der PCR-Reagenzien bis zu einem Volumen von 50ul. Die Primer und
Annealingtemperaturen sind der Tabelle V zu entnehmen.

Prinzipiell werden die PCR-Amplifikationen der Immunglobulin- und TCR-Gene in 2 Runden als
seminested-PCR (halbgeschachtelte PCR) vorgenommen. Dabei werden interne Primer bei den B-
Zell-Rezeptor-Genen in der 2. Runde am 3' —Ende und bei den T-Zell-Rezeptor-Genen am 5‘-Ende
eingesetzt. Vom Produkt aus der ersten Runde der PCR wird 1pl in das Reaktionsgemisch der 2.
Runde gegeben, wobei jetzt jede V-Familie einzeln amplifiziert wird. Die detailierten

Reaktionsbedingungen sind in zahlreichen Publikationen verdffentlicht worden (siehe Abschnitt 10).

4.2.2. Darstellung der PCR-Produkte, Sequenzierung, Datenanalyse

AnschlieBend erfolgt die Visualisierung der Produkte mittels Gelelektrophorese auf einem 2%
Agarose-Gel. (Abbildung 10)

Da es sich bei der Einzelzelle gewdhnlich um ein oder zwei Produkte handelt, kann das PCR-Produkt
der 2. Runde direkt sequenziert werden. Dazu wird der Sequenzierer ABI 373 (Applied Biosystems)
und der Ready Reaction DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing KIT (Perkin Elmer) verwendet.
(Abbildung 10) Mit Software-Programmen kdnnen die Sequenzen untereinander aber auch innerhalb
eines Gens verglichen werden (Sequence Navigator, Applied Biosystem). Die so erstellte Textdatei
(ATCG) wird dann mit internationalen Datenbanken zur Identifizierung der passenden Keimbahngene
bzw. der vorhandenen Mutationen verglichen (Advanced WU-BLAST2 Search, EMBL und
IGMT (http://dove.embl-heidelberg.de/Blast2/; http://imgt.cines.fr:8104/textes/vquest/ ).

Parallel wird jede Sequenz mit einer laborinternen Bank verglichen zum Ausschlu von
Kontaminationen und Feststellung von Klonalitdten. Jede neu gefundene Sequenz wird in die

Labordatenbank eingegeben.

Die hier genutzten Primer fir die Analyse der B-Zell-Rezeptor-Gene lassen sich fiir genomische DNA
und fur cDNA nutzen, welche aus Biopsien gewonnen wurden ohne Separierung von Einzelzellen. Die
TCR-y-Gene lassen sich nur auf genomischer Ebene, nicht aber aus cDNA amplifizieren, da der T-
Zell-Rezeptor-y nicht mehr auf der reifen T-Zelle exprimiert wird. TCR-B kann auch auf cDNA-Ebene

mit den vorgestellten Primern amplifiziert werden.



Tabelle V: Bezeichnung und Gen-Sequenz der

verschiedene Gene

36

Primer und ihrer Annealing-Temperaturen fir

Bezeichnung Gen-Familie Annealing Annealing Primer Konzentration in
1. Runde 2. Runde der PCR-Reaktion
VH1 IgHVH 1,7 59 °C 61°C CCT CAG TGA AGG TYT CCT GCAAGG C 02uM
VH2 IgH VH 2 59 °C 61°C GTC CTG CGC TGG TGA AAC CCACAC A 02uM
VH3 IgH VH 3 59 °C 61 °C GGG GTC CCT GAG ACT CTC CTG TGC AG 02uM
VH4 IgH VH 4 59 °C 61°C GAC CCT GTC CCT CACCTG CRCTGTC 02uM
VH5 IgH VH 5 59 °C 61°C AAA AAG CCC GGG GAG TCT CTG ARG A 02uM
VH6 IgH VH 6 59 °C 61°C ACC TGT GCC ATC TCC GGG GAC AGT G 02uM
JH1ext. IgH JH 1,2,4,5 ext. 59 °C ACC TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT 02puM
JH3ext. IgH JH 3 ext. 59 °C TAC CTG AAG AGACGG TGACCATTGT 02uM
JH6ext. IgH JH 6 ext. 59 °C ACC TGA GGA GAC GGT GAC CGT GGT 02uM
JH1int. IgH JH 1,45 int. 61°C/65°C | GAC GGT GAC CAG GGT KCC CTG GCC 02uM
JH2int. IgH JH 2 int. 61°C 65°C | GAC AGT GAC CAGGGT GCC ACG GCC 02puM
JH3int. IgH JH 3 int. 61°C/65°C | GAC GGT GAC CAT TGT CCC TTG GCC 02puM
JH6int. IgH JH 6 int. 61°C/65°C | GAC GGT GAC CGT GGT CCC TTK GCC 02uM
VK1 IgK VK 1 59°C 61°C GAC ATC C(AG )G(AT) TG ACC CAG TCT C(AT)TC 1.0puM
VK2 IgKk VK 2 59 °C 61°C CAG WCT CCACTCTCCCTG YCCGTCA 10uM
VK3 IgK VK 3 59°C 61 °C TTG TGW TGA CRC AGT CTC CAG SCA CC 10uM
VK4 IgKk VK 4 59°C 61°C AGA CTC CCT GGC TGT GTC TCT GGG C 10uM
VK5 Igk VK 5 59°C 61°C CAG TCT CCAGCATTC ATG TCAGCG A 10uM
VK6 IgK VK 6 59 °C 61°C TTT CAG TCT GTG ACT CCA AAG GAG AA 10uM
JKlext. IgKk JK 1,2,4 ext. 59°C ACT CAC GTT TGATYT CCA SCT TGG TCC 10uM
JK3ext. IgK JK 3 ext. 59°C GTACTT ACG TTT GAT ATC CAC TTT GGT CC 10uM
JK5ext. IgK JK 5 ext. 59 °C GCT TAC GTT TAATCT CCAGTC GTG TCC 10uM
Jklint. Igk JK 1,2 int. 61°C TTGATYTCCASC TTG GTC CCYTGG C 10uM
Jk3int. Igk JK 3int. 61°C TTG ATATCC ACT TTG GTC CCAGGG C 10uM
JKk4int. IgK JK 4 int. 61°C TTG ATC TCC ACCTTG GTC CCT CGG C 10uM
JK5int. Igk JK 5 int. 61°C TTAATC TCC AGT CGT GTCCCT TGG C 10uM
VAl IgA VA 1 59°C 63°C GGT CCT GGG CCC AGT CTG TG 1.0uM
VA2 IgA VA 2 59°C 63°C CAG TCT GCC CTG ACT CAG CCT 10uM
VA3a IgA VA 3a 59°C 63°C CTC AGC CACCCT CAGTGTCCG T 10uM
VA3b IgA VA 3b 59°C 63°C CTC AGC CAC CCT CGG TGT CAG T 10uM
VA4 IgA VA 4 59°C 63°C TTT CTT CTG AGC TGA CTC AGG AC 1.0uM
VAB IgA VA 6 59°C 63°C GAG TCT CCG GGG AAG ACG GTA 10uM
VA7 IgA VA 7 59°C 63°C GTG GTG ACT CAG GAG CCCTCAC 10uM
VA8 IgA VA 8 59°C 63°C ACT GTG GTG ACC CAG GAG CCA 10uM
VA9 IgA VA 9 59 °C 63°C CCT GTG CTG ACT CAG CCA CCT 10uM
JAlext. IgA JA 1 ext. 59°C GCC ACT TACCTAGGACGG TGAC 1.0uM
JA2ext. IgA JA 2,3 ext. 59°C GAA GAG ACT CAC CTAGGACGG TC 10uM
JA6ext. IgA JA 6,7ext. 59°C GGA GAC TYA CCG AGG ACG GTC 10uM
JAlint. IgA JA Lint. 63°C GGA CGG TGACCTTGGTCCCAG T 10uM
JA2int. IgA JA 2,3,7 int. 63°C GAC GGT CAG CTT GGT SCC TCC 10pM
JA6int. IgA JA 6 int. 63°C GAC GGT CAC CTT GGT GCC ACT 1.0puM
Vgcons TCR-yV 1-8 ext. 58°C CTA CAT CCACTG GTACCT 10uM
Vg9ext. TCR-yV 9 ext. 58°C ATT GGT ATC GAG AGA GAC 10uM
Vg10/1lext. TCR-yV 10,11 ext. 58 °C CAC TGG TAC KKG CAG AAAC 10uM
Jg1/2 TCR-yJ 1,2 ext. 58 °C CAA CAAGTG TTGTTC CAC 10uM
Vgseq TCR-yV 1-8 int. 58°C AGR CCC CAC AGC ATCTTC 10puM
Vg9 TCR-yV9int 58°C GGA AAG GAA TCT GGC ATT CCG 10puM
Vg10 TCR-yV 10 int. 58°C AAT CCG CAG CTC GAC GCA GCA 10pM
Vgll TCR-yV 11 int. 58 ~"C GCT CAA GAT TGC TCA GGT GGG 1.0puM
Jcons TCR-yJ 1,2int. 58°C CAA CAAGTG TTGTTC CAC 1.0puM
VB3 TCRBV3 58°C 58 °C GTA ACC CAG AGC TCG AGA TAT CTA 10uM
V5.1 TCRBV5.1 58°C 58 °C AGC TCT GAG CTG AAT GTG AAC GCC 10uM
V6 TCR-BVE 58°C 58 °C TCT CAG GTG TGA TCC AAATTC GGG 10uM
VB22 TCR-BV 22 58 ° C 58 °C AAG TGA TCT TGC GCT GTG TCC CCA 10uM
JBI-1 TCR-BJ 1 ext. 58°C ACI GWG AGY CIR GTY CC 10pM
JBII-1 TCR-BJ 2 ext. 58 ° C ACI GTS AGC CKIGTG CC 10puM
JBI-1 TCR-BJ 1int. 58°C WGA GYC IRG TYC CII IIC CAA A 10pM
JR1I1-1 TCR-BJ 2int. 58°C TSA GCC KIG TGC CIG SIC CGA A 1.0puM
EBV | 59°C 61°C GAG GTC AGG TTA CTT ACC CCT GAA G 02uM
EBV Il 59°C 61°C TCT CAG GGT CCC CTC GGA CAG CTCC 02uM
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4.2.3. Keimbahn- und Mutationsanalysen

Nach Vorliegen der Nukleinsédure-Sequenz der identifizierten Gene wurden die Daten wissenschaftlich
analysiert. Zu Beginn einer jeden Analyse erfolgt der Vergleich des gewonnenen Gens mit der
analogen Keimbahn- Konfiguration der rearrangierten Gene Uber die genannten Datenbanken
(http:/dove.embl-heidelberg.de/Blast?/; http://imgt.cines.fr:8104/textes/vquest/ ). Der Auswahl der

Gene (usage) wird bei der Pathogenese einiger Erkrankungen eine Bedeutung beigemessen. So
werden beispielsweise die Gene Vu1-69.1 und Vu1-02 haufig von der Tumorzelle bei B-CLL-Patienten
verwendet (Sakai A, Blood, 2000). Mdéglicherweise haben Zellen, welche dieses V- Gen rearrangiert
haben, eine erhohte Anfalligkeit fir den Erwerb genetischer Aberrationen. Ahnliches wird uber
Patienten mit Autoimmunerkrankungen berichtet. So wurde ein bevorzugtes Vu-Gen-usage des
Keimbahngenes V,3-11 bei SLE-Patienten nachgewiesen. Vermutlich fihrt die starke B-Zell-
Aktivierung bei einem SLE-Schub zu einem veranderten Vy- Gen-usage, wodurch Autoimmunitat nicht
mehr verhindert werden kann (Dorner T, J Immunol, 1999).

Im zweiten Schritt werden die Mutationen auf dem individuellen Gen untersucht. Dabei wird wiederum
die Nukleotidfolge der Keimbahn mit der Sequenz des individuellen Gens verglichen. Die Beurteilung
der Mutationen erfolgt dann nach verschiedenen Gesichtspunkten:

1. Die N-Regionen, welche die Identitdt eines Gens mafgeblich kennzeichnen, werden
identifiziert. (Abbildung 9) Bei mehrmaligem Auftreten des gleichen Gens innerhalb eines
Patienten kann von einer klonalen Proliferation der untersuchten Zellen ausgegangen werden.
Werden identische Gene in verschiedenen Patienten gefunden, kann bei sorgfaltiger Fihrung
einer internen Labor-Gen-Datenbank eine Kontaminationen schnell erkannt werden.

Die Anzahl der Mutationen in verschiedenen Gen-Abschnitten (CDR, FR) wird ermittelt.

Die Anzahl der Mutationen gegeniber der potentiell physiologischen B-Zelle wird im
Analogieschlul? zur individuellen Zelle errechnet.

Fortlaufende Mutationen (ongoing mutations) und intraklonale Diversitat werden untersucht.
Die Qualitat der Mutationen (silent, replacement, potentiell produktiv oder nicht produktiv) wird

ermittelt.

Physiologische B-Zellen haben die Mdglichkeit, im Keimzentrum des Lymphknotens zu mutieren.
Zunachst ist die Mutationsmaschinerie in den noch proliferierenden Zentroblasten, welche sich in der
dunklen Zone des Lymphknotens befinden, aktiviert. So kénnen auch in physiologischen expandierten
Zentroblasten geringe Unterschiede bei der Lokalisation von Mutationen gefunden werden, welche als
intraklonale Diversitat bezeichnet werden. (Kuppers R, EMBO J, 1993). Wird dieser Prozel3 der
fortlaufenden Mutationen im Verlauf betrachtet, spricht man von ,ongoing mutations. Aus den
Zentroblasten entwickeln sich die zur Teilung unféhigen Zentrozyten, welche dann in der sogannten
hellen Zone des Lymphknotens erscheinen und antigenabhéngig selektioniert werden. (Hentges F.
Clin Exp Immunol, 1994) Die physiologische Mutationsrate liegt bei 10° pro Basenpaar und Zellzyklus.
In Lymphomen kann die Mutationsrate bis zu 1 Mutation pro Zellzyklus gesteigert sein (Kuppers R,
EMBO J, 1993) Die Gedachtniszelle weist dann eine Mutationsrate von ca. 4% auf (Berek C, Cell,
1991).
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Analog zu den physiologischen Entwicklungsstadien lassen sich entsprechend der Erlauterungen im
Abschnitt 3.1. und der Abbildung 9 die lymphoproliferativen B-Zell-Erkrankungen aus genetischer
Sicht in Pre-Keimzentrumszell, Keimzentrumszell- und Post-Keimzentrumszell-Lymphome einteilen.
Die antigene Selektion ist ein diffiziler ProzeR. Die einfache Tatsache, dal} Mutationen auf dem Gen
des Immunglobulins stattfinden, garantiert die Affinitatsreifung des spater entstehenden
Immunglobulins nicht. Offensichtlich spielt auch die Lokalisation der Mutation eine Rolle. So werden
die V-Gene in verschiedene Abschnitte entsprechend ihrer Funktion gegeniiber dem Antigen
eingeteilt: 1. in die CDR’s (complementary determining regions), welche im Protein die Kontaktstellen
zum Antigen darstellen und 2. in FR’s (Framework), welche die Stitzfunktion des Proteins erfillen.
Obwohl von einer Akkumulation der Mutationen in den CDR’s ausgegangen wird, wissen wir heute,
daR durchaus auch in den FR’s Mutationen auftreten kdnnen.

Der Erfolg der Affinitatsreifung hangt zusatzlich von den Auswirkungen der Mutationen auf die
Kodierung der Aminosaure ab. Demnach unterscheidet man ,Silent mutations” (Mutationen ohne
Anderung der Aminosaure) und ,Replacement mutations* (Mutationen, in deren Folge sich die
Aminosaure andert). Nur Austauschmutationen kénnen einen Effekt bei der Affinitatsreifung des B-
Lymphozyten erreichen. Bei rein zufélligen Mutationen mit gleichmagiger Verteilung tUber die CDR'’s
und die FR’'s unter Beachtung von 61 Aminosaurekodierungen ergeben sich 526
Mutationsmdglichkeiten, 74,5% wirden zu Austausch- und 25,5% zu stummen Mutationen fiihren
(Jukes TH, Nature, 1979). Die R/S-Ratio betragt dann 2,9. Werte der R/S-Ratio gro3er 2,9 werden in
dieser Berechnung als positive Selektion der stattgefundenen R-Mutationen beurteilt, Werte kleiner
2,9 als Mechanismus zur Erhaltung der Protein-Struktur. Da die R/S-Ratio (intrinsische R/S-Ratio)
vom Triplet abhangig ist , z.B. in der CDR1 R/S-Ratioarg= 9/0 und R/S-Ratiocga= 4/4, fihren
Mutationen hier Gberdurchschnittlich haufig zu Aminoséaureaustauschen. Die erwartete R/S-Ratio kann
dann héher sein. (Chang B, Immunol Today, 1994).

Die Methodik zur Berechnung von Wahrscheinlichkeiten fir das Auftreten von R-Mutationen wurde
durch weitere Modelle erganzt. Gebrauchlich sind folgende Berechnungen (Shlomchik MJ, Proc Natl
Acad Sci U S A, 1987):

g = Rf X CDRyg
N: /Rewfeor=0 XN (,mehr R-Mutationen als erwartet” spricht fiir antigene Selektion)
p = /1 kI(n-k)! j*(1-q)"* (,geringe  Wahrscheinlichkeit* spricht fir eine selektionierte

Mutationsverteilung)

g: Wahrscheinlichkeit mit der eine im VH-Gen auftretende Mutation als R-Mutation in den CDR’s
erwartet werden kann

Rf: Frequenz der Austauschmutationen = 0,745;

CDRy : relative CDR-Grof3e zum gesamten Vy;

n : Mutationen insgesamt in einem Vy-Gen

[RervJopr: €rwartete Anzahl der R-Mutationen

g x n : tatsachlich beobachtete Anzahl der R-Mutationen

k: Anzahl der beobachteten R-Mutationen in den CDR’s

p: Wahrscheinlichkeit von Mutationen
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Um eine genauere Aussage Uber antigenbedingte Selektion zu erhalten, mul? die R/S-Ratio mit der
intrinsischen R/S-Ratio verglichen werden.
Als potentiell produktiv wird ein Gen bezeichnet, welches aufgrund seiner Nukleotid-Sequenz in eine

Aminosaure transkribiert werden kdnnte. Demzufolge dirfen Stop-Codons nicht enthalten sein.

4.2.4. Klonierung

Besonders haufig konnten bei den T-Zell-Analysen biallelische Gen-Rearrangements nachgewiesen
werden. Um die Gen- Sequenzen beider Allele eindeutig zu identifizieren, bedienten wir uns der
Technik der TA-Klonierung mittels eines kommerziellen KIT (TA-Cloning®, Firma Invitrogen®). Im
Anschlul? wurden die Plasmide einer linearen PCR unterzogen, wobei jeweils ein spezifischer Primer
des gesuchten PCR-Produktes oder ein plasmidspezifischer Primer (M13R oder T7) verwendet
worden ist. Die Sequenzierungsauswertung der Gensequenzen erfolgte wie im Abschnitt 4.1.5.
erlautert.

4.2.5. Fluoreszenz-Fragment-Analyse (FFA)

Die Primer Vgl und Vg2 (V10/V11) oder Jgl1/2 wurden am 5-Ende mit dye 5-carboxy-fluorescein
(FAM) fluoreszenzmarkiert. Die fluoreszenzmarkierten PCR-Produkte der FFA wurden auf dem Geréat
ABI 310 PRISM (capillary) oder auf dem Gerédt ABI 373A (PAGE) (PE Applied Biosystems,
Weiterstadt, Deutschland) analysiert. Fir die FFA auf dem ABI 310 PRISM wurden 12ul deionisiertes
Formamid und 0,5ul Genescan 500 TMROX interner Standard (PE Applied Biosystems, Weiterstadt,
Deutschland) zu 1pl PCR-Produkt zugegeben und bei 90°C 2 Minuten lang mit anschlieRender
Eiskihlung denaturiert. Jeder Lauf wurde bei 60°C und 15kV mit einer 5Sekunden-Injektion und 36
Minuten Separationszeit in einer 47cm langen POP Kapillare durchgefiihrt (PE Applied Biosystems,
Weiterstadt, Deutschland).

Fur die Analyse auf dem ABI 373 wurden 5ul deionisiertes Formamid, 0,5ul EDTA, 0,5ul Gene Scan
2500TMROX interner Standard (PE Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) und O0,5ul
Dextran-Blau zu 2l markiertem PCR-Produkt dazugegeben, wie beschrieben denaturiert, auf ein
4,75% Polyacrylamid-Gel (LC 6 premixed gel, FMC Bioproducts, Rockland, USA) aufgetragen und mit

der Software ,GeneScan“ (PE Applied Biosystems, Weiterstadt, Germany) analysiert.

4.3. Etablierung der PCR fiir die schweren Ketten der Immunglobulingene am Beispiel des
Sjogren-Syndroms (Gellrich S, Arthritis Rheum, 1999)
Das Sjogren-Syndrom ist eine chronisch inflammatorische Erkrankung mit lymphozytéaren Infiltraten in
allen exokrinen Driusen, vor allem des Gesichtes. Klinisch stehen deshalb trockene Augen und
Schleimhaute von Nase und Mundhohle im Vordergrund. Das Sjogren-Syndrom kann ohne
Begleiterkrankung oder infolge einer Autoimmunerkrankung auftreten. (Vitali C, Arthritis Rheum,
1993). Es ist bekannt, daR das Sjogren-Syndrom haufiger mit lymphoproliferativen Neoplasien
assoziiert ist. (McCurley TL, Hum Pathol, 1990). Wie im Abschnitt 3.1. beschrieben, kann eine

chronische antigene Stimulierung, beim Sjogren-Syndrom sind Autoantigene vorstellbar, zu einer
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Immundysregulation fuhren, in deren Folge sich ein B-Zell-Lymphom entwickeln kann. (Tzioufas AG,
Clin Exp Rheumatol, 1990).

Ziel dieser Untersuchungen war es, eine reprasentative Anzahl von Vy-D-Jy Gen-Transkripten zu
untersuchen hinsichtlich ihres Vy-Gen-usage (Auswahl eines zu rearrangierenden Vy-Gens aus den
mdglichen Keimbahngenen) und ihrer somatischen Mutationen sowie die Frage zu beantworten, ob es
zu einem Zeitpunkt, an dem keine klinisch und histologisch nachweisbare Lymphommanifestation
vorlag, klonale Vy-Transkripte in verschiedenen Biopsien (Speicheldriise und Lymphknoten) gab.

Im Rahmen der Etablierung der PCR fir die B-Zell-Rezeptor-Gene und der Analyse von Lymphomen
untersuchten wir cDNA aus Speicheldriisen- und Lymphknotenbiopsien von 2 Patienten mit Sjégren-
Syndrom. Beide Patienten hatten im Serum positive Titer fur die Autoantikdrper Ro/SSA, La/SSB und
den Rheumafaktor. Klinisch konnte ein pathologischer Schirmer-Test demonstriert werden. In der
Ultraschall-Untersuchung konnten vergrof3erte Lymphknoten festgestellt werden, die histologisch
jedoch keinen Anhalt fur eine lymphoproliferative Erkrankung ergaben. Von einem Patient (IL) wurden
Lippenbiopsie- und Lymphknotenmaterial untersucht, von einem zweiten Patienten (UW) eine
Lippenbiopsie.

Aus dem Biopsiematerial wurde mRNA und anschlieRend cDNA mit Hilfe kommerzieller KITs
(OligotexDirektmRNAKIt, Quiagen, Chatswoth,CA; Superscript Preamoplification System, Gibco-BRL,
Eggstein, Deutschland) prépariert. Die PCR fir die IgH-Genfamilien wurde wie im Abschnitt 4.1.4.
beschrieben durchgefihrt. Fir die klonspezifische PCR wurden spezielle Primer zur Bindung an der
CDR3-Region entwickelt (Patient IL: 5 GCCCCAGTAGTCAAGGCCCGTAGAT 3’; Patient UW: &
CGTCCATGTAGTAGAACCCCAGATCCC 3') Klonierung und Sequenzierung erfolgten wie in den
Abschnitten 4.1.5. und 4.1.6. beschrieben.

Im Ergebnis wurden 94 Vy-D-Jy Transkripte kloniert und sequenziert. Die B-Zell-Infiltrate zeigten ein
polyklonales Spektrum. In 92 Vy-Transkripten wurden somatische Mutationen gefunden. Aus der
Lippenbiopsie des Patienten IL konnten 13 Vy-Gene amplifiziert werden. Alle Vy-Gene stammten von
verschiedenen Keimbahngenen ab. Aus dem Lymphknoten wurden 44 Vy-Gene amplifiziert. Aus der
Lippenbiopsie des Patienten UW konnten 13 Amplifikate fir das Vy-Gen-Rearrangment gewonnen
werden.

Von 94 zeigten 81 Transkripte Sequenzen somatische Mutationen. 13 Gene waren zu Uber 99%
nahezu keimbahnidentisch. Nach der Analyse der R- und S- Mutationen kann festgestellt werden:

Es wurden mehr R-Mutationen in den CDR’'s als in den FR’'s gefunden. Die R/S-Ratio war
vergleichbar mit dem theoretisch erwarteten Wert fur die entsprechenden Vy-Keimbahngene
(intrinsische R/S-Ratio). Die R/S-Ratio in den FR’s war signifikant niedriger als in der erwarteten
Kalkulation. R-Mutationen erschienen haufiger am Ubergang von CDR1 zu FR1. Im Repertoire der V-
Gene konnte kein bevorzugtes Vy-Gen-usage fir ein Gen oder eine Vy-Gen-Familie nachgewiesen
werden. In allen 3 Proben wurden unproduktive Gene gefunden. Bei dem Patienten IL wurden 3
identische PCR-Produkte aus 2 PCR-Anséatzen aus der Lippenbiopsie detektiert. Dieses Gen wurde
auBerdem im Lymphknoten des Patienten nachgewiesen. Auch beim Patienten UW konnten 2
identische PCR-Produkte aus 2 PCR-Ansatzen amplifiziert werden. Mit Hilfe spezifischer Primer

wurden keine Hinweise auf das Vorhandensein der Klone im Blut des jeweiligen Patienten gefunden.
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Die somatischen Mutationen in den klonal auftretenden Genen beider Patienten wurden ausgewertet.
Bei Patient IL wurden 23, 24, 25 und 27 Mutationen im individuellen klonalen VH —Gen nachgewiesen.
Bei Patient UW waren 25 Mutationen zu finden. Damit bestand eine Keimbahnhomologie zu 89,2%
bei Patient IL und zu 89,9% in Patient UW.

Die Daten zeigen, da die Mehrzahl der Sequenzen polyklonal sind und somit das histologische Bild
eines entzindlichen Infiltrates im Lymphknoten bestétigt wird. Sowohl das Vy-Gen-usage als auch die
Mutationsmuster reflektieren ein Bild wie es auch im peripheren Blut, in der atopischen Dermatitis und
im Nabelschnurblut nachgewiesen worden ist (Mortari F, J Immunol, 1993; Brezinschek HP, J
Immunol, 1995; Tilgner J, Clin Exp Immunol, 1997).

Die Vy-Gen-Transkripte zeigten eine Anhaufung von somatischen Mutationen. Die R-Mutationen sind
in der FR gewohnlich weniger mutiert als in der Kalkulation erwartet, um die Struktur des Proteins zu
gewahrleisten. Bei nichtproduktiven Genen, welche keinem Selektionsdruck unterliegen, sollte die
gefundene R/S-Ratio mit der kalkulierten erwarteten R/S-Ratio korrelieren (Kuppers R, Eur J Immunol,
1997; Braeuninger A, Proc Natl Acad Sci U S A, 1997). In unseren produktiv rearrangierten Genen
war die R/S-Ratio in den FR’s mit 1,67 erniedrigt was fur eine antigenabhéngige Selektion der B-
Lymphozyten durch Expression funktionell intakter Immunglobuline spricht.

Die klonalen Sequenzen, welche bei beiden Patienten durch unabhéngige PCR-Experimente
nachgewiesen wurden, sind nicht zwingenderweise auf eine beginnende lymphoproliferative
Erkrankung zurtickzufiihren. Im physiologischen Keimzentrum eines Lymphknotens wurden ebenfalls
gering expandierte, klonale B-Zellen nachgewiesen. Diese Zellen befinden sich offensichtlich gerade
im Prozel3 der Affinitatsreifung (Kuppers R, EMBO J, 1993). Bei éhnlichen Untersuchungen von B-
Zell-immunglobulingenen aus reaktiven Infiltraten priméar kutaner T-Zell-Lymphome konnten jedoch
keine klonalen Sequenzen gefunden werden (Golembowski S, J Cutan Pathol, 1999). Dagegen
zeigten Bahler et al an Verlaufsbiopsien von Sjogren-Patienten das Vorliegen individueller klonaler
Sequenzen, wobei besonders haufig die Vy-Gene Vy1-69 und Vi3-7 mit diesen Sequenzen assoziiert
waren (Bahler DW, Blood, 1998). Die klonalen B-Zellen der beiden untersuchten Patienten in dieser
Arbeit verwendeten die beschriebenen Vy-Gene nicht. Im Gegensatz zu den Daten von Bahler et al
wurde in unseren klonalen Transkripten intraklonale Diversitat nachgewiesen, welche fir ongoing
mutations sprechen.

Das Phanomen der intraklonalen Diversitat wurde bereits in nodalen follikularen Lymphomen, MALT-
Lymphomen und in priméar kutanen B-Zell-Lymphomen nachgewiesen (Du M, Leukemia, 1996; Bahler
DW, Proc Natl Acad Sci U S A, 1992; Gellrich S, J Invest Dermatol, 2001). Ob diese ongoing
mutations ausschlie3lich unter antigenem EinfluR méglich sind, sollte kritisch beurteilt werden. Auch
andere Gene, sogenannte Proto-Onkogene in diffusen grofRzelligen Lymphomen der Lymphknoten
sind von dem Prozel3 der funktionell aktiven Hypermutation betroffen und akkumulieren somatische
Mutationen (Pasqualucci L, Proc Natl Acad Sci U S A, 1998; Pasqualucci L, Nature, 2001).

Ob es sich bei den klonalen B-Lymphozyten um Vorlaufer lymphoproliferativer Erkankungen handelt
oder ob diese klonal expandierten B-Zellen zur Lymphomentstehung beitragen kénnen, wurde in
dieser Arbeit nicht geklart. Auf jeden Fall sollten die beiden Patienten IL und UW sehr engmaschig

kontrolliert werden hinsichtlich der Manifestation von lymphoproliferativen Erkankungen.
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5. Molekulargenetische Einzelzell-Analyse der variablen Anteile der schweren und der

leichten Kette von Immunglobulingenen in kutanen B-Lymphozyten

5.1. Primar kutane B-Zell-Lymphome sind Keimzentrumszell-Lymphome (Gellrich et al., J
Invest Dermatol 2001, Gellrich et al, J Invest Dermatol, 1997)

5.1.1. Hintergrinde und Fragestellungen

Priméar kutane B-Zell-Lymphome sind durch das Fehlen einer extrakutanen Manifestation tber lange
Zeit gekennzeichnet. (Burg G, Bull Cancer, 1977; Kerl H, Hautarzt, 1979). Obwohl die primar kutanen
B-Zell-Lymphome histologisch groRe Ahnlichkeiten mit den nodalen follikularen Lymphomen
aufweisen, unterscheiden sie sich jedoch im Verlauf, welcher bei den primar kutanen B-Zell-
Lymphomen indolent bzw. intermediar aggressiv ist (Willemze R, Blood, 1997).

Innerhalb der primér kutanen B-Zell-Lymphome gibt es jedoch prognostisch heterogene Gruppen: 1.
Primar kutane B-Zell-Lymphome am Stamm und Kopf, welche zu ca. 50% histologisch den
Keimzentrumszell-Lymphomen und zu 50% den Marginalzonen-Lymphomen / Immunozytomen
zuzuordnen sind und eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 97% haben. 2. GCBCLL an der unteren
Extremitat mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 57%. (Vermeer MH, Arch Dermatol, 1996; Geelen
FA, J Clin Oncol, 1998; Bekkenk MW, J Clin Oncol, 1999).

Entsprechend der physiologischen B-Zell-Entwicklung unterliegt der B-Zell-Rezeptor Veranderungen.
So finden sich in naiven B-Zellen nahezu unmutierte, keimbahnidentische Immunoglobulin-Gene
(Hummel M, Blood, 1994). Im Keimzentrum kénnen die B-Zellen mit Hilfe der antigenprasentierenden
Zellen und mit Hilfe der T-Zellen proliferieren. Dabei fuhrt die Erkennung von Antigen durch den B-
Zell-Rezeptor zu einer Wachstumsstimulation der B-Zelle. B-Lymphozyten mit einer hohen Affinitat
zum Antigen werden selektiert (Lindhout E, Immunol Today, 1997). Eine optimale Anpassung ist durch
das Auftreten von somatischen Mutationen gewahrleistet, wobei die R-Mutationen zum
Aminosaureaustausch fihren. (Berek C, Cell, 1991; Jacob J, Nature, 1991). Der Mutationsstatus des
Immunglobulins einer B-Zelle bzw. ihrer klonalen Vertreter gibt demzufolge Auskunft Gber ihre
Entwicklungsstufe. In Anlehnung an dieses Prinzip kénnen nun auch B-Zell-Lymphomzellen beurteilt
werden. (Abbildung 9)

Haben alle Tumor-B-Zellen keimbahnidentische Vu- und V- Gene, entsprechen sie Pra-
Keimzentrumszell-B-Zell-Lymphomen; zeigen sie mutierte V-, V-Gene und intraklonal verschiedene
Mutationen, entsprechen sie Keimzentrumszell-Lymphomen; sind die Tumor-B-Zellen mutiert, jedoch
ohne das Vorliegen von intraklonalen Diversitaten, handelt es sich um Post-Keimzentrumszell-
Lymphome (Abschnitte 3.1. und 4.2.3.) (Abbildung 9).

Fur die primar kutanen B-Zell-Lymphome war nicht bekannt gewesen, in welche Kategorie der
molekulargenetischen Klassifikation entsprechend den B-Zell-Rezeptor-Genen diese Entitaten

einzuorden sind. Es ergaben sich folgende Fragen:

*  Welcher Entwicklungsstufe physiologischer B-Lymphozyten lassen sich die Tumor-B-Zellen

aus primar kutanen B-Zell-Lymphomen zuordnen?
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» Besteht ein Unterschied im Mutationsmuster zwischen histologischen Keimzentrumszell-
Lymphomen mit Lokalisation am Stamm und Kopf gegenliber den PCBCL an der unteren

Extremitat?

5.1.2. Patienten, spezielle methodische Aspekte, Ergebnisse

Es wurden 8 Patienten mit priméar kutanen B-Zell-Lymphom untersucht. Bei 4 Patienten waren die
Hautveranderungen an Kopf und Stamm lokalisiert und entsprachen histologisch einem
Keimzentrumszell-Lymphom (FCCL) (Gruppe 1). 4 Patienten zeigten histologisch ein grof3zelliges B-
Zell-Lymphom (GBCLL), welches sich in allen Fallen am Bein manifestierte (Gruppe II).
Immunphanotypisch wurde in allen Praparaten das CD20 Molekul, bcl-2- nur bei den Patienten mit
GBCLL exprimiert. Die leichte Kette des Immunglobulins (kappa oder lambda) war in 7/8 Féllen
immunhistochemisch nachweisbar. Alle Patienten der Gruppe 1 wiesen zwar rezidivierende
Hautveranderungen auf, waren jedoch 5 Jahre nach Diagnosestellung noch am Leben. In der Gruppe
Il verstarben 2/4 Patienten innerhalb von 1,5 Jahren.

Zur Mikromanipulation und Einzelzell-PCR wurden die histologischen Schnitte mit einem anti-CD20-
Antikorper markiert. Lediglich in Patient GG wurde ein anti-kappa-Antikbrper zur Markierung
verwendet. Der Methodik von Abschnitt 4 folgend, wurden insgesamt 532 Einzelzellen detektiert und
anschief3end die DNA in der PCR mit Primern fur Vy und V, bzw. V, amplifiziert.

Bei den Patienten AZL und WS konnte kein Amplifikat fir die schwere Kette des Immunglobulins
amplifiziert werden. Fir die leichte Kette dieser beiden Patienten erhielten wir ein PCR-Produkt.

Es ist davon auszugehen, dall die Primer aufgrund von Mutationen nicht an die schweren Ketten
binden konnten. Dieses Phanomen konnte auch in anderen Experimenten nachgewiesen werden
(Golembowski S, Immunobiology, 2000; Child FJ, Br J Dermatol, 2001). Daf3 nur eine Kette, entweder
die schwere Kette oder die leichte Kette, erfolgreich rearrangiert wurde ist eher unwahrscheinlich,
jedoch in diesen Experimenten nicht vollstandig auszuschliel3en. Die Effizienz der Experimente war
unterschiedlich: In 25-50% der isolierten B-Zellen wurde die schwere Kette und in 9 - 44% die leichte
Kette des Immunglobulingens nachgewiesen. In keinem Fall wurde ein biallelisches Rearrangement
gefunden.

Zuséatzlich wurden bei 3 Patienten (UK, LB, IL) die Keimbahngene der in der Tumorzelle verwendeten
Vy-Gene mittels PCR detektiert, um einen allelen Polymorphismus auszuschlieRen (Gellrich et al., J
Invest Dermatol, 2001).

Um eine Aussage zur Transkription der Immunglobulingene in der Tumorzelle treffen zu koénnen,
erfolgte die RNA-Isolation aus kryokonserviertem Gewebe der Patienten UK und LB. Fir die PCR
wurden die Vy -spezifischen und kettenspezifische Primer fir den Cp-, Cy- oder Co-Isotyp verwendet
(Gellrich et al., J Invest Dermatol, 2001).

Nach Reinigung aller gewonnenen PCR-Produkte erfolgte die Sequenzierung mit den 5’ -spezifischen
Primern. Ergaben die Elektropherogramme der Sequenzierung keine eindeutigen Ergebnisse, wurde
die Sequenzierung mit dem 3’-Primer wiederholt und durch anschlieRendes Alignment (Vergleich)
beurteilt (ABI Sequence navigator, Applied Biosystem, Weiterstadt).
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Schwerpunkt dieser Arbeit war es, das Repertoire der verwendeten Immunglobulingene und deren
Mutationsmuster zu erfassen.

Analyse des IgH-Gen-Rearrangements

In den Tumorzellen wurden Vy-Gene aus 5 verschiedenen Vy-Familien, nicht jedoch aus den V-
Familien 2 und 7 nachgewiesen. 2x konnte ein Gen der VH3-Familie gefunden werden. 4/6
Rearrangements enthielten ein Jy4-Gen, 1/6 J,5b, 1/6 Jy3a. In 5 Fallen konnte ein D-Gen identifiziert
werden. Bei Patient IL konnte kein Immunglobulingen Dy zugeordnet werden. Die N-Regionen
zwischen den Genen VyD und DJy waren an beiden Verbindungsstellen zu finden. (Abbildung 11)
(Tabelle V)

Analyse des IgL-Gen- Rearrangements

Bei 5 Patienten enthielten die B-Lymphomzellen ein V, J.-Rearrangement, wobei in 4/5 Fallen das Gen
IGVK3-20*1 verwendet wurde (Lefranc, Immunol Today, 1997; Barbie, Immungenet, 1998). Bei 2
Patienten wurde ein V,Jy,-Rearrangement des Leichtkettengens in der Tumorzelle nachgewiesen
(Williams SC, J Mol Biol, 1996). In 5/8 Patienten konnte die Gene der schweren und der leichten Kette
gleichzeitig amplifiziert werden (Abbildung 12) (Tabelle VI).

Mutationsanalyse

Alle detektierten Gene der Tumorzellen enthielten somatische Punktmutationen verglichen mit den
aquivalenten Keimbahngenen. Von 3 Patienten wurden die individuellen Keimbahngene der genutzten
Vy-Gene Uber Klonierung dargestellt und mit den somatischen Mutationen in der Tumorzelle
verglichen (Abbildungen 11,12).

Die Mutationsrate betrug 9.2 und 16,3% fir die schwere Kette und 5.4 und 15,5% fur die leichte Kette.
Die Mutationsrate wird kalkuliert als die Ratio von Nukleinsdureaustauschen pro rearrangierten V-
Gen. Es wurde kein Unterschied zwischen den Entitdten GBCLL Gruppe |) und FCCL (Gruppe II)
gefunden. R-Mutationen, als deren Folge ein Aminosdureaustausch stattfindet, waren Uber die
gesamte Lange der V- bzw. V -Gene verteilt, wobei eine leichte Dominanz in den CDR’s gegenuber
den FR’s nachzuweisen war (Abbildungen 11,12).

Ein Aminosaureaustausch (S-N) zeigte sich bei mehreren Patienten in der CDR1 (UKVy5, ILVy3,
VMVy3 Position 31), der CDR2 und im FR3 der schweren Kette bzw. in der CDR1, der CDR2 und im
FR3 der leichten Ketten (Abbildungen 11,12).

Die kalkulierte Ratio der beobachteten R/S Mutationen verglichen mit dem erwarteten Wert der nicht
selektierten zuféllig mutierten V-Keimbahngene wurden nach Chang und Casali, 1994 anhand der
dominierenden Gene der schweren und der leichten Ketten der Tumor-B-Zellen berechnet (Abschnitt
4.2.4.). Die kalkulierte Ratio war in 2/3 Genen der schweren Kette und in 3/3 Genen der leichten Kette
fur die CDR’'s etwas mehr erhoht als erwartet. Die FR’s waren in 5/6 Fallen weniger von R-
Mutationen betroffen als statistisch erwartet. Die FR’s der leichten Ketten zeigten eine sehr niedrige
R/S-Ratio bei den Patienten mit FCCL von Kopf und Stamm (Gruppe 1) und bei 2/3 Fallen eine
erhohte R/S-Ratio bei den GBCLL (Gruppe Il). Zusammengefasst spricht die R/S-Ratio fir einen
antigengetriebenen Prozel3 in den Tumor-B-Zellen aller Patienten mit geringeren R/S- Mutationen in
den FR und erhthten R/S-Mutationen in den CDR’s. Die Verteilung der Mutationen ist in beiden

histologischen und klinischen Entitaten vergleichbar.
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Bei 2 Patienten (UK, LB) konnte aus der mRNA/cDNA ein VDJLC-Transkript gewonnen werden: Bei
beiden Patienten wurde ein klonspezifisches Cp-Transkript fir das Gen der schweren Kette
nachgewiesen. Ferner wurde eine schwaches Produkt fir das Co&Transkript bei Patient LB
amplifiziert, welches allerdings aus technischen Griinden nicht sequenziert worden ist.

Bei 6/8 Patienten fanden wir innerhalb der Tumor-B-Zellen (Subklone) V-Gene der schweren oder der
leichten Kette, die dem Tumorklon entsprachen, jedoch einzelne zusatzliche oder fehlende
Punktmutationen gegeniber dem dominierenden Klon aufwiesen. Dieses Phanomen war bei beiden
Patientengruppen vorhanden. Dabei konnte es sich um S-Mutationen, aber auch um R-Mutationen
handeln, welche zum Aminosaureaustausch fiihrten, z.B. Patient VM: VMV 3a R-Q ohne
Aminosaureaustausch und VMVy3b von R-Q zu R-H Aminosaureaustausch an Position 50 (CDR 2)
(Abbildungen 11, 12).

5.1.3. Diskussion

Die Mutationsanalyse von Immunoglobulingenen aus Tumormaterial kann schwierig sein, wenn das
Gesamtmaterial einer Biopsie verwendet wird. Dabei kdnnen die Tumorzellen unterreprasentiert sein
und geringe Unterschiede in den Mutationsmustern nicht erfal3t werden. Um eine genaue Analyse
dieser Gene durchfihren zu kénnen, wurden 4 Patienten mit einem Keimzentrumszell- Lymphom am
Kopf und Stamm und 4 Patienten mit einem grof3zelligen B-Zell-Lymphom am Bein untersucht. Die
Mikromanipulation und Einzelzell-PCR (Kippers R, Handbook of Experimental Immunology, 1997;
Gellrich' S, J Invest Dermatol,1997) stellen dabei die Methoden der Wahl dar, da individuelle Gene
einer einzelnen Zelle untersucht werden kdnnen.

Die bei 6/8 Patienten detektierten Tumor-V-Gene zeigten keine besonders bevorzugte Nutzung einer
bestimmten Vy-Gen-Familie durch die Tumorzelle, ahnlich den Ergebnissen in nodalen Lymphomen
(Bahler DW, Blood, 1991; Rosenquist R, Eur J Haematol, 1999). Bemerkenswert ist jedoch das
Vorkommen von 2 Genen, welche bei der B-CLL eine besondere Rolle spielen: Vy1-69-1 und V3-7
Mdglicherweise sind diese Gene fir das Auftreten in Tumorzellen pradisponiert (Bahler DW, Blood,
1998). Die leichten Ketten der Immunglobuline rearrangierten in 4/7 Fallen die Nutzung der V,3-20*1-
Familie. Aufgrund der geringen Fallzahlen kann hier keine Statistik durchgefiihrt werden. Obwohl die
Verwendung von V,3-Genen in physiologischen B-Zellen haufig vorkommt: 14% in IgM+ B-Zellen,
(Foster SJ, J Clin Invest, 1997; Cox JP, Eur J Immunol, 1994; Feeney AJ, J Immunol, 1997), ist
jedoch die Uberprasentierte Nutzung dieses Gens in den B-Zell-Tumoren bemerkenswert. ( Lefranc
MP, Nucleic Acids Res, 1999; Lefranc MP Immunol Today, 1997; Barbie V, Exp Clin
Immunogenet,1998). Ob sich dieses Phanomen des haufigen Auftretens bestimmter Gene in den
Tumorzellen eine pathogenetische Relevanz hat oder ob es sich um ein zufélliges Auftreten handelt

ist derzeit ungeklart. Moglicherweise sind die Gene fir Mutationsprozesse besonders empfindlich.
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PATT ENT UK 25 30 35 40 45 50 52A 55 60 65 70 75 80 82ABC 85 90
| GHV5- 51K SCKGSGYSFT S. . YW G WRQWPGKALEWMG | | YP- GDSDTRYSPSFQG QVTI SADKSI STAYLQWESLKASDTAMYYCAR
UKVHBA eeee - R- N-F--- ---mmmmeaa - W-=----- T-Ke-mmmme mme - - V---BE--F---N--------- F-V- H WAAG HS PW
UKVvWWeB  eeee - R- N-F--- -----omm-- Y-- V------- A V---T---m--- N----mma - - F-V- H WAAG HS PW
PATI ENT LB 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 82ABC 85 90
| GHV4-59*3 SGGSI S S-- YYW5 W RQPPGKGLEW G YI Y- - YSGSTNYNPSLKS RVTI SVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR
LBVH4A, B ----MN ---CG-T ----A-------- E-F--1T-N--------- EEEEN B\ N CEEEE R-T-L------ L---- K TRE L HFDVW
LBVHAC ----MN ---CG-T ----A-------- E-F--1T-N--------- ----LMNK------- R-T-L------ L---- K TRE L HFDVW
PATI ENT GG 35 45 50 55 60 65 70 75 80 82ABC 85 90
| GHV1- 69*1 TFS S--YAI' S V\X/RQQPG(IJ_EV\MS A | - Pl FGTANYAQKFQG RVTI TADESTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR
GGVH1 --- K-S L- e - ----- L--APK--E-RD ------- DFRNI - - ------ K-D-------- SQGQRP DYHN S PLDYW
PATI ENT | L 25 30 35 40 45 50 55 60 65 75 80 82ABC [ 85 90
| GHV3-7*1 SGFTFS S- - YWVB WRQAPGKGLEW/A NI K- QDGSEKYYVDSVKG RFTI SRD\IAKNSLYLQ\/NSLRAEDTAVYYCAR
| LVH3 -DA- N-F--- ----T-A------ S --NT--TDTV------- ---VF---UN- - - - - - - N--V----L---- CLPRRGALGPPG PFYVW
PATI ENT VM 30 35 40 45 5052 A |55 60 65 75 B0 s2aBC| 85 90
| GHV3-74*1 S S - YWWH WRQAPGKALWWWS RI NS- DGSSTSYADSVKG RFTI SRD\IAKNTLYLQ\/NSLRAEDTAVYYCAR
VWH3A - IN---- - meee Ve e P Q-G --T-KN--E---- - - - Q--F------ O GGSY SMAAD DYW
VIWH3B - N----- ----V----P---- H-G--T-KN--E---- --------- Q--F------ V--mmmme - GGSY SMAAD DYW
PATI ENT DG 31 AB 35 40 45 50 52AB 55 60 65 70 75 80 82ABC 85 90
| GHV6- 1* 1 NSAAWN W RQSPSRGLEWL.G RTYYRSKWYNDYAVSVKS RI TI NPDTSKNQFSLQLNSVTPEDTAVYYCAR
DGVHBA, E SNV-- - e --L---QLSENHF-NG ----KA-E---H----D-------- | -F--- DSW GSAY HDGVDFW
DGVH6B, C ANV--- - M e --L---QLSENHF-NG ----KA-E---H----D------- | -F--- DSW GSAY HDGVDFW
DGVH6D SNV--- e --L---QLSENRF-NG ----KA-E---H----D------- | -F--- DSW GSAY HDGVDFW
DGVHG6F SNV--- e --L---Q LSEN-HFMN\G ----KA-E---H----D-------- | -F--- DSW GSAY HDGVDFW
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Abbildung 11: Aminosauren der schweren Ketten der tumorindividuellen Gene, obere Reihe Patienteninitialen, zweite Reihe Keimbahngene, folgende Reihen

einzelzellindividuelle Sequenzen des dominierenden Klons und der Subklone, obere Box Patientengruppe | (FCCL), untere Box Patientengruppe 1l (GBCLL), R-

Mutationen grau unterlegt, D-Gene unterstrichen
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PATI ENT WK 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
| GKV3- 20*1 LSLSPCGERATLSC RASQSVSSSYLA  WYQKPGQAPRLLI'Y GASSRAT G PDRFSGSGSGTDFTLTI SRLEPEDFAVYYC QQYGSSP
UKVK3A  mmmmememe oo B R B = R O ---DN-- PMCTF
UKVK3IB - ---- R------ B R B = R O e ---DH - PMCTF
PATI ENT W5 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
| GKV3-20*1 LSLSPCGERATLSC RASQSVSSSYLA  WYQKPGQAPRLLI'Y GASSRAT G PDRFSGSGSGTDFTLTI SRLEPEDFAVYYC QQYGSSP
WEVK3A e memememee e T--L-- mmmmmm e Bl i --F--- YTF
WSVK3B ~ --eeeeeme-- - ----RT--L-- seeeeeeeeam - Bl R e --F--- YTF
WEVK3C  mmemmememee e e e TR-L-V  --mmmmmeme e - - - Bl R e --F--- YTF
WEVK3D s meemememeem e e T--F--  cmmmee e Bl R e --F--- YTF
PATI ENT LB 15 20 25 | 3031A'B 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
| GLV3-21*2 APGQTARI TC GGNNI GSKSVH WYQKPGQAPVLVWY DDSDRPS G PERFSGSNSGNTATLTI SRVEAGDEADYYC QUW\DSSSDH
LBVL3A,B,C D  -------- S --DK--N--- --HL-S -G -V--- --cBE A --CD e e e e oo IV-- PIFG
LBVL3IE ~ -------- S- EEDK--N--- --HL-S -G - V- - cEBE A - D e e e e e e e IV-- PIFG
PATI ENT GG 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
| GKV3- 20*1 TLSC RASQSVSSSYLA  WYQOKPGQAPRLLI'Y GASSRAT A PDRFSGSGSGTDFTLTI SRLEPEDFAVYYC QQYGSSP
GGVK3 ---- K---1IINER--G ----RS--S------ ST-A - e R R - A -- HTFGQ
PATI ENT WM 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
| GKV3-20*1 RATLSC RASQSVSSSYLA  WYQKPGQAPRLLI'Y GASSRAT G PDRFSGSGSGTDFTLTI SRLEPEDFAVYYC QQYGSSP
VWK3  eeeeee —eo- - [ N G i NN K- ----- R QrF&Q
PATI ENT DG 20 25 3031A B C 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
| GLV2-8*1 SVTI SC TGTSSDVGGYNYVS WYQHPCGKAPKLM Y EVSKRPS GVPDRFSGSKSGNTASLTVSGLQAEDEADYYC SSYAGSNN
DGVL2A  ae---- == SN-------- - -F----- SQI-FDT---- --mmmmmmm e e o l----S------- --F--V-- LYVFGS
pGv2eB 0 mee--- --SNN--------- -F----- SQI-FDT---- --mmmmmmmmeaeeee o l----S------- --F--V-- LYVFGS
PATI ENT AZL 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
| GKV1-5*3 LSASVCGDRVTI TC RASCSI SSWLA WYQQKPGKAPKLLI Y KASSLES GVPSRFSGSGSGTEFTLTI SSLQPDDFATYYC QQYNSYS
AZLVKIA,C  ------- T-1L-- -S--HN---  --mmmmmeamam o ---T-H - - G-------- F- H-ST-- RFTF
AZLVKIB  ------- T-1L-- -S--HN---  ---emmmmeamam o ---T-H - - G------ |-F- H-ST-- RFTF

Abbildung 12: Aminosauren der leichten Ketten der tumorindividuellen Gene, obere Reihe Patienteninitialen, zweite Reihe Keimbahngene, folgende Reihen
einzelzellindividuelle Sequenzen des dominierenden Klons und der Subklone, obere Box Patientengruppe | (FCCL), untere Box Patientengruppe 1l (GBCLL), R-

Mutationen grau unterlegt



Tabelle VI: Anzahl und Keimbahnzuordnung der Tumor-Klone und -Subklone der untersuchten Patienten
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Patient Anzahl der Klonales IgH-Gen- Anzahl der klonalen IgH- Klonale IgL-Gen- Anzahl der klonalen IgL-Gen- | Anzahl der Zellen mit IgH-
analysierten Rearrangment e e G ITETS Rearrangments Rearrangements1 und IgL-Genen
Zellen (VuDJy) 9 (Vi)
UK 129 IGHV5-51UK—D6-13—J45b 19 (UKVH5A) IGKV3-20*1—JK2 6 (UKVK3A) 4
13 (UKVH5B) 5 (UKVK3B)
WS 100 - - IGKV3-20*1—JK2 3 (WSVK3A) -
5 (WSVK3B)
12 (WSVK3C)
4 (WSVK3D)
LB 126 IGHV4-59*3—D7-27—Ju4 44 (LBVH4A) IGLV3-21*2—]J,2/3,3 28 (LBVL3A) 24
1 (LBVH4B) 1 (LBVL3B)
1 (LBVH4C) 1 (LBVL3C)
3 (LBVL3D)
1 (LBVL3E)

GG 18 IGHV1-69*1—D3-22—J4 8 IGKV3-20*1—JK2 8 6
IL 45 IGHV3-7*1—D?—Ju3a 14 - - -
VM 42 IGHV3-74*1—D1-26—Ju4 21 (VMVH3A) IGKV3-20*1—JK2 13 11

1 (VMVH3B)
DG 36 IGHV6-1*1—D6-25—J.4 9 (DGVHG6A) IGLV2-8*1—J,1 8 (DGVL2A) 6
1 (DGVH6B)
1 (DGVH6C) 1 (bevLze)
1 (DGVH6D)
1 (DGVH6E)
1 (DGVH6F)
AZL 36 - -

IGKV1-5*3—JK3

13 (AZLVK1A)
1 (AZLVK1B)
1 (AZLVK1C)
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In den Tumor-B-Zellen der hier untersuchten Patienten wurde bei keinem der 8 Patienten ein
biallelisches Rearrangement der Immunglobulingene gefunden. Alle detektierten Gene enthielten kein
Stop-Codon und sind somit potentiell produktive Gene. In anderen Experimenten konnten biallelische
Rearrangements fur physiologische und maligne B- und T-Zellen nachgewiesen werden, so daf} ein
technischer Fehler ausgeschlossen werden kann (Golembowski S, J Cutan Pathol, 1999.;
Brezinschek HP, J Immunol, 1995; Dorner T, J Immunol, 1997; Brauninger, Blood, 1999).
Mdglicherweise deutet das Auftreten von monoallelischem Rearrangement auf eine relativ geringe
molekulargenetische Instabilitat in den primér kutanen B-Zell-Lymphomen gegeniiber aggressiveren
nodalen B-Zell-Lymphomen hin, welche die Prozesse von Hypermutation, Genrearrangement und
Klassenwechsel der Immunglobuline umfasst (Kuppers R, N Engl J Med, 1999). Der prognostische
Unterschied zwischen den beiden pCBCL-Entitaten kann mit dieser Hypothese der genetischen
Instabilitat derzeit nicht erklart werden. Zusatzliche Faktoren, wie z.B. die bcl-2-Expression durften
eine Rolle spielen (Geelen FA, J Clin Oncol, 1998).

Die Mutationsanalysen der Tumorgene zeigten in allen Fallen fir beide Immunglobulinkettengene
hohe Mutationsraten (5,4-16,3%), welche Uber den Werten der physiologischen Keimzentrumszellen
liegen (Pascual V, J Immunol, 1994; Tomlinson IM, J Mol Biol, 1996, Williams SC, J Mol Biol, 1996).
Die Verteilung von Replacement versus silent-Mutationen (R/S-Ratio) Uiber die Regionen der CDR und
FR entsprach dem erwarteten Wert (Chang B, Immunol Today, 1994). Diese Daten zeigen, daf die
Tumorzelle einer antigenen Selektion unterlag, jedoch der Prozel3 der Mutationen offensichtlich Gber
das normale Mal hinaus stattgefunden hat. Besonders in den FR kdénnen R-Mutationen gefunden
werden. Die FR sind fur die Stabilisierung der Antikdrper verantwortlich. Der genaue Einfluf3 einer
einzelnen Mutation auf die Affinitdt eines Antikdrpers zum Antigen ist in den hier gewonnenen
Ergebnissen nicht genau festzustellen, da schon eine einzelne Mutation zur wesentlichen
Strukturanderung im Antikdrper fuhren kann. Ebenfalls ist unklar, ob die somatischen Mutationen vor
oder wahrend der Tumorentwicklung stattgefunden haben. Der Nachweis eines genlibergreifenden
Mutationsmechanismus (Pasqualucci L, Nature, 2001) spricht fir beide Mdglichkeiten. Einige
Mutationen sind schon im Rahmen der physiologischen Keimzentrumszell-Reaktion erworben worden,
andere jedoch wahrend der Tumorgenese. Das erklart auch das Auftreten von intraklonalen
Diversitaten innerhalb eines Tumorklones. Dieses Ph&nomen der intraklonalen Diversitat wurde bei
allen 8 Patienten nachgewiesen. Im Vergleich zu einer Arbeit von Aarts, welcher Uberwiegend
Immunozytome der PCBCL untersuchte, ist die Frequenz der intraklonalen Diversitdten in
Keimzentrumszell-Lymphomen und groRRzelligen B-Zell-Lymphomen am Bein geringer (Aarts WM,
Blood, 1998). Es wird vermutet, dalR die geringere intraklonale Diversitat mit der Aggressivitat eines B-
Zell-Lymphoms korreliert und somit einen prognostischen Anhaltspunkt bietet (Matolcsy A, Eur J
Immunol, 1999). Bei 2 Lymphompatienten zeigte das Immunglobulin der Tumorzelle einen IgM-Isotyp,
wovon auch Aarts in seiner Arbeit berichtet (Aarts WM, Blood, 1998).

Potentiell produktive Gene und intraklonale Diversitat sprechen fir einen Einflud der Tumor-
Immunglobuline auf die Lymphomgenese ahnlich den MALTomen im Magen bei chronischer Infektion
mit Helicobacter pylori. Eine antibiotische Behandlung, welche zur Unterbrechung des chronischen

Stimulus fuhrt, kann in beiden Fallen die Rickbildung initialer Lymphome bewirken. (Kutting B, J Am
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Acad Dermatol, 1997; Roggero E, Hum Pathol, 2000; Wotherspoon AC, Lancet, 1991; Hussell T,
Lancet, 1993).

Zusammenfassend kann anhand der Daten festgestellt werden, daf? die Immunglobulingene der FCCL
und der GBCLL ein Mutationsmuster entsprechend dem Keimzentrum aufweisen und damit den
sogenannten Keimzentrumszell-Lymphomen angehéren wie z.B. auch ein Teil der Hodgkin-
Lymphome und der B-CLL (Kuppers R, Adv Cancer Res, 2002; Sakai A, Blood, 2000). Es konnte kein
Unterschied zwischen beiden Entitdten der PCBCL hinsichtlich der Mutationsmuster und des
Immunglobulingen-usage der Tumorzellen gefunden werden.

Nach Darstellung von Alizadeh sind unterschiedlich stark exprimierte Gene fir den Verlauf von B-Zell-
Entitaten in den nodalen diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphomen verantwortlich (Alizadeh AA, Nature,
2000).

5.2. Intraklonale Diversitat bei primar kutanen B-Zell-Lymphomen
5.2.1. Hintergriinde und Fragestellungen
Somatische Hypermutationen und intraklonale Diversitat sind ein Merkmal von Keimzentrumszell-
Lymphomen, was in verschiedenen vorangegangenen Abschnitten (3.1.1., 4.1.3., 5.1) dargelegt
wurde (Abbildung 9). Beim Nachweis von intraklonalen Diversitaten bzw. ,ongoing mutation* wird ein
Lymphom als Keimzentrumszell-Lymphom eingeordnet. Fehlen diese bei bestehenden
Hypermutationen, entspricht das Lymphom einem Post-Keimzentrumszell-Lymphom. Um diese
Unterscheidung genau zu verifizieren, ergab sich folgende Fragestellung:

 Kann die Unterscheidung von Keimzentrumszell-Lymphom und Post-Keimzentrumszell-

Lymphom anhand einer einzelnen Biopsie erfolgen?

» st intraklonale Diversitat in verschiedenen Biopsien innerhalb einer Lasion nachzuweisen?

» LaRt sich intraklonale Diversitat zeitlich nachvollziehen (ongoing mutation)?

» Kann intraklonale Diversitat in raumlich entfernten Lasionen nachgewiesen werden?

e st in den Tumorzellen das Fehlen von intraklonaler Diversitat auf nur einer Kette

aussagekraftig?

5.2.2. Nachweis von intraklonaler Diversitat in zeitlich unterschiedlichen, rGumlich entfernten
Biopsien (Golembowski, Immunobiol, 2000)

5.2.2.1. Patienten, spezielle methodische Aspekte, Ergebnisse

Von einem 52 jahrigen Patienten UK mit einem histologisch gesichertem FCCL wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten im Verlauf der Erkrankung und von verschiedener Lokalisation
Hautbiopsien entnommen. Die Biopsie A erfolgte von einer am Kopf manifesten Lasion 1994, die
Biopsien B und C von Rezidiven in loco 12/1995 und 07/1996 sowie von einem spateren Rezidiv mit
retrobulbarer Manifestation (D) (Tabelle VI). Mittels Staginguntersuchung konnte eine extrakutane
Beteiligung stets ausgeschlossen werden.

Histologisch zeigten alle Proben den Befund eines diffusen FCCL mit Zentrozyten und Zentroblasten
im Infiltrat. Der Phanotyp war CD20+, CD5-, CD10-, bcl-2-. Aus den Proben A, C, D wurden
CD20+Einzelzellen isoliert. Genomische DNA wurde aus den Proben B und D aus dem gesamten

Biopsiematerial (bulk-DNA) hergestellt. Aus Probe D wurde zuséatzlich cDNA préapariert.
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Entsprechend der beschriebenen Methodik wurden CD20+ B-Zellen mittels hydraulischer
Mikromanipulation isoliert und anschlie3end mittels Einzelzell-PCR fir die schwere und die leichten
Ketten (k, A) des Immunglobulingens analysiert. Alle Produkte wurden sequenziert. Fir die Probe D
wurde ein sequenzspezifischer Vy-Primer zur Identifizierung der Tumorgene eingesetzt
(Golembowski, Immunobiol, 2000).

Tabelle VI: Ergebnisse der Einzelzell-Analyse

Biopsie Lokalisation Anzahl Ergebnisse Sequenzbezeichnung
isolierter
Einzelzellen
A 11/94 Kopf 66 « 19 identische VyDJy Arcr
+  6identische VK Bhcr, Bier
B 12/95 Kopf Gesamt-DNA . Die gleiche Sequenz wurde in | Busc
unabhéngigen PCR-Analysen
nachgewiesen
C 07/96 Kopf 63 «  13identische VyDJy Chsc
. 5 identische V,J« Crcr, Cker
D 03/97 retrobulbér 97 . ausschlie3lich polyklonale Zellen Dhcr
Gesamt-DNA . Nachweis des Klons in verschiedenen | Drcona
cDNA PCR-Analysen

In den Proben A und C konnten die individuellen Immunglobulingen- Sequenzen der schweren Kette
auf Einzelzell-Ebene nachgewiesen werden. In Probe D zeigte die Einzelzell-PCR ausschlieflich
nichtklonale Gene des Immunglobulin-Rezeptors in allen isolierten Zellen. In den Proben B und D
wurden diese individuellen Gene auf Ebene der genomischen Gesamt — DNA (bulk) ebenfalls
nachgewiesen.

Innerhalb einer Biopsie A oder C konnten sowohl in den Genen der leichten Kette als auch in den
Genen der schweren Kette des Immunglobulins ausschlieR3lich identische Gene beobachtet werden.
Beim Vergleich der Biopsien untereinander zeigten sich jedoch Unterschiede in den somatischen
Mutationen. (Abbildungen 13, 14)

Die chronologische Reihenfolge der Biopsien entsprach nicht der Reihenfolge der auftretenden
Mutationen. Bei Analyse der somatischen Mutationen kann ein ,Mutations-Baumchen® konstruiert
werden. (Abbildung 15)

Es konnten Mutationen in der spaten Probe B gefunden werden, welche in der friihen Probe A noch
nicht existierten. So kann postuliert werden, dal fir diese beiden Subklone A und B eine gemeinsame
Vorlauferzelle X existiert hat. Die Subklone B und C sind ebenfalls intraklonal divers und kdnnten
demzufolge auch aus einer gemeinsamen Vorlauferzelle X* hervorgegangen sein, welche jedoch
spater als die Vorlauferzelle X aufgetreten sein muf3. Die Probe D reprasentiert eine Subpopulation
von A. In diesem Fall entspricht das zusatzliche Auftreten von somatischen Mutationen der zeitlichen
Abfolge der Biopsien. (Abbildung 15)

Die Daten fur die Mutationsanalyse in FR und CDR sind in Tabelle VII dargestellt:

Tabelle VII: Mutationsanalyse der Tumorgene des Patienten UK

Gen-Region Relative GréBe  Gefundene Mutationen  Kalkulierte p”
R S RIS R/S Ratio®

CDR 66/234=9,282 5 1 5 3.6 0,13

FR 168/234=0,718 6 3 2 3.4

a) Chang and Casali, Ann.N.Y.Sci, 1995, b) Shlomchik, Proc.Natl.Acad.Sci., 1987
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Abbildung 13: Nukleinsdure-Sequenz der VyDJy-Gen-Rearrangements eines Patienten mit primar kutanem Keimzentrumszell-Lymphom in chronologischer
Reihenfolge; die keimbahnidentische Sequenz ist in der ersten Reihe dargestellt; SC= Einzelzelldaten; CR= Gesamt-DNA; H= schwere Kette;
Die folgenden Reihen bezeichnen die Subklone des Patienten; R-Mutationen werden als grof3e Buchstaben und S-Mutationen als kleine Buchstaben dargestellt.
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Abbildung 14: Nukleinsdure-Sequenz der VxJx-Gen-Rearrangements eines Patienten mit primér kutanem Keimzentrumszell-Lymphom in chronologischer
Reihenfolge; die keimbahnidentische Sequenz ist in der erstenReihe dargestellt; SC= Einzelzelldaten; CR= Gesamt-DNA; H= Schwere Kette;
Die folgenden Reihen bezeichnen die Subklone des Patienten; R-Mutationen werden als grof3e Buchstaben und S-Mutationen als kleine Buchstaben dargestellt.
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5.2.3. Nachweis von intraklonaler Diversitat in unterschiedlichen Abschnitten einer L&sion
(diese Arbeit ist zusammen mit Frau Claudia Jacob entstanden)
5.2.3.1. Patienten, spezielle methodische Aspekte, Ergebnisse
Die Biopsie eines 54 Jahre alten Patienten (LB) wurde untersucht, bei welchem sich 1995 juckende
Knoten am Ricken manifestierten. Zwischen 1995 und 1998 entwickelte er Rezidive am Rucken.
Therapeutisch wurden Exzisionen, Rontgenweichstrahlen und Immunochemotherapien (CHOP,
Mabthera) angewendet. Infolge eines aggressiven Rezidivs verstarb der Patienten im Januar 2000.
Beim 2. Patienten (WS) handelte es sich um einen 84 Jahre alten Mann, welcher sich 03/1997
erstmals wegen eines ca. 8 cm durchmessenden Knoten am Kopf vorstellte, der exzidiert wurde. Bei
Wiedervorstellung ein Jahr nach Exzision, befand er sich im Stadium der kompletten Remission.
Beide Patienten zeigten Uber 6 Monate nach Diagnosestellung keine extrakutane Beteiligung und
entsprechen somit dem Kriterium eines primar kutanen B-Zell-Lymphoms.
Histologisch handelte es sich in beiden Fallen um FCCL vom diffusen Typ mit CD20+ Zentrozyten und
Zentroblasten im Infiltrat. Bcl-2 war bei Patient LB negativ und bei Patient WS positiv.
Mittels Mikromanipulation und Einzelzell-PCR wurden bei Patient LB eine 6 cm durchmessende
Lasion vom Riicken und bei Patient WS die 8 cm durchmessende Lasion vom Kopf ausgewahlt. Aus
diesen Lasionen wurden Areale abgeteilt, welche mindestens 1 cm voneinander entfernt lagen. Die
Isolierung der CD20+ Einzelzellen erfolgte aus 8 Arealen von Patient LB und 3 Arealen von Patient
WS mittels hydraulischer Mikromanipulation. Es schlossen sich die PCR-Analysen fir die V- und V
bzw. V,-Genfamilien wie im Abschnitt 4 beschrieben an.
Bei Patient LB wurde in allen 8 Arealen (53 Amplifikate) das gleiche hypermutierte Gen der schweren
Kette des Immunglobulins ohne intraklonale Diversitat gefunden (LBVu4A). Die leichte Kette des
Immunglobulins war ein A-Gen. Hier konnten 4 verschiedene Varianten in 43 Amplifikaten gefunden
werden ( LBV,3b a,b,d,e).
Insgesamt wurden in 24 Genen die leichte und die schwere Kette parallel amplifiziert. Davon zeigte
sich 20x die Kombination LBV 4A/LBV,3ba (Proben I, 1, V, VI, VIII), 2x LBVR4A/LBV,3bd (V, VI), 2x
LBV44A/LBV,3be (Probe VIII).

LBV,3bb, LBV,3be konnten nur einmalig unter allen Sequenzen gefunden werden (Tabelle VIII).

Tabelle VIII: Ergebnisse Patient LB

Biopsie | Anzahl isolierter Anzahl PCR-Amplifikate VuDJy- Anzahl PCR-Amplifikate | Vaa-
Zellen schwere Kette Rearrangement | leichte Kette Rearrangement

| 18 5 V.4 4 LBVH4A 5V,3b 4 LB V,3ba
1LB V,3be

Il 18 7 V4 7 LBVW4A 7 V,3b 7 LB V,3ba

I 18 4V 4 1LBVW4A 4 V,3b -

[\ 18 6 Vud 6 LBVH4A 2 V,3b -

\Y 18 16 V.4 16 LBVH4A 12 V,3b 9 LB V,3ba
1LB V,3bd

\ 9 7 V4 6 LBV14A 8 V,3b 6 LB V,\3ba
1LB V,3bd

Vi 9 2Vu4 2 LBVW4A - -

Vil 18 6 V4 2 LBVW4A 5V,3b 1LB V,3ba
2 LB V,3bb

Summe | 126 53 44 43 33

Bei Patient WS wurden 34 Amplifikate fir das V(-Gen der leichten Kette aus 3 Arealen gewonnen. Die
schwere Kette lieRR sich nicht amplifizieren. Es konnten 4 verschiedene Varianten (WSV,3 A,B,C,D)
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detektiert werden. Keine der Varianten konnte in mehreren Biopsien gefunden werden, in einem Areal
jedoch 2 Subklone (Il: WSV, 3A und WSV, 3B) (Tabelle IX).

Tabelle IX: Ergebnisse Patient WS

Biopsie | Anzahl isolierter Anzahl PCR-Amplifikate | Vaa-
Zellen leichte Kette Rearrangement
| 37 16 12WSV.3C
Il 27 9 3WSV3A
5WSV.3B
1] 36 9 4WS V3D
Summe | 100 34 24

Die Daten der Mutationsanalysen flr beide Patienten sind in Tabelle X fir alle CDR’s bzw. FR’s
zusammengefallt, wobei nur die haufig gefundenen Gene beriicksichtigt werden. Am Beispiel des

Patienten WS wurde ebenfalls ein ,Mutationsbaumchen“ entworfen (Abbildung 16).

Tabelle X: R/S-Ratio Patient WS

Detektierte Gene R/S-Ratio FR 1,2,3 R/S-Ratio CDR 1,2,3
WS VK3 A 0 6/4 = 1,50

WS VK3 B 0 7/14=1,75

WS VK3 C 0 8/3 = 2,60

WS Vk3 D 0 5/5=1,00
intrinsische R/S-Ratio

Keimbahngen IGKV3-20*1 391/127 = 3,08 172/51 = 4,61

5.2.4. Diskussion

Die Mikromanipulation und Einzelzell-PCR sind sensible Methoden zur Analyse zellindividueller
Gensequenzen. Nachteilig ist jedoch, dal’ mit diesen Methoden nur relativ kleine Areale des Gewebes
untersucht werden kdnnen.

In allen 3 untersuchten Fallen erbrachten die Untersuchungen einzelner Biopsien keinen Hinweis auf
eine intraklonale Diversitat. Nur die Méglichkeit der Analyse von weiteren Hautbiopsien bzw. mehreren
Gewebeabschnitten ergab den korrekten Befund von intraklonaler Diversitat. Damit konnten diese
Lymphome als Keimzentrumszell-Lymphom klassifiziert werden.

Durch Konstruktion eines ,Mutationsbaumchens” gelang der Nachweis, dal} die Tumorzellen des
Patienten UK im Infiltrat des retrobulbdren Raumes eine Subpopulation (D) einer friheren
Subpopulation (A) sind (Abbildung 15). Der Nachweis von zunehmend mutierten Genen (Subklon A zu
D) ist ein Hinweis dafir, daR die Mutationen in den Tumorzellen stattfinden.

Bei beiden Patienten LB und WS existieren intraklonale Mutationen auf dem Gen der leichten Kette,
welche jeweils 4 Subpopulationen bilden. Wird ein ,Mutationsbaumchen* konstruiert, hier am Beispiel
des Patienten WS, laf3t sich die wahrscheinliche Folge der Mutationen darstellen. Die intraklonal
diversen Gene bestehen nebeneinander in einer Lasion, jedoch teilweise in rdumlich abgetrennten
Bereichen. Dieser Befund &Rt auch hier das Vorhandensein einer gemeinsamen Vorlauferzelle X
vermuten, was schematisch in  Abbildung 16 dargestellt ist. Ob es sich hierbei um praformierte
Subklone oder Uber ongoing mutations entstandene Subpopulationen handelt, kann in diesen

Untersuchungen nicht geklart werden.
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Ahnliche Phanomene konnten auch in nodalen follikularen Lymphomen und in MALTomen gezeigt
werden. (Bahler DW, Proc Natl Acad Sci U S A, 1992; Zhu D, Br J Haematol, 1994; Du M, Leukemia,
1996).

Mittlerweile ist bekannt, da in Lymphomen eine generelle Moéglichkeit fir somatische Mutationen
verschiedener Gene bestehen bleibt. In diffusen groRzelligen nodalen B-Zell-Lymphomen wurden in
der Mehrzahl der untersuchten Félle Mutationen auf den Genen PIM1, PAX5, cMyc, bcl-6 und ARHH
gefunden (Pasqualucci L, Nature, 2001). Die Mutationsfrequenz ist dabei mit 9% in den Tumorzellen
wesentlich hoher als bei physiologischen B-Zellen mit 4% (Klein U, Blood, 1997).

Ob es sich bei diesen Mutationen um einen antigenselektierten ProzeR3 handelt, wurde mit den
Methoden von Chang and Casali, 1997 und Shlomchik, 1987 berechnet (Chang B, Immunol Today,
1994; Shlomchik MJ, Proc Natl Acad Sci U S A, 1987). Die R/S-Ratio und der intrinsic R/S-Ratio,
welche fur die FR’s und fur die CDR’s getrennt vorgenommen wird, ergab Unterschiede. Dabei ist die
R/S-Ratio des Patienten UK flr die CDR’s mit 5 hoher als die intrinsic Ratio von 3.6. und fir die R/S-
Ratio fir die FR’s mit 2 niedriger als die intrinsic Ratio von 3.4. Fir die Patienten LB und WS ist die
R/S-Ratio fir FR und CDR’s niedriger als in der kalkulierten R/S-Ratio. Den Modellen von Chang und
Shlomchik zufolge, wiirde bei Patient UK die antigene Selektion méglich sein, bei den Patienten LB
und WS jedoch nicht.

Die Methode der Mutationsbeurteilung sollte mit Vorsicht verwendet werden, da es sich 1. um eine
statistische Berechnung handelt, da 2. nicht alle Abschnitte der CDR’s, welche durch Kabat, 1971
definiert werden, an der Antigenbindung beteiligt sind (Kabat EA, Ann N Y Acad Sci, 1971) und da 3.
unbekannt ist, welche Mutation entscheidend fir die Affinitat an ein Antigen ist (Rudikoff S, Proc Natl
Acad Sci U S A, 1982; Bruggemann M, EMBO J, 1986; Kersten B, Exp Clin Immunogenet, 2001) und
es 4. Anhaltspunkte dafir gibt, dal die FR’s ebenfalls einen EinfluR auf die Affinitat des Antikdrpers
haben kdnnen (Hillson JL, J Exp Med. 1993; Foote J, J Mol Biol, 1992).

Auch die stets negativen Staginguntersuchungen weisen darauf hin, dal3 die extrakutane
Manifestation des Patienten UK erst viele Jahre nach den kutanen L&sionen auftrat. Bemerkenswert
ist, daf3 die Tumorzellen im retrobulbé&ren Infiltrat nur mit Hilfe von spezifischen Primern nachgewiesen
werden konnten. Die Einzelzellanalyse ergab ausschlie3lich polyklonale Infiltrate. Mdglicherweise wird
die Zusammensetzung des Infiltrats, bei welchem polyklonale Zellen (berwiegen, durch ein
verandertes Mikromilieu, z.B. den Einfluld von Zytokinen, verursacht (Asadullah K, Exp Dermatol,
2000).

Bezugnehmend auf die Fragestellungen unter 5.2.1. mul3 festgestellt werden, dal} der sichere
Ausschluf? von intraklonaler Diversitat weder mit Untersuchung einer einzelnen Biopsie noch durch
Amplifikation von nur einer Kette des Immunglobulingens erreicht werden kann.

Dabei konnten Beispiele demonstriert werden, bei welchen eine einzige Tumor-B-Zell-Subpopulation
in einem untersuchten Areal vorhanden war. Weitere Subpopulationen wurden erst bei Analyse
anderer Areale der gleichen Lasion bzw. in rAumlich oder zeitlich verschiedenen Lasionen gefunden.
Durch den Nachweis von intraklonaler Diversitat konnen die priméar kutanen Lymphome (FCCL und
GCBCLL) auch bei molekularbiologischer Betrachtungsweise als Keimzentrumszell-Lymphome

eingeordnet werden.
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Klonale Expansion von B-Lymphozyten in 3 verschiedenen Biopsien

(Patient UK)

Kopfhaut

Abbildung 16:

+ 1 Mutation V,

retrobulbéare
Lasion

Klonale Evolution von Tumor- B-Zellen aus 3 Arealen einer Biopsie

GCC

IGKV3-201 TCC AGC TAC ATC Vorlaufer X AGC TiC
vermuteter Vorlaufer X TCT ACC TTC ATT Subklon C AGA CTC GTC

Vorlaufer X
Subklon A

AGC TIC
AGT CTC

+ 2 Mutationen a + 1 Mutation

v

Vorlaufer X AGC
Subklon B CGT
Vorlaufer X ACC ACC I I I
Subklon D ACT ACT
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5.3. Untersuchung reaktiver B-Lymphozyten in T-Zell-Lymphomen
5.3.1. Hintergrinde und Fragestellungen
Die Mehrzahl der primér kutanen Lymphome gehort zu den T-Zell-Lymphomen, wobei am haufigsten
die Mykosis fungoides auftritt. Obwohl bei den priméar kutanen T-Zell-Lymphomen die Veranderungen
der malignen T-Zelle im Vordergrund der Diagnostik stehen, kann haufig ein unterschiedlich
umfangreiches Infiltrat an B-Zellen in der Haut nachgewiesen werden. In einigen Lasionen formieren
sie sich zu Keimzentrumsstrukturen und sitzen dann unterhalb des eigentlich typischen Infiltrates des
kutanen T-Zell-Lymphoms, in anderen Féallen sind die B-Zellen dem subepidermalen bandférmigen
Infiltrat locker untermischt. Morphologisch kann es sich um Plasmazellen, aber auch Zentrozyten und
Zentroblasten handeln.
Beziglich der Charakterisierung der infiltrierenden B-Zellen in Lasionen von Mykosis fungoides und
pleomorphem T-Zell-Lymphom ergaben sich folgende Fragestellungen:

* Welches Mutationsmuster im rearrangierten Immunglobulingen weisen die individuellen B-

Zellen in Lasionen der Mykosis fungoides und im pleomorphen T-Zell-Lymphom auf?
* Wossind diese B-Lymphozyten in die physiologsiche Entwicklung einzuordnen?
» Mit welchem B-Zell-Kompartiment sind die infiltrierenden B-Zellen in priméar kutanen T-Zell-

Lymphomen vergleichbar?

5.3.2. B-Zellen im Infiltrat von Mykosis fungoides Lasionen (Forste N, Clin Exp Immunol, 1997)
5.3.2.1. Patienten, spezielle methodische Aspekte, Ergebnisse

Fur die Untersuchungen wurden 2 Bioptate der Haut von Patienten mit Mykosis fungoides im
Plaguestadium (TNM Stadium IB) verwendet. Histologisch zeigte sich ein subepidermal gelegenes
bandférmiges Infiltrat, in welchem sich die kleinen Lymphozyten mit cerebriformem Kern dominierten.
Einige dieser Lymphozyten verhielten sich epidermotrop und bildeten die charakteristischen
Pautrier'schen Mikroabszesse. In einer Patientin (I) waren dem Infiltrat CD30+ T-Zellen untermischt.
Die Mykosis fungoides Erkrankung dieser Patientin transformierte in ein pleomorphes T-Zell-Lymphom
mit hoher Proliferationsrate der Lymphozyten. Dem Infiltrat beider Proben waren einzelne B-Zellen
untermischt, welche an der Basis nestférmige Ansammlungen bildeten.

Mit Hilfe der beschriebenen Technik der Mikromanipulation und Einzelzell-PCR wurden insgesamt 91
CD20+ B-Zellen isoliert und mittels Einzelzell-PCR hinsichtlich ihres Immunglobulin-Schwerketten-
Rearrangements analysiert.

In 13/58 B-Zellen (Patient 1: 24%) und in 8/33 B-Zellen (Patient 2: 22%) konnten PCR-Produkte fir
das VyDJy-Gen-Rearrangement generiert werden. Es wurden 9 V,3-Gene (3x Vi3-30, 2x V3-8, 2x
Vi3-21, 1x Vy3-21, 1x Vi 3-YAC-4), sieben Vp4-Gene (2x Vp4-34, 1x Vy4.16, 1x VIV-4, 1x DP71-Rb,
1x DP71-RBm, 1x H10), 3 V5 Gene (2x DP73, 1x VEVMW/V,VRG) und 2 V,1-Gene (1x DP-88, 1x
DP75). Alle gefundenen Gene waren potentiell produktiv, d.h. sie enthielten weder ein Stop-Codon,
noch waren sie ,out-of-frame”. (Forste, Clin Exp Immunol. 1997, Table I, Figure I)

Bei der Analyse der CDR3 konnte in keinem Fall ein identisches Gen gefunden werden. Demzufolge
wurden keine klonalen Zellen in den Lasionen der Mykosis fungoides nachgewiesen. Alle CDR-3-
Regionen enthielten D-Gene. Ein Genrearrangement enthielt 2 D-Gene. Das D-21-9 Gen wurde von 3
Zellen verwendet. In sieben Zellen wurde ein Jy-6 Gen, in sechs Zellen ein Ju4-Gen, in vier Zellen ein
Ju5-Gen, in zwei Zellen ein J43-Gen und in jeweils einer B-Zelle ein Jy1- bzw. Jy2-Gen verwendet.
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8/21 Genen waren weitgehend keimbahnidentisch (Homologie > 98,5%). 13 Gene zeigten Mutationen
in mehr als drei Positionen. Die R/S-Ratio wurde fir die Keimbahngene (kalkulierte R/S-Ratio) und die
gefundenen Gene separat in CDR’s und FR’s berechnet und verglichen. Die Werte der R/S-Ratio der

FR’s (1.6 versus kalkuliert 3.1) und der CDR’s (3.2. versus kalkuliert 5.7) waren niedriger als erwartet.

5.3.3. B-Zell-Repertoire in einem primar kutanen pleomorphen T-Zell-Lymphom (Golembowski
S, J Cutan Pathol, 1999)
5.3.3.1. Patienten, spezielle methodische Aspekte, Ergebnisse
Ein 61 jahriger Patient stellte sich mit indolenten subkutanen Knoten am Riicken vor, welche sich im
Laufe von drei Jahren entwickelt hatte. Diese Hautveranderungen waren zunéchst spontan regredient,
zeigten jedoch spater ein rasch fortschreitendes Rezidiv. Eine extrakutane Beteiligung der Erkrankung
konnte ausgeschlossen werden.
Histologisch stellte sich ein dermales, teils periadnexal orientiertes lymphohistiozytéares Infiltrat dar,
welches aus mittelgro3zelligen oder grof3en lymphoiden Zellen und aus grofRen blastendhnlichen
Zellen bestand. Die immunhistochemische Markierung ergab eine Gleichverteilung von B- zu T-
Lymphozyten im Verhéltnis 1:1. Die B-Lymphozyten formierten sich unterhalb des T-Zell-Infiltrates in
Form von keimzentrumséhnlichen Strukturen. Das CD30-Molekil wurde von ca. 20% der T-Zellen und
von einzelnen groRRen atypischen Zellen exprimiert, welche sich innerhalb der T-Zell-Zone des
Infiltrates befanden. Die Markierung dieser Zellen mit dem Marker Anti-CD-79a, welcher fir
Plasmazellen charakteristisch ist, lie@ den Schlu3 zu, daR es sich hierbei um B-Lymphozyten
handelte. In der Untersuchung der bulk-DNA aus dem Biopsiematerial konnte ein klonales
Rearrangement fir das TCR-y —Gen und ein polyklonales Amplifikat fur die IgH-Gene nachgewiesen
werden.
Mit Hilfe der beschriebenen Technik der Mikromanipulation wurden CD79a+ Zellen aus zwei
unabhéngigen keimzentrumséahnlichen Strukturen (GC1, GC2) in der tiefen Dermis und einzelne in der
T-Zell-Zone liegende grof3e atypische CD30+ Zellen isoliert und anschlieend mit der Einzelzell-PCR
hinsichtlich ihres Schwerketten-Immunglobulingens untersucht.
Es wurden 42 B-Zellen aus den keimzentrumsahnlichen Strukturen (GC) isoliert. Davon konnten 7 V-
Gene in 5 B-Zellen aus GC1 und 9 Vu-Gene in 8 B-Lymphozyten aus GC2 amplifiziert werden. In 3
Zellen wurden 2 Vy-Gene rearrangiert, wobei jeweils ein Gen ein Stop-Codon enthielt und damit nicht
produktiv sein konnte. In einer Zelle entstand das Stop-Codon infolge eines Frameshift, in zwei Zellen
infolge eines Nukleotidaustausches. Aus der T-Zell-Zone wurden 12 B-Zellen isoliert, wobei 5 PCR-
Produkte in 5 Zellen amplifiziert wurden. Alle 5 Gene der CD30+ Zellen waren potentiell produktiv
(Golembowski, J Cutan Pathol, 1999).
Die CDR3-Region war in keinem Gen idententisch. Es handelte sich demzufolge um polyklonale B-
Zellen.
Insgesamt wurden 7 verschiedene V,3-Keimbahngene (3x DP46, 2x DP47, je 1x COS3/D, VM3-8,
DP58, DP48, DP54 und Vu3-64); 4 verschiedene Vy4-Keimbahngene (je 1x DP71, V4-34, DP78 und
Vh4.30), 2 Vyl-Keimbahngene (2x DP 14, 1x DP25) und 2 Vy5-Keimbahngene (2xDP73, 1xVu32S)
verwendet.
Bezugnehmend auf die Abbildungen Fig.3 und 4 der Arbeit von Golembowski et al., J Cutan Pathol,

1999, kann hinsichtlich der Mutationsanalyse folgende Zusammenfassung getroffen werden: Die
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Mehrzahl der B-Lymphozyten in den Keinzentrumsahnlichen Strukturen (17/21) und die grof3en
atypischen CD30+ Zellen aus der T-Zell-Zone (5/5) zeigten eine Sequenzhomologie mit den
entsprechenden Keimbahn-Vy-Genen von >98%. Ein unmutiertes Vy-Gen war nicht produktiv.

In den 4 Zellen mit den mutierten Genen wurden 2x Vy4-, 1x Vyl- und 1x Vy3-Keimbahngene fir das
VyDJy-Rearrangement verwendet. Zwei der mutierten Gene waren nicht produktiv, die anderen
beiden Gene potentiell produktiv. Die Mutationsanalyse ergab folgende R-Mutationen: MW19,3 5/9 in
den CDR’s, in Zelle MW5241 3/4 in den CDR’s und 1/4 in den FR’s, MW19.4 3/4 in CDR2, MW30,4
6/11 in den CDR’s.

5.3.4. Diskussion

Im Infiltrat primar kutaner T-Zell-Lymphome kdnnen regelméafig B-Lymphozyten nachgewiesen
werden, wobei quantitativ individuell groRBe Unterschiede bestehen. Teilweise liegen die B-
Lymphozyten als einzelne Zellen dem T-Zell-Infiltrat untermischt, teilweise formieren sie sich zu
keimzentrumséahnlichen Strukturen, meist unterhalb des eigentlichen Tumorzell-Infiltrates (Boehncke
WH, Acta Derm Venereol, 1989; van der Putte SC, Am J Dermatopathol, 1989). |hre funktionelle
Bedeutung ist weitgehend unbekannt. Eine Korrelation zum klinischen Verlauf des T-Zell-Lymphoms
wurde nicht gefunden. In gesunder Haut befinden sich keine B-Lymphozyten in der Dermis und
Epidermis.

Die Analyse des verwendeten Keimbahngen-Repertoires und die Mutationsanalyse von B-
Lymphozytengenen kann Auskunft tber ihr Entwicklungsstadium geben. In der Regel entsprechen
keimbahnidentische Gene naiven B-Zellen, welche bisher keinen Kontakt zu Antigenen hatten,
mutierte Gene konnen sich dagegen gerade in der Phase der Keimzentrumszellreaktion in Kontakt mit
Antigenen befinden oder Plasmazellen darstellen, deren Mutationsphase abgeschlossen ist (siehe
auch Abschnitt 3). Die Zusammensetzung des B-Zell-Repertoires kann Uber diese Analysen
madglicherweise Auskunft Gber die Situation im Tumorinfiltrat geben, welche beispielsweise durch die
Zytokinproduktion von Tumor-Lymphozyten und reaktiven Zellen beeinflusst wird.

In beiden Arbeiten, Analyse von Immunglobulingenen in Lasionen der Mykosis fungoides und in einem
pleomorphen T-Zell-Lymphom (Férste N, Clin Exp Immunol, 1997; Golembowski S, J Cut Pathol,
1999), wurden erwartungsgemald polyklonale B-Zellen nachgewiesen, was sich in nichtidentischen
CDR3-Regionen der einzelnen Gene zeigt. Dieser Befund laft sich in der immunhistochemischen
Markierung nachvollziehen, wobei die k- und die A-Kette in den B-Lymphozyten zu gleichen Teilen
exprimiert wurde. Die Keimbahngene der groRten Vy3-Gen-Familie wurden am haufigsten (9/21:43%)
nachgewiesen, gefolgt von Vp4 (7/21), V5 (3/21) und Vyl (2/21). Keimbahngene der Vy2- und V6-
Familie wurden in den hier analysierten Zellen nicht verwendet. Ju6 (7/21: 33%) und Ju4 (6/21: 28%)
wurden am haufigsten gefunden. Sowohl das ,usage” der V-, als auch das der J-Keimbahngene in
den B-Lymphozyten im Infiltrat der Mykosis fungoides spiegeln die Situation im peripheren Blut wider
(Brezinschek HP, J Immunol, 1995; Matsuda F, Nat Genet, 1993; Cook GP, Nat Genet, 1994).
Allerdings konnten in diesen Untersuchungen keine biallel rearrangierten VyDJy Gene nachgewiesen
werden. Die analysierten Gene waren alle potentiell produktiv. Im peripheren Blut werden haufiger
beide Allele rearrangiert, wobei dann ein Gen nicht produktiv ist (Brezinschek HP, J Immunol, 1995;
Guigou V, Mol Immunol, 1990). Kritischer ist zu bemerken, dal? die Anzahl der untersuchten Gene fir
eine statistische Analyse unzureichend ist. Die Gene V3-30/DP-49, welche in 3/21 VyDJy-



61

Rearrangements gefunden worden sind, werden haufiger in B-Zellen verwendet, welche
Autoantikorper exprimieren (Winkler TH, Eur J Immunol, 1992; Pascual V, J Clin Invest, 1990; Stewart
AK, Immunol Rev, 1992).

35% (8/21) der Vy-Gene waren zu > 98% keimbahnidentisch, darunter 5 Vy4- und 2 Vi 5-Gene. Auch
dieser Befund entspricht der Situation im peripheren Blut (Brezinschek HP, J Immunol, 1995). Die
Vu4-Gen-Familie enthalt 15 funktionelle Gene, wovon 4 Gene haufiger mit Autoantikdrper
produzierenden B-Zellen assoziiert sind (Pascual V, Arthritis Rheum, 1992). Auch das Fehlen von
somatischen Mutationen in Vy-Genen von autoantikdrperproduzierenden B-Lymphozyten ist haufig
(Pascual V, J Immunol, 1991). Obwohl die hier aufgefiihrten Untersuchungen keinen Schlul? Gber eine
Autoantikorperfunktion der B-Zellen in Mykosis fungoides-Lasionen zulassen, kénnte die Beobachtung
fehlender Mutationen in den Vy-Genen eine Verbindung zu nachgewiesenen erhdhten Autoantikorper-
Titern bei MF-Patienten vermuten lassen. Die R/S-Ratio in den FR’s der mutierten Gene (13/21) liegt
niedriger als die kalkulierte R/S-Ratio, was nach Chang und Casali als Indikator der funktionellen
Selektion von B-Zellen zu werten ist (Kocks C, Annu Rev Immunol. 1989). Eine héhere R/S-Ratio als
kalkuliert wiirde zu funktionell ungiinstigen Konformationsanderungen im Protein des Immunglobulins
fuhren und damit die Antikorperaffinitat zum Antigen senken (Kocks C, Annu Rev Immunol, 1989). Die
R/S-Ratio in den CDR'’s ist hoher als in der kalkulierten R/S-Ratio erwartet. Das spricht fir eine durch
das Antigen getriggerte Selektion der B-Zellen (Chang B, Ann N Y Acad Sci, 1995). Allerdings sollten
diese Berechnungen mit Vorsicht betrachtet werden, da auch hochaffine Antikdrper mit einer niedrigen
R/S-Ratio ihrer CDR’s gefunden werden konnten und sehr hohe R/S-Ratio’s in nichtproduktiven
Genen nachgewiesen wurden (Pascual V, Arthritis Rheum, 1992; Pascual V, J Immunol, 1991; Allen
D, EMBO J, 1988). Sowohl das Vorkommen von naiven B-Lymphozyten (unmutierte Gene) als auch
von Antigen selektionierten B-Zellen (mutierte Gene) spiegelt die Situation im peripheren Blut wider.
Es kann vermutet werden, dal3 die B-Lymphozyten aus dem peripheren Blut in die Lasionen der
Mykosis fungoides einwandern. Mdglicherweise werden sie durch die Zytokinmuster, welche durch die
Tumorzellen der Lasion verursacht werden, beeinfluf3t.

In lymphoproliferativer Erkrankungen z.B. den MALTomen und primér kutanen pleomorphen T-Zell-
Lymphomen, aber auch in nichtmalignen Erkrankungen wie z.B. dem Lupus erythematodes, werden
keimzentrumséahnliche Strukturen in Hautlasionen gefunden (Berek C, Immunol Rev, 1988). Zur
Analyse der VyDJy-Rearrangments wurden B-Lymphozyten aus 2 GC-Strukturen und grofe CD30+
B-Zellen, welche im T-Zell-Infiltrat vereinzelt vorkamen, isoliert. In 13/16 Genen handelte es sich um
nichtmutierte VyDJy-Rearrangements. Alle analysierten VyDJy -Gene zeigten eine individuelle CDR3,
weshalb die Zellen als polyklonale B-Lymphozyten eingeordnet werden. Der Nachweis eines
polyklonalen, tUberwiegend unmutierten B-Zell-Repertoires entspricht der Situation im Lymphknoten
(Bryant E, Cancer, 1982). Dabei prolifierieren polyklonale aktivierte B-Zellen mit nichtmutierten Vy-
Genen in der dunklen Zone eines initialen Lymphknotens. Wahrend der Affinitatsreifung der B-
Lymphozyten sammeln sich somatische Mutationen in den VyDJy-Gen-Rearrangements an. Die B-
Zellen wandern in die helle Zone des Lymphknotens ein. Dort expandieren sie mit Hilfe der T-
Lymphozyten und in rdumlicher Nahe zu den dentritischen Zellen (Pascual V, J Immunol, 1993;
Brezinschek HP, J Immunol, 1995; Pascual V, J Exp Med, 1994). In unserer Untersuchung
entsprechen die B-Lymphozyten hinsichtlich ihres Mutationsmusters den B-Lymphozyten in der

dunklen Zone des Lymphknotens. Entweder befinden sich diese B-Zellen in einer sehr friihen Phase
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der Immunantwort oder sie werden durch das Mikromilieu des T-Zell-Infiltrates stimuliert, GC-ahnliche
Strukturen zu bilden. Sollten antigenvermittelte Signale eine Rolle bei der Formation der GC-ahnlichen
Strukturen bilden, bleibt vdllig unklar, um welche Antigene es sich handeln kénnte.

Die CD30+/ CD79a+ Lymphozyten stellen eine Besonderheit des untersuchten Falles eines
pleomorphen T-Zell-Lymphoms dar (Golembowski S, J Cut Pathol, 1999). Das VyDJy-Gen
Rearrangement von 5 Zellen zeigte produktive nichtmutierte Gene. Demzufolge gehdren sie zur
gleichen Population wie die Zellen in den keimzentrumsahnlichen Strukturen, wobei diese B-
Lymphozyten aktiviert sind, was die starke CD30-Expression zeigt. Offensichtlich werden die
aufsteigenden B-Zellen ebenso wie einige der pleomorphen malignen T-Lymphozyten durch das
Mikromilieu beeinflul3t, beispielsweise von Zytokinen oder vom EBV-Virus &hnlich wie in Hodgkin-
Lymphomen und dem CD30+ anaplastischen groRzelligen Lymphom des Lymphknotens (Winkler TH,
Eur J Immunol, 1992; Cook GP, Nat Genet, 1994).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass B-Lymphozyten, welche in Lasionen von primar
kutanen T-Zell-Lymphomen einwandern, in Abh&ngigkeit von der Entitat verschiedene physiologische
Situationen widerspiegeln: in der Mykosis fungoides das Repertoire des peripheren Blutes und in
einem pleomorphen partiell CD30+ T-Zell-Lymphom die Situation im Lymphknoten.

Im Hinblick auf die CD30+ Zellen in T-Zell-Lymphomen, welche im Abschnitt 6. detailierter dargestellt
werden, scheint es sich auch hier um eine weitreichende Stimulierung von reaktiven Zellen und

Tumorzellen zu handeln.

6. CD30+ Zellen in primar kutanen Lymphomen

6.1. CD30+ grof3zellige T-Zell-Lymphome der Haut (Gellrich S, J Invest Dermatol, 2003)

6.1.1. Hintergrinde und Fragestellungen

Die CD30-Expression ist ein diagnostischer Marker verschiedener lymphoproliferativer Erkrankungen,
z.B. des Morbus Hodgkin, des anaplastischen grofR3zelligen Lymphoms der Lymphknoten und der
lymphomatoiden Papulose (Stein H, Blood, 1985; Schwab U, Nature, 1982; Willemze R, Blood, 1997;
Willemze R, J Am Acad Dermatol, 1993; Falini B, Blood, 1995; Bekkenk MW, Blood, 2000; Smith CA,
Cell, 1993; Gruss HJ, Ann Oncol, 1996; Willemze R, Ann Oncol, 2000). Im Gegensatz zu den nodalen
Lymphomen haben priméar kutane Lymphome mit CD30-Expression eine bessere Prognose (Willemze
R, Blood, 1997; Willemze R, J Am Acad Dermatol, 1993; Bekkenk MW, Blood, 2000; Tilly H, Blood,
1997; Falini B, Blood, 1999).

In der EORTC-Klassifikation fur primar kutane Lymphome stellen die CD30+ grof3zelligen Lymphome
der Haut eine eigene Entitat dar. Obwohl die CD30+ primar kutanen Lymphome zu 80% einem
anaplastischen und zu 20% einem pleomorphen oder immunoblastischen Typ entsprechen, ist die
Prognose und die klinische Manifestation in Form von Knoten und Tumoren identisch. Die CD30+
Zellen zeigen eine noduléares Infiltrat in der Dermis und Subkutis. Die Zellen sind rund bis oval und
haben einen irreguléar geformten Kern mit prominenten Nukleoli und reichlich Zytoplasma. Die groRen
CD30+ Zellen sind CD4+ und kdnnen einen Verlust der pan-T-Zell-Marker CD2, CD3, CD5 aufweisen.
In der bulk-DNA kann ein klonales Gen-Rearrangement fir den T-Zell-Rezeptor-y amplifiziert werden.

Bisher wurde davon ausgegangen, dall die CD30+ Zellen identisch mit den Tumorzellen sind, was
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bisher jedoch nicht nachgewiesen wurde (Willemze R, Blood, 1997). Folgende Fragestellung ergibt
sich daraus:
Welcher Zusammenhang besteht zwischen morphologisch grof3en, phanotypisch CD30+ Zellen und

der klonalen Zellpopulation?

6.1.2. Patienten, spezielle methodische Aspekte, Ergebnisse
Es wurde Biopsiematerial von 4 Patienten mit einem primar kutanen CD30+ grof3zelligen Lymphom
der Haut untersucht. Bei Diagnosestellung bestand bei keinem der Patienten eine extrakutane
Beteiligung des Lymphoms. 2 Patienten (I, lll) verstarben 3 Jahre bzw. 19 Monate nach Auftreten der
ersten Hautveranderungen; 1 Patient befindet sich seit 6 Monaten im Zustand kompletter Remission
(IV), 1 Patient zeigt seit 2 Jahren rezidivierende, jedoch nicht letal bedrohliche Rezidive der
(1. Radiatio,

Chemotherapien und Vakzinierungstherapien.

Erkrankung Therapeutisch  erfolgten  Exzisionen, Interferon-Behandlungen,
Die histologische Untersuchung ergab den Befund eines CD30+ grof3zelligen Lymphoms in allen 4

Fallen, wobei Patient Ill zu Beginn der Erkrankung Uberwiegend mittelgro3zellige CD30+
Lymphozyten im Infiltrat aufwies. Die atypischen Lymphozyten der Patienten | und Il hatten einen
CD3-, CD4+, CD30+ Phéanotyp, die der Patienten Il und IV waren CD3-, CD4- und CD30+ grol3e
atypische Zellen (Abbildung17).

Mit Hilfe der beschriebenen Methode der Mikromanipulation und Einzelzell-PCR wurden CD30+ grof3e
Zellen aus der Haut bei allen 4 Patienten sowie aus dem Blut von Patient Ill isoliert und anschliel3end
mit den Primern fir das TCR-y-Gen amplifiziert und sequenziert. Unterstitzend erfolgte die
Amplifikation des TCR-Gens mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten Primern aus der Bulk-DNA der
jeweiligen Biopsie.

Die Mehrheit der CD30+ Zellen hat ein identisches Rearrangment flir das TCR-y-Gen bei allen 4
Patienten (Patient I: 81,8%; Patient Il: 81,5%; Patient Ill: 74%, Patient 1V: 78,2%). Eine Ausnahme
stellte die Probe llla des Patienten IlIl dar, bei welcher lediglich 18,2% der CD30+ Zellen ein
identisches Rearrangment des TCR-y-Gens zeigten (Tabelle 10).

Tabelle X: Ergebnisse der Mikromanipulation und Einzelzell-PCR fur das TCR-yGen-
Rearrangements und CGH —Ergebnisse in CD30+ Zellen von Patienten mit CD30+ grof3zelligem

Lymphom der Haut

Patient | Kompartment | CGH-Ergebnisse** ZellgroRe der CD30+ | Anzahl der Klonale/Gesamt- Polyklonale/Gesamt-
Zellen isolierten Zellen | Sequenzen Sequenzen

| Dermis Trisomie 7 mittelgroR bis groR 50 27133 (81,8%) 6/33 (18,2%)
Subkutis

Il Dermis Trisomie 7 mittelgroR bis groR 45 22/27 (81,5%) 5/27 (18,5%)

Illa Dermis Kein Material mittelgrof3 36 4/22 (18,2%) 13/22  (59,1%)

(5/22%)  (22,7%)

Illb Dermis, Partielle Deletion 7q | groR 54 17/23 (74%) |6/23 (26%)
Subkutis Trisomie 14

lllc Blut kein Material grofd 27 11/14 (78,6%) 3/14 (21,4%)

\ Dermis keine Abberation grof 45 13/18 (72,2%) 5/18 (27,8%)

*in der Biopsie llla wurden in 5/22 Zellen identische TCR-y- Gen-Rearrangments gefunden, welche nicht zur Tumorzell-

Population gehdérten, ** die CGH-Ergebnisse sind von der Coautorin Frau Dr. Tanja Fischer beigetragen gestellt worden
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Abbildung 17: Klinische Manifestation, Histologie HE und Anti-CD30-Farbung
Klinische Bilder HE-Féarbung, 40x Anti-CD30-Farbung, 40x

1B IC
1B |[e2

B nc

VB IVC

IA: Unterschenkel

I A: Hand, Finger

IVA: Handgelenk, Unterarm
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Abbildung 18: Flureszenz Fragment-Analyse fir den TCR-y Patient Ill
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Bei allen 4 Patienten wurde ein bialleles Rearrangement des TCR-y-Gens in den Tumorzellen
nachgewiesen. Bei Patient Il konnte in einer Probe (lllb) ein weiteres klonales Rearrangement
gefunden werden, welches jedoch nicht in den Zellen der biallelen Population dieses Patienten
nachzuweisen war. Die anderen Einzelzellen waren polyklonal, obwohl sie sich morphologisch und in
der CD30-Expression phanotypisch nicht von den klonalen Zellen unterschieden.

In der FFA fur Patient Ill konnten zwei Peaks gefunden werden, welche mit der GroRe der biallelen
Sequenzen dieses Patienten identisch waren (241bp, 250bp). Die Genlange der anderen klonalen

Zellinie ist mit einem transidienten Peak (251bp) in der FFA ebenfalls vereinbar (Abbildung 18).

6.1.3. Diskussion

Das CD30-Antigen, als Mitglied der TNF-Rezeptor-Superfamilie, ist in die Entwicklung und
Differenzierung von Lymphozyten involviert. Neben der physiologischen Rolle diirfte dieses Molekll
eine Bedeutung bei Tumorwachstum und in -entstehung haben (Falini B, Blood, 1995; Gruss HJ, Ann
Oncol, 1996; Horie R, Semin Immunol, 1998).

Wie erwartet, konnte die Tumorzellpopulation in ca. 75% unter den CD30+ grof3en atypischen Zellen
nachgewiesen werden. Unerwartet war jedoch, daR ca. 25% dieser Zellen einer polyklonalen
Zellpopulation angehorten. Ahnliche Phanomene konnten bei einer Analyse VB-typisierter individueller
Zellen in der Mykosis fungoides nachgewiesen werden (Gellrich S, J Invest Dermatol, 2000). In beiden
Entitaten stimmen der Phanotyp und die Morphe der bisher als typisch tumorassoziiert angesehenen
Zellen nicht vollstandig mit der klonalen Population Uberein. Die Funktion der CD30+ grofien
atypischen Zellen mit polyklonalem Rearrangment ist dabei unklar. Moglicherweise handelt es sich um
reaktive Zellen, z.B. als zytotoxische Zellen im Rahmen der physiologischen Tumorabwehr.

Alle hier untersuchten Patienten wiesen einen CD3-Verlust bzw. teilweise CD4-Verlust auf den
Tumorzellen auf. In einem Fall konnte das Auftreten dieses CD3-, CD4-Verlustes erst bei Progression
des Tumorwachstums gefunden werden, wobei dann auch der Anteil an klonalen Zellen im Infiltrat
zunahm. Der Verlust von Oberflachenmarkern kénnte einem Escape-Mechanismus der Tumorzelle
entsprechen (Bagot M, J Invest Dermatol, 2000). Die Tumorzelle ist dann nicht mehr sensibel fur eine
zytotoxische T-Zell vermittelte Antitumorantwort oder wird nicht mehr durch die zytotoxischen
spezifischen T-Lymphozyten erkannt. Die Detektion einer zweiten transienten klonalen Population in
der Probe lllb und die dazu passende Lange eines Peaks in der FFA konnten ein Hinweis fir die
Existenz tumorspezifischer zytotoxischer T-Lymphozyten sein, welche bei Patient Ill mittels eines
intrazellularen Stimulationsassays mit den genutzten therapeutischen Peptiden (Mimotope)
nachgewiesen wurden (Linnemann T, Ann Oncol, 2000; Linnemann T, Eur J Immunol, 2001).
Maoglicherweise ist diese transiente Zell-Population durch die Vakzine-Therapie induziert worden.

Der CD30 vermittelte Signaltransduktionsweg scheint eine besondere Rolle bei der Tumorentstehung
und beim Tumorwachstum zu spielen. In der lymphomatoiden Papulose und auch in friihen
Entwicklungsstadien der T-Lymphozyten, fihrt die CD30/CD30L-Interaktion zur Apoptose der
betroffenen Zellen. So kommt es zur spontanen Regression der Lasion bei der lymphomatoiden
Papulose (Levi E, J Invest Dermatol, 2000). Ist die Regulation gestort, kann es zu gegensatzlichen

Effekten kommen und damit im Fall eines groRRzelligen anaplastischen CD30+ Lymphoms des
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Lymphknotens zur Tumorprogression (Levi E, J Invest Dermatol, 2000; Mori M, Blood, 1999). Weitere
Defekte, welche eine Apoptose von CD30+ Zellen verhindern, sind Mutationen im Gen des TGF-3
Rezeptorgens (Knaus PI, Mol Cell Biol, 1996; Schiemann WP, Blood, 1999) und ein Verlust der FAS-
Expression (Mori M, Blood, 1999; Bagot M, Ann N Y Acad Sci, 2001).

Im Gegensatz zu der in der EORTC-Klassifikation (Willemze R, Blood, 1997) dargestellten guten
Prognose von CD30+ grof3zelligen Lymphomen der Haut, zeigten die hier untersuchten Patienten eine
schlechte Prognose in 2 Fallen. Aus diesem Grund wurde eine CGH-Untersuchung (complementary
genom hybridisation) zur ldentifikation chromosomaler Abweichungen durchgefuhrt (Koautorin der
Publikation Tanja Fischer stellte die Daten zur Verfiigung), welche bei den Patienten | und Il eine
Trisomie des Chromosom 7 und bei Patient Il eine Deletion des 7g-Chromosoms und eine Trisomie
14 ergab. Die Chromosomenaberrationen sind demnach im Infiltrat vorhanden, wobei nicht geklart
werden konnte, ob diese Zellen der klonalen oder polyklonalen Population angehérten. Ob die
gefundenen Veranderungen an den Chromosomen 7 und 14 fir die Tumorgenese und den Verlauf
der Erkrankung relevant sind, ist bisher nicht bekannt. Die t(2;5) Translokation, welche in nodalen
CD30+ Lymphomen eine wichtige chromosomale Aberration darstellt, spielt in den primér kutanen
CD30+ groRzelligen T-Zell-Lymphomen keine Rolle (Zoi-Toli O, Br J Dermatol, 2000; Beylot-Barry M,
Blood, 1998; Li G, J Cutan Pathol, 1997). Einzelne Daten, z.B. die Mutation im TGF-R-Rezeptorgen,
bei groRzelligen anaplastischen CD30+ Lymphomen des Lymphknotens, weisen jedoch auf die
Zunahme von funktionell bedeutsamen genetischen Defekten in den Tumorzellen von CD30+
groRRzelligen Lymphomen hin.

Die Prasenz von CD30+ klonalen und polyklonalen Zellen |aRt Einflisse, z.B. Zytokine oder
Superantigene, vermuten, welche zur Ausprégung der Morphe und des CD30+ Phéanotyps in

Tumorzellen, aber auch in reaktiven Zellen fihrt.

6.2. CD30+ Zellen in der lymphomatoiden Papulose (Gellrich S, in Revision in | Invest
Dermatol)

6.2.1. Hintergrinde und Fragestellungen

Die lymphomatoide Papulose wird in Anlehnung an die EORTC-Klassifikation als niedrig malignes
Lymphom der Haut klassifiziert (Willemze R, Blood, 1997). Es ist bekannt, daf3 in 10% der Féalle ein
Morbus Hodgkin, ein groRRzelliges anaplastisches Lymphom oder eine Mykosis fungoides mit der
lymphomatoiden Papulose assoziiert ist (Davis T-H, N Engl J Med, 1992; el-Azhary R-A, J Am Acad
Dermatol, 1994; Whittaker S, J Invest Dermatol, 1991; Wood GS, J Invest Dermatol, 1995; Wang HH,
Cancer, 1999 ; Chott A, J Invest Dermatol, 1996).

Obwohl auf histologischer Ebene Korrelationen zwischen dem Auftreten bestimmter Typen dieser
Erkrankung und der Entwicklung von sekundéren lymphoproliferativen Erkankungen vorgenommen
worden sind, ist ein Zusammenhang zwischen den verschiedenen Entitaten bisher nur unzureichend
erforscht worden (Whittaker S, Ann N Y Acad Sci, 2001).

Wesentliche Gemeinsamkeiten zwischen der lymphomatoiden Papulose und den lymphoproliferativen
Folgeerkrankungen sind das Auftreten von grofR3en atypischen Zellen mit CD30+ Phanotyp sowie der
Nachweis einer klonalen T-Zell-Population aus der bulk-DNA. Mit Hilfe der Mikromanipulation und

Einzelzell-PCR wollten wir folgende Fragestellungen beantworten:
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* Gehoren die CD30+ grof3en atypischen Zellen einer klonalen oder polyklonalen T- oder B-
Zellpopulation an?

» Gibt es einen Bezug zu Folge-Lymphomen?

6.2.2. Patienten, spezielle methodische Aspekte, Ergebnisse

Insgesamt wurden kutane Lasionen von 3 Patienten mit lymphomatoider Papulose, Typ A, untersucht.
Alle 3 Patienten zeigten klinisch spontan aufschiel3ende, rasch regrediente, nekrotisch zerfallende und
narbig abheilende Lasionen an der Haut. Bei Diagnosestellung konnte eine extrakutane Manifestation
einer lymphoproliferativen Erkrankung ausgeschlossen werden.

Im Verlauf entwickelte nur Patient Ill einen Morbus Hodgkin mit Manifestation an den axillaren
Lymphknoten und nach dessen erfolgreicher Therapie ein grof3zellig anaplastisches Lymphom der
Lymphknoten, an welchem er verstarb. Bei allen drei Patienten konnten klonale T-Zell-Populationen
Uber einen langeren Zeitraum im Blut sowie in der bulk-DNA der Haut nachgewiesen werden (Tabelle
11).

Tabelle XI: FFA-Analysen von 3 Patienten mit lymphomatoider Papulose

Patient | Probe Zeit polyklonal | Kleiner Peak (bp) Dominierender
Peak (bp)
[ Blut 1/99 + (255, 232%)
Blut 6/99 + (242, 247" ,244%)
Haut(p) 6/99 + (255, 232%)
- Haut (c) 6/99 + (255, 232%)
I Blut 6/00 + (250%,254", 243)
Haut (p)* 09/00 + (2507, 243%)
- Haut (c)* 09/00 + (250"
Blut 12/00 +
Blut 03/01 + (250°,254") + (2437
Blut 04/01 + (250°,254") + (2437
Blut 08/01 + (250",254") + (2437
Il Haut (p) 08/96 +
Blut 8/96 +(248%)
Blut 11/96 +
Blut 01/97 + (248°)
Haut (p) 03/97 + (2487, 252%)
Blut 04/97 + (248°)
Blut 07/97 + (248°)
Blut 08/97 + (248°)
Haut (p) 08/97 + (2487, 252%)
Lymphknoten (p) | 11/97 +
Lymphknoten (p) | 03/98 + (248°)
- Lymphknoten (c) | 03/98 + (248°%, 252%)
Haut (p) 07/98 + (248°)
- Haut (c) 07/98 + (248°%, 252%)
Blut 11/98 + (242°)

Die grau unterlegten Boxen zeigen die selbe Biopsie, welche zum Teil kryokonserviert (c) und zum Teil in Paraffin (p)
eingebettet wurden; ! FFA Reaktion | (Vg1-8); ® FFA Reaktion 2 (Vg9-11); - in der Einzelzell-PCR analysierte Proben
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Mit Hilfe der beschriebenen Technik der Mikromanipulation und Einzel-Zell-PCR wurden atypische
CD30+ Zellen aus den Lasionen der lymphomatoiden Papulose isoliert, anschlieen mittels PCR fir
das TCR-y- und das IgH-Gen untersucht. Die PCR-Produkte wurden sequenziert.

Bei Patient Il wurden zusatzlich CD30+ Hodgkin-Zellen aus einer Lymphknotenbiopsie isoliert und fir
das Immunglobulingen der schweren Kette amplifiziert.

Mittels FFA wurde bulk-DNA von Blut- und Hautproben der Patienten ber einen langeren Zeitraum
untersucht. Daher war bekannt, daf3 bei allen Patienten ein individueller persistierender T-Zell-Klon

vorhanden ist.

Weil die klonalen Zellen unter den CD30+ grof3en atypischen Zellen erwartet wurden, sind diese
Zellen einzeln isoliet und bezilglich ihrer TCR-y-Gen-Rearrangements untersucht worden.
Unerwarteterweise waren alle untersuchten CD30+ Zellen bei den Patienten | und Il polyklonal
(Tabelle XIl). Obwohl B-Zellen aus histologischer Sicht nur in geringer Menge vorhanden waren,
erfolgte auch die PCR fir das IgH-Gen an CD30+ Einzelzellen. Die molekularbiologische Bestatigung
des Fehlens von CD30+ B-Zellen unterstrich das Vorhandensein von polyklonalen CD30+ T-Zellen im
Infiltrat der lymphomatoiden Papulose.

Um die in der FFA nachgewiesene klonale Population zu finden, wurden jetzt individuelle CD3+ kleine
T-Lymphozyten untersucht. Uberraschend zeigte gerade diese Population die klonalen Zellen, deren
PCR-Produkt fir das TCR-y-Gen mit der Lange der gefundenen Klone in der FFA korrespondierte.
Weiterhin wurde nicht nur eine klonale Population innerhalb der Lasion gefunden, sondern bei beiden
Patienten noch zuséatzlich klonale Zellen (Tabelle XlIl, Tabelle XIlI).

Bei Patient Il ist die wichtigste Besonderheit, dafl3 die lymphomatoide Papulose mit einem sekundaren
Morbus Hodgkin und einem spéter folgenden anaplastischen grof3zelligen CD30+ Lymphom assoziiert
war. Auch hier ergab die FFA (ber Jahre das Bestehen einer klonalen T-Zell-Population in Haut und
Blut (Tabelle XI). Bei der Untersuchung der CD30+ Zellen hinsichtlich ihres TCR-y-Gen-
Rearrangements und ihres IgH-Gens wurden sowohl klonale T-Zellen als auch klonale B-Zellen
innerhalb der markierten CD30+ Zellen gefunden. Dabei handelte es sich um ein bialleles T-Zell-
Amplifikat, welches mit der Lange des seit langer Zeit bestehenden klonalen Peaks aus der FFA-
Gesamt-DNA-Analyse Ubereinstimmt sowie um einen zusatzlichen T-Zell-Klon, welcher transidient in
einer Lasion nachweisbar war. Auch bei Patient Il konnten zusatzlich polyklonale T-Zellen, jedoch
keine polyklonalen B-Zellen nachgewiesen werden. Die CD30+ B-Zellen im Lymphknoten des Morbus
Hodgkin und in der Lasion der lymphomatoiden Papulose zeigten eine identische Gensequenz fir die
schwere Kette des Immunglobulinrezeptors (Abbildungl19). Entsprechend der fehlenden intraklonalen
Diversitaten im Mutationsmuster und hinsichtlich der nachzuweisenden Hypermutation des Gens, wird
dieser Befund als Post-Keimzentrumszell-Lymphom eingeordnet.

Ob die nachgewiesenen permanenten T-Zell-Populationen mit dem CD30+ grof3zellig anaplastischen

Lymphknoten in Zusammenhang stehen, konnte aus technischen Griinden nicht geklart werden.



Tabelle XII: Charakterisierung der Proben, Histologie, rearrangierte Gene

Patient | Biopsie Morphologie der isolierte CD30+ TCR-y Sequenzen isolierte CD30+ IgH-Sequenzen
CD30+ Zellen Zellen, TCR-Analyse polyklonal / total klonal / total Zellen, IgH-Analyse polyklonal / total | klonal /total
I Haut mittelgroRzellig 59 35*"/ 48 (100%) 0/ 35 (0%) 70 0+ 0+
I Haut groRzellig 72 25 / 25 (100%) 0/ 25 (0%) 81 1+ 0+
lla Haut groRzellig 54 10/18 (55%) 4118 (22%) 27 0/ 6 (0%) 6/ 6 (100%)
4+%/18 (22%)
b Lymphknoten H-RS n.d. n.d. n.d. 27 1/12(8,3%) 11/12 (91,7%)
Patient | Biopsie Morphologie der isolierte CD3+ TCR-y Sequenzen
CD3+ Zellen Zellen, TCR-Analyse [ g kional / total | klonal / total
| Haut kleinzellig 36 3/13 8/13, 2/13*
I Haut kleinzellig 36 6/17 6/17, 5/17%

*1) in 13 Zellen wurde ein bialleles Rearrangement fir das TCR-y-Gen gefunden

*2) in diesen Zellen wurde ein biallelisches Rearrangment fur das TCR-y-Gen gefunden, es wurden 2 klonale T-Zell-Populationen detektiert

*3) Prozentangaben sind nicht sinnvoll, da zu wenige B-Zell-Sequenzen gefunden wurden

*4) bialleles Rearrangement fiir das TCR-y-Gen, weil beide Gene innerhalb einer Zelle gefunden wurden

*5) maoglicherweise zwei klonale Populationen, weil die beiden Rearrangments nicht in einer Zelle gefunden wurden

n.d. ) nicht durchgefuhrt, da das Material verbraucht war
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Tabelle XllI: Klonale TCR-ySequenzen in der Haut der Patienten I, II, 11l

71

Patient | Klonale T-Zell- TCR-y Gen- V- Gen V- Segment N-Region J -Segment Kalkulierte Genlange nach der | Lange in der FFA*
Population Rearrangement Sequenzierung (bp) (bp)
| A biallel TRG V8*1 | TAT TACTGT GCC ACC TGG G TC GAA CCG GGG TATTATAAGAAACT CTT 255 255
G

| A biallel TRG V10*2 | TAC TAC TGT GCT GCG TGG TCG GA CTCT T 231 232

Il A moglicherweise TRG V2*2 | TAC TGT GCC ACC TGG GAC G CT CCA AAT TAT TAT AAG AAACTCTT 251 250
biallel **

Il B moglicherweise TRG V2*2 | TAC TGT GCC ACC TGG GA TTATACTTTC TAT TAT AAG AAACTC TT 251 250
biallel **

n A biallel TRG V10*2 | TAC TAC TGT GCT GCG TGG GAT TAT CCC TG ATTATTATAAGAAACT CTT 251 252

n A biallel TRG V10*2 | TAC TAC TGT GCTGCG TGG GA | AGTCTATCCTG A TAAGAAACTCTT 247 248

n B monoallel TRG V10*2 | TAC TAC TGT GCT GCG TGG TCC GAC GCG G TATAAGAAACT CTT 245 no

2 gin bp Unterschied zwischen den Genlangen der Sequenzierung und der FFA ist aus technischen Griinden mdglich

*L maoglicherweise biallel bedeutet, daB in der FFA 4 Peaks zu sehen sind, es wurde jedoch nur ein Gen einer jeden T-Zell Population amplifiziert
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Abbildung 19: Immunglobulin-Gen-Rearrangment der schweren Kette von Patient Ill im Vergleich zur Keimbahnkonfiguration, welche in den CD30+ Zellen der

Lasion der lymphomatoiden Papulose und des Lymphknotens von Patient 11l zu finden waren, kleine Buchstaben: S-Mutationen, grol3e Buchstaben:
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6.2.3. Diskussion

Die lymphomatoide Papulose ist in der EORTC-Klassifikation und in der WHO-Klassifikation als
eigene Entitat aufgefihrt (Willemze, Blood, 1997; Jaffe Am J Clin Pathol, 1999). Die Prognose dieser
Erkankung ist mit einer 5-Jahres-Uberlebenszeit von 100% ausgezeichnet, so daR die Zugehorigkeit
der Erkankung zu den niedrig malignen Lymphomen zunéchst fraglich erscheint. Limitiert wird die
Lebenserwartung der Patienten jedoch durch die Entwicklung von assoziierten Lymphomen wie
Morbus Hodgkin, CD30+ groRzelliges anaplastisches Lymphom des Lymphknotens und Mykosis
fungoides (Basarab T, Br J Dermatol, 1998; Christensen HK, Semin Dermatol, 1994; Bekkenk MW,
Blood, 2000).

Ein weiterer Anhaltspunkt fir die Zugehorigkeit der lymphomatoiden Papulose zu den
Lymphomerkrankungen ist der Nachweis von klonalen T-Zellen in den L&asionen und im Blut der
Patienten (Davis TH, N Engl J Med, 1992; el-Azhary RA, J Am Acad Dermatol, 1994; Whittaker S, J
Invest Dermatol, 1991; Wood GS: J Invest Dermatol, 1995; Wang HH, Cancer, 1999 ; Chott A, J
Invest Dermatol, 1996).

Der Zusammenhang zwischen der niedrig malignen lymphomatoiden Papulose und den hochmalignen
assoziierten Zweitlymphomen (Morbus Hodgkin, CD30+ anaplastisches grof3zelliges anaplastisches
Lymphom) ist derzeit vollig unklar. Aufgrund der hier vorgestellten Ergebnisse wird vermutet, dal3 es
sich bei der lymphomatoiden Papulose nicht um ein einheitliches Reaktionsmuster der CD30+ Zellen
handelt.

In den Patienten | und Il sind die groRen atypischen CD30+ Zellen polyklonale T-Zellen. Dieses
Ergebnis war zunachst Uberraschend, da in der Gesamt-DNA-Analyse mittels FFA ein klonales
Rearrangement fur den T-Zell-Rezeptor-y nachgewiesen worden war. Aus diesem Grund wurde nun
eine andere Zellpopulation in Form CD3+ kleiner T-Zellen untersucht, welche zum Teil der gesuchten,
zuvor in der FFA gefundenen klonalen Population angehérten.

Der hier erhobene Befund der klonalen und polyklonalen CD3+ kleinen Lymphozyten in den Patienten
| und Il kbnnte als Bystander—Effekt verstanden werden, wobei die CD3+ Zellen aus dem Blut in das
Infiltrat der lymphomatoiden Papulose-Lasion einwandern und nicht selbst fir das AufschieRen der
Lasionen verantwortlich sind. Die Ursache fur das Auftreten von CD30+ Lymphozyten ist nicht
bekannt, moglicherweise spielen Superantigene oder Zytokine eine Rolle. Nach den Untersuchungen
der Gruppe um Kadin et al (Mori M, Blood, 1999; Levi E, J Invest Dermatol, 2000) unterliegen die
polyklonalen CD30+ Zellen aufgrund von autoregulierender CD30/CD30 Ligand-Interaktion innerhalb
kurzer Zeit der Apoptose, wobei klinisch der nekrotische Zerfall und die narbige Abheilung der Lasion
imponiert. Die klonalen CD3+ Lymphozyten sind jedoch weiterhin im Blut und in ggf. neuen L&sionen
zu finden. Der Ubergang von polyklonalen zu klonalen Zellen ist vorstellbar bei Ansammlung von
genetischen Veranderungen, welche in CD30+ grof3zelligen anaplastischen Lymphomen
beispielsweise als t(2;5) Translokation nachzuweisen sind (Vergier B, Am J Surg Pathol, 1998).
Weiterhin kénnte das Auftreten von Mutationen, welches z.B. im TGF-B-Rezeptorgen nachgewiesen
wurde (Schiemann WP, Blood, 1999), die fehlende FAS-Expression sowie ein Defekt in der
CD30/CD30 Ligand-Interaktion (Mori M, Blood, 1999; Levi E, J Invest Dermatol, 2000) zu einer
Transformation von  Zellen fihren, welche dann die Entstehung des CD30+
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groRRzelligenanaplastischen Lymphoms ermdéglicht. Aus welchem Reservoire (Haut, Blut, CD3+,
CD30+) die Zellen dann kommen, bleibt zunéachst unklar.

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen fanden Steinhoff et al nahezu ausschlieRlich klonale Zellen in
CD30/CD2-positiven Einzelzellen in Lasionen der lymphomatoiden Papulose (Steinhoff M, Blood,
2001). Der Unterschied in den Daten legt nahe, dal} verschiedene Reaktionsmuster in der
lymphomatoiden Papulose existieren.

Anders als die Daten von Patient | und Il konnten bei Patient Ill klonale CD30+ Zellen detektiert
werden, welche ein TCR-y-Gen in der gleichen Lange aufwiesen wie zuvor tber Jahre in der FFA von
Haut und Blut gefunden wurde. Zuséatzlich lieRen sich hier eine zweite klonale T-Zell-Population, eine
klonale B-Zell-Population und polyklonale T-Zellen detektieren. Mdoglicherweise wurden die
persistierenden klonalen T-Zellen bei diesem Patienten stimuliert, so dafd sie sich unter der
phanotypisch CD30+ Population befinden. Ob ein Zusammenhang zu dem spéater entstehenden
CD30+ groRzelligen Lymphom der Lymphknoten bestand, konnte aus technischen Grinden in diesen
Untersuchungen nicht geklart werden.

Bei der lymphomatoider Papulose wiesen die B-Zellen in der lymphomatoiden Papulose-Lasion und
die Hodgkin-Zellen des Lymphknotens ein identisches Gen der schweren Kette des Immunglobulins
auf. Offensichtlich kénnen in den Lasionen der lymphomatoiden Papulose Tumorzellen der B- und der
T-Zell-Reihe auftreten, ohne aggressiv zu sein, denn zum Untersuchungszeitpunkt war die Hodgkin-
Erkrankung klinisch ausgeheilt und das CD30+ grof3zellige Lymphom des Lymphknotens noch nicht
manifest. Moglicherweise handelt es sich bei den klonalen T- und B-Zellen ebenfalls um Bystander-
Zellen, welche wegen eines unbekannten Stimulus in die Lasion einwandern. Da in der untersuchten
Hautlasion des Patienten Il weiterhin funktionell intakte CD30-positive polyklonale Zellen vorhanden
sind, kann die Apoptose erfolgen und die Lasion wiederum die Regression erreichen.

Die Prasenz einer zweiten klonalen T-Zell-Population kann einerseits der Existenz von reaktiven
spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten entsprechen (gegen die Hodgkin-Zelle, gegen die Tumor-
T-Zellen), wofir auch die einmalige Detektion eines dem Gen gleichlangen Peaks in der FFA spricht;
andererseits ist das Vorhandensein weiterer klonaler, in dem Moment der Untersuchung nicht

tumorrelavanter T-Zellen vorstellbar.

6.3. Zusammenfassung der Analyse von CD30+ Einzelzellen in priméar kutanen T-Zell-
Lymphomen

Die hier vorgestellten Ergebnisse der Einzelzell-Analyse in priméar kutanen CD30+ grof3zelligen
anaplastischen Lymphomen und in Lasionen der lymphomatoiden Papulose zeigen, dalR in beiden
Entitdten polyklonale Zellen einen Teil des Tumorinfiltrats bestimmen. In zwei Fallen von
lymphomatoider Papulose konnte sogar ein ausschlief3lich polyklonales CD30+ T-Zell-Infiltrat
nachgewiesen werden. Bei Betrachtung des klinischen Verlaufs kdnnten gerade diese polyklonalen
Zellen fur die Regredienz bzw. den relativ gutartigen Verlauf der CD30+ Lymphome verantwortlich
sein, da sie der CD30-vermittelten Apoptose unterliegen.

Auch die prozentuale Zunahme von klonalen Zellen und die Abnahme von polyklonalen Zellen beim

Progress eines primar kutanen CD30+ Lymphoms &Rt sich mit dem klinischen Velauf vereinbaren.
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Das Auftreten der tumorassoziierten klonalen Populationen im Infiltrat der lymphomatoiden Papulose
kann als Bystander-Effekt gewertet werden, wobei die Tumorzellen aufgrund eines allgemeinen
Stimulus in das Infiltrat der lymphomatoiden Papulose einwandern. Dabei kénnen B- und T-
Lymphozyten betroffen sein. Diese Bystander-Lymphozyten kdnnen mit Zweitlymphomen assoziiert
sein, ohne jedoch in der Lasion der lymphomatoiden Papulose maligne Eigenschaften zu besitzen.

Die Aktivierung von CD3+ kleinen klonalen Zellen und deren Ubergang in CD30+ Zellen ist vorstellbar.

Das Auftreten von weiteren klonalen T-Zell-Populationen kann mit der Erscheinung expandierender
aktivierter tumorspezifischer zytotoxischer T-Zellen zusammenhangen. Dafir spricht das kurzzeitige
Auftreten der zusatzlichen klonalen T-Zellen im Verlauf der Erkrankung sowohl in den CD30+
groRRzelligen Lymphomen der Haut (Patient IIl) als auch in der lymphomatoiden Papulose (Patient III).

Eine weitere Mdglichkeit ware die regelmallige Entstehung klonaler T-Zellen, welche sich jedoch nur
bei Erwerb weiterer genetischer Aberrationen, z.B. Mutationen oder chromosomale Imbalanzen, zu
Tumoren entwickeln. Solange diese klonalen Zellen noch der Apoptose unterliegen, treten keine
klinisch relevanten Zweit-Lymphome auf. Fir diese Variante spricht auch der Nachweis von
verschiedenen Klonen in zeitlich bzw. rdaumlich verschiedenen Lasionen der lymphomatoiden

Papulose.

7. Verteilung klonaler und polyklonaler T-Zellen im Infiltrat verschiedener Stadien der
Mykosis fungoides (Gellrich S, J Invest Dermatol, 2000)
7.1. Hintergriinde und Fragestellungen
Es ist bekannt, dal? sowohl Tumorzellen als auch reaktive Zellen sich im Infiltrat befinden. Bisher
wurden verschiedene Untersuchungen vorgenommen, um die Lokalisation der Tumorzellen
festzustellen und ihre Interaktion mit anderen Zellen, z.B. Keratinozyten zu messen (Smoller, Am J
Surg Pathol, 1995; Hansen ER, Arch Dermatol, 1996). Dabei wurden verschiedene Techniken, wie
z.B. die Licht- und Elektronenmikroskopie und die Immunhistochemie angewendet (Nickoloff BJ, Am J
Dermatopathol, 1988; Ralfkiaer E, Br J Dermatol, 1991; Smoller, Am J Surg Pathol, 1995). Die
Anwendung von monoklonalen Antikdrpern gegen die a- bzw. B-Kette der T-Zell-Rezeptoren zeigte,
daf? in einigen Hautproben von MF-Patienten eine bevorzugte Expression einer V-Familie gefunden
werden kann. Diese Farbung markiert die expremierte V-Familie, jedoch nicht den T-Zell-Klon selbst
(Bagot M, J Am Acad Dermatol, 1992; Potoczna N, J Cutan Pathol, 1996). Mit Hilfe der im Abschnitt 4
erlauterten Methoden der Mikromanipulation und Einzelzell-PCR wurden verschiedene Stadien der
Mykosis fungoides analysiert, um folgende Fragestellungen zu beantworten:
* In welchen anatomischen Strukturen (Epidermis, Dermis) sind die Tumorzellen der Mykosis
fungoides in verschiedenen Stadien der Erkrankung lokalisiert?

* Inwieweit korreliert die Vp-Farbung mit der Darstellung der Tumorzellen im Infiltrat?

7.2. Patienten, spezielle methodische Aspekte, Ergebnisse
Insgesamt wurden 5 Patienten mit Mykosis fungoides untersucht (Gellrich S, J Invest Dermatol, 2000).
Patient | war zum Untersuchungszeitpunkt 56 Jahre alt und wies ein Rezidiv der Mykosis fungoides

im Ekzemstadium mit ausschlie3licher Hautmanifestation des T-Zell-Lymphoms auf.
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Bei Patient Il handelte es sich um eine 68-jahrige Patientin mit einem Rezidiv der Mykosis fungoides,
welche klinisch als Ekzem dominierte ohne interne Beteiligung.

Die untersuchten Hautproben der Patienten | und II wurden vom Unterschenkel entnommen.
Histologisch waren im dermalen bandférmigen Infiltrat wenige mittelgroRzellige pleomorphe T-Zellen
mit cerebriformen Kernen und tUberwiegend reaktive Lymphozyten zu sehen. Nur vereinzelt stiegen T-
Lymphozyten in die Epidermis auf. Mittels Mikromanipulation wurden einzelne CD4+ Lymphozyten
aus der Dermis isoliert.

Patient Ill war 66 Jahre alt. Er stellte sich mit einem Rezidiv der Mykosis fungoides im Plaquestadium
vor. Histologisch zeigte sich in einer Probe der Ubergang vom Ek