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5 Diskussion

Die pathologisch-anatomische Diagnostik lymphoproliferativer Erkrankungen wirft nicht
selten Probleme hinsichtlich der Abgrenzung zwischen reaktiven und neoplastischen
Prozessen auf. Durch die Generierung monoklonaler Antikérper gegen lymphozytire
Oberflachenantigene gelingt es zwar hdufig die Linienzugehdrigkeit sowie die
Differenzierungsstufe der Lymphozyten zu bestimmen, eine Unterscheidung zwischen
reaktiven und malignen proliferierenden Zellen ist mittels der Immunphénotypisierung allein
selten moglich. Dies gilt insbesondere fiir T-Zellinfiltrate. Ein entscheidendes Merkmal
maligner lymphatischer Zellen ist ihr klonales Wachstum, das sich in der identischen
Konfiguration ihrer Antigenrezeptorgene widerspiegelt. Zum Nachweis dieser klonalen
Antigenrezeptorgenumlagerungen wurden in den letzten 15 Jahren enorme Anstrengungen
unternommen. Anfangs stand die Southern-Blot-Hybridisierungstechnik® im Vordergrund,
mit deren Hilfe sich klonale B- und T-Zellpopulationen aus DNA-Extrakten aus
schockgefrorenem Gewebe nachweisen lieBen. Obwohl sich die Southern-Blot-Analyse als
zuverléssig erwies, hat sie eine Reihe von Nachteilen, die sie als routineméfig durchfiihrbares
diagnostisches Verfahren nur sehr eingeschrankt nutzbar macht.

Mit der Einfiihrung der PCR-Technik’™*' schien es zunichst, daB die Nachteile der Southern-
Blot-Analyse komplett umgangen werden konnten. Dies hat sich fiir den Nachweis klonaler
B-Zellpopulationen der umgelagerten Immunglobulingene weitgehend bewahrheitet, wihrend
die Aufdeckung klonaler T-Zellpopulationen auch mit der PCR in vielen Fillen nicht gelang.
Fiir den Nachweis klonaler T-Zellen bieten sich zwei Strukturen an: die umgelagerten Gene
des TCR-f3 und TCR-y. Aufgrund des komplexen Aufbaus des Genlokus der TCR-B-Kette
scheiterten bisherige Bemiihungen eine PCR-Methode zu entwickeln, die in der Lage ist,
klonale T-Zellpopulationen zuverldssig zu erfassen. Deshalb wurde das wesentlich einfacher
aufgebaute TCR-y Gen als Ziel fiir den PCR Nachweis ausgewéhlt. Obwohl sich bis zu 50 %
der malignen T-NHL* mit diesem Ansatz nicht klonal darstellen lieB, hielt diese Methode
aufgrund seiner Einfachheit Einzug in die Routinediagnostik.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung einer neuen PCR-Methode zum Nachweis
monoklonaler Umlagerungen der TCR-B-Kette, mit der klonale T-Zellpopulationen
zuverldssig detektierbar sind und die sich fiir die Anwendung von degradierter DNA aus

Formalin-fixiertem Untersuchungsmaterial eignet.
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5.1 Methodische Aspekte

5.1.1 Vergleich bisher publizierter TCR-3 PCRs

Bisherige PCR-Methoden zum Nachweis klonal umgelagerter TCR-3 Gene erwiesen sich als
duBerst komplex und kaum handhabbar®', eigneten sich nur zum Nachweis groBer T-

Zellpopulationen®®** in ausschlieBlich frischem oder gefrorenem Gewebe oder benétigten

nicht-degradierte RNA®.

Mc Carthy et al® publizierten 1991 eine Methode zum Nachweis klonaler TCR-f
Umlagerungen in DNA-Extrakten, die auf der Verwendung von V- und JjB-
Konsensusprimern basierte. Die Homologie der JB-Primer zu den korrespondierenden Jf3-
Segmenten war mit 72 - 88 % jedoch gering und erforderte wenig stringente PCR-
Bedingungen. Damit war eine starke Neigung zur Bildung unspezifischer PCR-Produkte
verbunden. Mc Carthy et al. untersuchten mit dieser Technik 17 schockgefrorene
Gewebeproben verschiedener T-NHL. In nur 14 dieser Proben (76 %) konnte eine klonale
Umlagerung des TCR-B Gens beschriecben werden, obwohl alle Proben einen hohen
Tumoranteil aufwiesen. Damit handelt es sich bei den 4 PCR-negativen Féllen um falsch-
negative Ergebnisse (24 %). Andere Untersuchungsergebnisse®’, basierend auf dieser
Methode, zeigten sogar eine Rate von falsch-negativen Ergebnissen bis zu 46 %. Formalin-

fixierte Proben wurden mit dieser Methode bisher nicht untersucht

1995 unternahmen Kneba et al.>* einen weiteren Versuch mit Hilfe von Konsensusprimern
eine Klonalititsanalyse der TCR-B-Kette durchzufiihren. Grundlage fiir diese PCR waren 4
hoch-degenerierte Primer fiir die 13 JB-Segmente, die in einer geschachtelten (semi-nested)
PCR mit einem Konsensus-Primer” fiir die VP-Region kombiniert wurden (jeweils ein
Primer fiir die Primér- und Reamplifikation fiir die JB1- und JB2-Gruppe). Die verwendeten
JB-Primer enthalten jeweils bis zu 4 Konsensusstellen und zusétzlich bis zu 4 Inosin-Basen.
Diese Inosin-Basen sind in der Lage mit unterschiedlicher Affinitit jede der vier DNA-Basen
zu binden (Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin).

Mit dieser Technik konnten Kneba et al. in 87,5 % der untersuchten wenigen T-Zell-

Neoplasien (7/8) klonal umgelagerte TCR-B Gene detektieren. Allerdings wurde
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ausschlieflich Gefriermaterial eingesetzt, das jeweils einen sehr hohen Tumorzellanteil
aufwies (4 T-Zell Leukiimien und 4 nodale T-NHL)*.

Aufgrund der technisch einfachen Durchfiihrbarkeit (eine Primér- und eine Reamplifikation,
alle Primer in einem Ansatz) war es zundchst Ziel unserer Arbeit diese Methode auf die
Anwendung von Paraffinmaterial zu adaptieren. Die Untersuchung einer Vielzahl
verschiedener Lymphomentititen zeigte jedoch, dal3 dieses Primersystem nur in der Lage ist,
die Klonalitit der T-Zellen in T-NHL mit einem groBen Tumoranteil zu detektieren™®. In T-
NHL mit einem geringen Anteil klonaler neoplastischer T-Zellen (kutane T-Zell-Lymphome,
minimale bzw. residuelle Lymphommanifestationen in Lymphknoten oder Blut etc.) lie3 sich
keine Klonalitit der TCR- Gene nachweisen. Die PCR-Analyse an Formalin-fixierten
Gewebeproben verschiedener T-NHL zeigten in den meisten Fillen keine klonalen TCR-
B Genumlagerungen. Zusétzlich entstanden haufig unspezifische Primer-Primer bzw. Primer-
DNA-Produkte, die sich als starkes Hintergrunssignal darstellten. Dies verhinderte in vielen
Féllen eine eindeutige Interpretation der PCR-Ergebnisse und fiihrte zu nicht verwertbaren

Daten.

Einen vollig neuen Weg zur Klonalititsanalyse der TCR-B Umlagerungen entwickelten
Zemlin et al.’™®®. Diese TCR-p PCR erfolgt in zwei Schritten: Im 1. Schritt, der sog.
“screening-PCR” (12 PCR-Ansitze, 4 V-Primergemische + 3 J-Primergemische), entstehen
unterschiedlich lange Amplifikationsprodukte (110-1200 bp), welche auf das klonal
umgelagerte J-Segment hinweisen. Im 2 Schritt, der sog. “J-spezifischen PCR” (mind. 1 PCR-
Ansatz), entsteht ein kurzes Amplifikationsprodukt (70-110 bp), welches den Verdacht der
“screening-PCR” auf die klonale Umlagerung bestdtigt bzw. widerlegt.

Trotz hoher Detektionsraten ist diese Technik dennoch mit einigen Einschrankungen behaftet:
1. Formalin-fixiertes Material kann aufgrund der héiufig groBen Linge der
Amplifikationsprodukte (bis 1200 bp) nicht mittels der “screening-PCR” analysiert werden.
Nur wenn das umgelagerte J3-Segment durch Voranalysen von schockgefrorenem Material
bereits bekannt ist, sind Folgeanalysen der Formalin-fixierten Proben mittels “J-spezifischer
PCR” moglich. 2. Die Vielzahl der PCR-Ansétze (insgesamt mind. 13 Ansdtze!) macht diese

Methode fiir den Routineeinsatz zeitlich und finanziell unattraktiv.
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5.1.2 Vergleich mit der familienspezifischen TCR-§ PCR

Um die sehr einschrinkenden Nachteile vorheriger TCR-f PCR-Methoden zu iliberwinden
und damit eine sensitive und fiir die Routinediagnostik praktikable Methode zu entwickeln,
etablierten wir familienspezifische JB-Primer. Diese bestehen im Gegensatz zu Konsensus-
oder hochdegenerierten Primern ausschlieflich aus Oligonukleotiden, die eine komplette
Homologie (100 %) zu ihrer Zielsequenz haben. Die {iiberlegende Brauchbarkeit von
familienspezifischen Primern konnte bereits fiir die PCR-Analyse zum Nachweis klonaler
Immunglobulingenumlagerungen gezeigt werden, die sich neben einer hohen Sensititivtit und
geringen Hintergrund auszeichnen®.

Ferner werden familienspezifische Primer einzeln synthetisiert und kdnnen somit in einer
dquimolaren Mischung verwendet werden, wiahrend Konsensusprimer aus einem heterogenen
Gemisch von Oligonukleotiden bestehen, deren exakte Zusammensetzung nicht bestimmt
werden kann.

Die von uns im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Kombination der familienspezifischen Jf3-
Primer’° mit einem zuvor publizierten und im Verlauf der Arbeit optimierten VB-Primer in
einer semi-nested PCR, fiihrt zu Amplifikationsprodukten mit geringem Hintergrund bei einer
Produktgrofle von ca. 250 Basenpaaren. Damit ist auch die Analyse von Formalin-fixierten
Gewebeproben moglich.

Mit dieser Technik konnten wir in 101/103 der wuntersuchten malignen T-Zell-
Lymphome/Leukimien (98 %) eine klonale Umlagerung der TCR-p Gene nachweisen’’. Dies
ist im Vergleich zu bisher beschriebenen TCR-3 Methoden eine &uflerst groBe Anzahl von
untersuchten T-Zellneoplasien mit einer hohen Sensitivitit und Spezifitit.

Damit steht mit der Entwicklung der familienspezifischen TCR- PCR erstmals ein fiir die
Routinediagnostik geeignetes und praktikables PCR-System zur Verfiigung, welches auch die

Untersuchung von Formalin-fixiertem Gewebe mit einer hohen Detektionsrate erlaubt.
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5.1.3 Vergleich der familienspezifischen TCR- PCR mit TCR-y PCRs

Mit Einfilhrung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden die verschiedenen PCR-
Assays zuerst zum Nachweis des Gens der TCR-y-Kette entwickelt’’®. Aufgrund der simplen
Struktur des TCR-y-Genlokus (12 V- und 5 J-Segmente) und den hohen Homologien
innerhalb der einzelnen V- und J-Segmente, war die Etablierung eines PCR-Systems relativ
einfach mdglich. Da mit dieser PCR auch die Analyse von DNA aus Formalin-fixiertem
Gewebe moglich war, entwickelte sich die TCR-y PCR rasch zum derzeit haufigsten
Verfahren fiir den Nachweis klonaler T-Zellpopulationen ***°. Allerdings wird mit diesem
Verfahren in Kauf genommen, dafl ca. 10-50 % der histologisch klaren T-NHL einer
Detektion entgehen®”*.

Im Rahmen dieser Arbeit haben wir die neu entwickelte TCR-B PCR mit der TCR-y PCR
verglichen, die in dieser oder #hnlichen Version in vielen Laboratorien routinemifig
angewendet wird. Das Untersuchungsgut bestand aus Gewebeproben von 62 Patienten mit
histologisch/immunhistologisch und klinisch gesichertem T-NHL. Dabei konnte mit unserer
TCR-B PCR in 98 % (61/62) der T-NHL eine Klonalitit nachgewiesen werden, wihrend mit
der TCR-y PCR nur in 80 % (50/62) eine Klonalitit gefunden werden konnte. Diese
Ergebnisse demonstrieren deutlich, dal die familienspezifische TCR-f PCR aufgrund der
hoheren Detektionsrate im Vergleich zur TCR-y PCR eine fiir den Routineeinsatz neue und
hochsensitive Methode darstellt.

Die mogliche Ursache der niedrigeren Detektionsrate mittels TCR-y PCR scheint zumindest
in unserem Untersuchungsgut nicht von der Entitdt, der Lokalisation oder dem Anteil der
Tumorzellen im Infiltrat abzuhidngen. Da beide Methoden eine Sensitivitit von ca. 1 %
aufweisen, miissen andere Faktoren eine Rolle spielen, die erkldren, dafl bei 12 Patienten mit
T-NHL mittels TCR-y PCR keine Klonalitidt gefunden werden konnte. Daf3 in diesen Fillen
keine TCR-y Genumlagerung stattgefunden hat, also eine Keimbahnkonfiguration vorliegt, ist
unwahrscheinlich, da die TCR-y-Genumlagerung ein essentieller Vorgang in den frithen
Schritten der T-Zell Entwicklung ist und auBerdem =zeitlich vor den Umlagerungen der
anderen TCR-Gene stattfindet'’. Eine Erkldrung des fehlenden Nachweises klonaler TCR-y
Genumlagerungen konnte vielmehr aus der Beobachtung abgeleitet werden, daBl in diesem

Lokus hiufig eine inkomplette oder mit einer Deletion versehene Umlagerung stattfindet’'.
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Ein anderer Grund konnte das relativ hdufige Vorkommen von sog. “Trans-Rearrangements”
sein. Dies sind Umlagerungen zwischen verschiedenen TCRs, die in der Regel zwischen der
V-Region des TCR-y Gens und der J-Region des TCR-8 Gens stattfinden’”. All diese
Verdanderungen konnen dazu fithren, daBl diese verdnderten TCR-y Gene von den
verwendeten Primern nicht mehr erkannt werden und somit keine TCR-y spezifischen PCR-

Produkte generiert werden kdnnen.

5.1.4 Klonalititsanalyse mittels GENESCAN-Technik

Die richtige Wahl der Detektionsmethode zum Nachweis von PCR-Produkten ist fiir die
sichere und eindeutige Interpretation der Ergebnisse essentiell. Aus diesem Grund war die
Entwicklung eines neuen automatisierten Verfahrens zum Nachweis der TCR-f PCR-
Produkte ein wichtiges Ziel dieser Arbeit. Dieses bestand in der elektrophoretischen
Auftrennung der PCR-Produkte in einem hochauflésenden Polyacrylamid-Sequenziergel, das
die zuverldssige Unterscheidung von DNA-Fragmenten mit einem einzigen Basenpaar
GroBenunterschied erlaubt. Die Grofenbestimmung der mit Fluoreszenzfarbstoffen
markierten PCR-Produkte erfolgte mit Hilfe der Laserdetektion in einem automatischen
DNA-Sequenzierer und die Analyse der Daten durch die “GENESCAN-Software”. Durch die
parallele Auftragung eines internen Standards mit jeder Probe ergeben sich im Vergleich zu
herkdmmlichen Polyacrylamid- oder Agarosegelen mehrere Vorteile: 1.) Es ist eine prizise
GroBenbestimmung der Amplifikate unabhingig von Gel-zu-Gel Variationen oder
Gelartefakten moglich. 2.) Die GENESCAN-Technik ist aufgrund einer hoheren Sensitivitit
und geringeren Detektionsgrenze in der Lage, PCR-Produkte, die im Polyacrylmamidgel
nicht mehr sichtbar sind, mit einer hohen Zuverlissigkeit zu detektieren”"".

Die resultierenden Ergebnisse dokumentieren, daf3 sich das PCR-“GENESCAN”-Verfahren
besonders gut zur Unterscheidung von mono- und polyklonalen TCR- PCR-Produkten
eignet. Zusitzlich ist es mdglich, durch die genaue Bestimmung der PCR-Produktgréfle
verschiedene Gewebeproben von gleichen Patienten, z. B. im Rahmen der
Ausbreitungsdiagnostik, zu vergleichen (Monitoring) und ggf. eine minimale Infiltration nach

Therapie nachzuweisen (minimal residual disease).
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5.2 Klinische Aspekte

5.2.1 Untersuchung von normalem und reaktiven Gewebe

Die Analyse von lymphozytenreichen Proben wie normale Blutproben (10) oder reaktive
Lymphknoten (11) mittels der TCR-3 PCR zeigte erwartungsgemif ein polyklonales Bild in
der GENESCAN-Analyse, dhnlich einer Gaufl’schen-Verteilungskurve. Interessanterweise
lie sich bei der Untersuchung von reaktivem nicht-lymphatischen Gewebe, wie Hautproben
bei Psoriasis vulgaris oder chronischem Ekzem, ein betont oligoklonales Bild, teilweise mit
einer Dominanz einzelner Produktgrofen darstellen. Die dominanten Banden konnen jedoch
im Gegensatz zu den T-Zell-Lymphomen bei wiederholter Untersuchung nicht reproduziert
werden, so da3 wir diese als pseudoklonal gewertet haben. Solche Befunde sind auch bei der
Arbeitsgruppe Wood et al.** beschrieben. Sie fanden in 6 % der untersuchten reaktiven
Hautproben eine klonale Umlagerung. Wood et al. interpretierten dies als sog. “klonale
Dermatitis”, mit der Moglichkeit, daB diese zu einem spéteren Zeitpunkt in ein malignes
kutanes Lymphom iibergehen konnte. Die Tatsache, dal3 diese PCR-Resultate in wiederholten
Untersuchungen eine unterschiedliche BandengroBe und Sequenz zeigen, 1dBt allerdings
weniger an einen biologischen Prozell denken. Vielmehr konnen die dominanten PCR-
Amplifikate in Hautproben von Patienten mit Psoriasis und Ekzem durch die hohe Sensitivitét
der PCR-Technik erklart werden, die auch geringe reaktive T-Zellklone darstellen kann*®".
Als ein Ergebnis dieser Arbeit ist daher die Reproduzierbarkeit der klonalen Amplifikate in
verschiedenen, unabhingig durchgefiihrten Amplififikationen als Charakteristikum einer

“echten” malignen T-Zellproliferation zu fordern.

5.2.2 Maligne T-Zellproliferationen

In den folgenden Abschnitten werden Anwendungsmoglichkeiten dieser neuen PCR-Methode
bei verschiedenen Lymphomentititen diskutiert und einzelne Patienten vorgestellt, deren
Krankengeschichten angesichts der molekularpathologischen Untersuchungen besonders

interessant erscheinen.
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5.2.3 Vorliufer-T-Zell lymphoblastische Lymphome

Die Vorlduferzellneoplasien der T-Zellreihe entsprechen in ihrer Differenzierung pro-
Thymozyten oder  verschiedenen  Differenzierungsstufen von  Thymozyten”’°.
Immunphinotypisch sind sie durch die Expression des Enzyms terminale
Desoxynukleotidyltransferase (TdT) und dem Nachweis von CD34 von peripheren, reifen T-
NHL zu unterscheiden. Vorldufer-T-Zell-Lymphome treten vor allem bei Kindern oder
jungen erwachsenen Minnern auf und manifestieren sich klinisch héufig als schnell
wachsende Mediastinaltumoren. Unbehandelt verlduft diese Erkrankung in einem kurzen
Zeitraum todlich; sie ist allerdings mit den heutigen Chemotherapie-Protokollen in einem

7576 In unserem Kollektiv haben wir in 9/9 Fillen eine

groBen Teil der Félle heilbar
monoklonale Umlagerung der TCR-B-Kette gefunden’’. Damit ist die Methode nicht nur dazu
geeignet in peripheren T-NHL, sondern auch in unreifen T-Zellneoplasien T-Zellklonalitdten
nachzuweisen, da die meisten neoplastischen T-Zellen in einem Stadium entartet sind, in dem

der TCR-B-Genlokus bereits umgelagert ist.

5.2.4 Peripheres T-Zell-Lymphom, unspezifiziert

Diese Tumorgruppe stellt eine provisorische Einteilung nach der ZellgroBe (mittelgrofzellig,
gemischt mittelgroBzellig und groBzellig, oder groBzellig) dar®’. Es ist allerdings unklar, ob
diese Tumoren, die sich lediglich in ihrer ZellgroBe wunterscheiden, tatsichlich
unterschiedliche Entitdten repridsentieren oder nur morphologische Varianten derselben
Entitdt darstellen. Allen gemeinsam ist aber, dafl sie genotypisch monoklonale TCR-
Umlagerungen aufweisen, die sich mittels der von uns entwickelten TCR-3 PCR nachweisen
lieBen. Besonders hilfreich war diese Methode in Féllen, in denen die Linienzugehorigkeit
immunhistologisch nicht eindeutig gezeigt werden konnte. So zeigte ein Fall gleichzeitig die
Expression des CD4- und des CD56-Antigens. Es war nicht klar, ob dieses Lymphom seinen
Ursprung von T-Helferzellen oder von natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) nahm. Diese
Unterscheidung ist von prognostischer Bedeutung, da NK-Zell-Lymphome einen wesentlich
aggressiveren Verlauf zeigen (s. Kap. NK-Zell-Lymphome)'’. NK-Zellen haben keine
Umlagerung der TCR-Gene (Keimbahnkonfiguration), so dafl eine monoklonale TCR-§3-
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Umlagerungen nicht nachweisbar ist’”’®. Im Fall 34 lieB sich eine klonale TCR-PB
Umlagerung nachweisen; damit kann in diesem Fall von einer Abstammung von T-

Helferzellen ausgegangen werden.

5.2.5 Kutane T-Zell-Lymphome

Kutane T-Zell-Lymphome (CTCL) stellen eine heterogene Gruppe lymphoproliferativer
Hauterkrankungen dar, die durch eine klonale Akkumulation von T-Lymphozyten
charakterisiert sind. Die haufigsten Formen sind die Mycosis fungoides (MF)", sowie deren
leukéimische Variante, das Sézary-Syndrom™. Zu den CTCL gehért auch das primér-kutane
anaplastisch  groBzellige T-Zell-Lymphom, das heutzutage zusammen mit der
lymphomatoiden Papulose unter dem Oberbegriff “CD30-positive lymphoproliferative
Erkrankungen der Haut” zusammengefaBt wird®'. Die CTCL leiten sich von spezialisierten
kutanen T-Lymphozyten ab und sind in frithen Stadien, im Gegensatz zu anderen peripheren
T-Zell-Lymphomen, meist eine indolente Erkrankung.

Histologisch ist im Falle einer Mycosis fungoides ein ausgeprigter Epidermotropismus der
neoplastischen T-Zellen charakteristisch. Es existiert jedoch ein breites Spektrum klinischer
und histologischer Erscheinungsformen, das hdufig eine zuverldssige Unterscheidung
zwischen benignen und malignen kutanen T-Zell-Proliferationen erschwert. Dies gilt
insbesondere fiir die frithen MF-Stadien, die nur schwer von entziindlichen Hauterkrankungen
abzugrenzen sind. In diesen Fillen erwies sich fiir die Diagnosestellung der Nachweis
identischer TCR-Umlagerungen von klonal proliferierenden T-Zellen hilfreich.

In den bisherigen Klonalititsstudien von CTCL wurde hauptsdchlich die TCR-y PCR
verwendet. Mit dieser Technik gelang der Nachweis einer monoklonalen T-Zell Population in
53-90 % der CTCL-Fille **#*4382884 Dapei ist unklar, ob diese groBe Spannbreite der
Detektionsrate eher methodisch oder aufgrund des unterschiedlichen Patientenkollektivs
bedingt ist. Einige veroffentliche Untersuchungen sprechen auch von oligoklonalen T-Zell-
Proliferationen in CTCL**™.

Um diese diagnostischen Unsicherheiten bei den Frithformen der CTCL auszuschliefen,
untersuchten wir zundchst 21 Patienten in fortgeschrittenen Stadien (II-IV) mit einer

optimierten TCR-y PCR und nachfolgender GENESCAN-Analyse*®’** Dabei konnte bei 16
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Patienten (76 %) eine klonale Umlagerung des TCR-y Gens gefunden werden. Bei 5 Patienten
(24 %) mit klinisch und histologisch gesichertem T-Zell-Lymphom konnte hingegen keine
TCR-y Klonalitdt nachgewiesen werden. Diese Detektionsrate, die im Einklang mit den bisher
publizierten Daten steht, deutet auf die im vorigen Abschnitt besprochenen methodischen
Ursachen hin (s. Vgl. TCR-B mit TCR-y). Die Klonalitdtsanalyse mittels der TCR-y PCR ist
somit fiir die Diagnostik von CTCL nur eingeschrinkt geeignet. Es war daher insbesondere
die Frage interessant, ob mittels der von uns entwickelten TCR-B PCR eine hohere
Detektionsrate gerade in dieser diagnostisch schweren Entitdt erreicht werden kann. Wir
untersuchten mittels unserer TCR- PCR in einer groferen Studie 96 DNA-Proben (Haut,
Blut und Lymphknoten) von 23 Patienten mit fortgeschrittenem CTCL (Stadium II-IV). Dabei
konnten wir in allen 23 Primérldsionen (Haut) eine monoklonale TCR-B Umlagerung
nachweisen, sowie in 15/18 (83 %) korrespondierenden Lymphknoten und in 7/11 (64 %)
Blutproben den gleichen malignen T-Zellklon identifizieren. Somit konnte mittels TCR-3 in
allen CTCL eine klonale T-Zellpopulation detektiert werden.

Insgesamt belegen diese Ergebnisse, dal die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte TCR-3
PCR fiir die Analyse der CTCL sowohl fiir die Primérldsionen als auch fiir die
Ausbreitungsdiagnostik im Vergleich zu bisher beschriebenen TCR-y PCR-Methoden eine

wesentliche Verbesserung darstellt.

Korreliert man die PCR-Ergebnisse der untersuchten Lymphknotenbiopsien und Blutproben
mit immunhistologischen bzw. zytologischen Befunden, so finden sich in einigen Proben
Diskrepanzen. Zwei der TCR-B positiven Lymphknoten ergaben histologisch und
immunhistologisch keinen Hinweis auf eine Infiltration durch ein T-Zell-Lymphom. Das
Auffinden des identischen T-Zellklons, wie in der Priméirldsion, deutet allerdings auf eine
hohere Sensitivitdt molekularbiologischer Methoden im Vergleich zur histomorphologischen
Diagnostik hin. Bereits Weiss et al.*’ konnte 1985 mittels TCR-Bp Southern-Blot-
Hybridisierungstechnik zeigen, daBl Lymphknoten mit Verdnderungen im Sinne einer
dermatopathischen Lymphadenopathie bei Patienten mit einer Mycosis fungoides hiufig den
gleichen malignen T-Zellklon wie in der primidren Hautldsion enthalten. Weitere Studien
iiberpriiften die klinische Relevanz von dermatopathisch verdnderten Lymphknoten mit
molekularbiologisch nachweisbarem T-Zellklon****°. Hierbei kamen die genannten Studien

tibereinstimmend zu der SchluBfolgerung, daBl Patienten mit einem Soutern-Blot-positiven
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Lymphknoten einen aggressiveren klinischen Verlauf und eine wesentlich kiirzere
Uberlebensrate zeigen. Studien dermatopathischer Lymphadenopathien bei CTCL mittels der
PCR-Technik existieren bisher nicht. Dennoch weist die ungiinstige prognostische Bedeutung
einer mit der Southern-Blot-Hybridisierungstechnik nachgewiesenen Lymphknoten-
Infiltration daraufthin, da die PCR-Resultate beim Staging und der davon abhingigen

Therapie des Patienten beriicksichtigt werden sollten.

Fir die Klonalititsanalysen standen bei 11 Patienten zusdtzlich zu den Hautbiopsien
Blutproben zur Verfiigung. Dabei konnten wir bei 7/11 Patienten mittels TCR-§ PCR einen
T-Zellklon im peripheren Blut nachweisen. Hierbei zeigte sich erwartungsgeméal bei allen 4
Patienten mit einem Sézary-Syndrom der gleiche neoplastische T-Zellklon wie in der
primdren Hautldsion. Bei den restlichen Patienten, bei denen im Blut zytologisch kein
Nachweis atypischer Zellen vorlag, konnte {iberraschenderweise bei 3 Patienten der gleiche
Klon wie in der Primédrldsion detektiert werden. Die klinische Bedeutung dieser positiven
PCR-Ergebnisse im Blut konnte noch nicht gewertet werden. In fritheren Southern-Blot-
Untersuchungen war die Detektion von T-Zell-Klonalititen bei initialen Stadien ein seltenes
Ereignis (Bakels et al.°': 4 % in Stadium I-IT) und in der Regel mit einer schlechten Prognose
assoziiert’. Aktuellere Studien, die auf der sensitiveren TCR-y PCR Technik basieren,
konnten in ca. 30-50 % der initialen Mycosis fungoides-Patienten (Stadium I-II) klonale

TCR-Umlagerungen nachweisen****"*

. Die grofle Diskrepanz zwischen diesen Daten beruht
wahrscheinlich auf dem grof3en Sensitivitidtsunterschied zwischen der fritheren Southern-Blot-
Hybridisierungs- und der PCR-Technik. Die PCR-Ergebnisse deuten auf eine friihe
Beteiligung des peripheren Blutes im Verlauf einer Mycosis fungoides hin. Die klinische

Bedeutung dieser Befunde miif3te jedoch noch in Longitudinal-Studien iiberpriift werden.
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5.2.6 Anaplastisch grof3zellige Lymphome

Das anaplastisch groBzellige Non-Hodgkin-Lymphom (anaplastic large cell lymphoma,
ALCL) war frither nicht als eigene Entitit erkannt und wurde dementsprechend mit
verschiedenen Namen und Diagnosen wie “maligne Histiozytosen” oder “Hodgkin-Sarkom”
bzw. “undifferenziertes Sarkom” belegt. Erst 1985 wurde es von Stein et al.”* als eine von
aktivierten Lymphozyten abstammende eigene Tumorentitit beschrieben.
Immunphénotypisches Charakteristikum dieses Lymphoms ist die konstante Expression des
CD30-Molekiils, ein Mitglied der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-Familie’*””. Ein GroBteil
der ALCL-Fille exprimiert T-Zell-Antigene, wihrend ein kleinerer Teil B-Zell-Antigene
exprimiert. Jedoch stellt das anaplastisch grofizellige Lymphom insofern einen
ungewoOhnlichen Tumor dar, als dafl ein Teil der Félle weder T- noch B-zellspezifische
Antigene exprimiert (ALC-Lymphom vom Null-Zell-Typ).

Ein entscheidender Fortschritt in der Charakterisierung des ALCL war die Identifizierung der
(2;5) Translokation’® sowie die daran beteiligten Gene Nucleophosmin (NPM) und Anaplastic
Lymphoma Kinase (ALK)”. Die in den folgenden Jahren gegen das ALK-Protein
hergestellten Antikdrper machten deshalb den immunhistologischen Nachweis der (2;5)
Translokation méglich”*'?°. Die Korrelation der ALK-Expression mit klinischen Befunden
ergab, dafl sich das ALK-positive ALCL vom ALK-negativen ALCL durch bevorzugten
Befall jlingerer ménnlicher Individuen und eine bessere Prognose bzw. therapeutische
Ansprechbarkeit unterscheidet”™'"'%2, Das primar kutane ALCL, welches in der Regel keine
ALK-Expression zeigt, besitzt im Vergleich zu den systemischen ALCL-Formen eine
exzellente Prognose'®”.

Aufgrund der genetischen und klinischen Unterschiede werden deshalb heute drei distinkte
Entititen innerhalb des ALC-Lymphoms unterschieden: 1.) das primdr systemische ALK-
positive ALCL, 2.) das primir systemische ALK-negative ALCL und 3.) das primér kutane
ALCL.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daB3 die iiberwiegende Mehrheit der ALCL
vom Null-Zell-Typ (10/11) und T-Zell-Typ (21/22), selten jedoch vom B-Zell-Typ (1/9),
monoklonale TCR-B Umlagerungen aufweisen. Dieses Ergebnis war nicht nur fiir die
systemische, sondern auch fiir die primidr kutane ALCL vom Null- und T-Zell-Typ
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reprisentativ . Die Daten fritherer TCR- Southern-Blot-Untersuchungen stimmen, wenn
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auch nur in einem niedrigerem Prozentsatz, der wahrscheinlich methodisch bedingt ist, mit
unseren Ergebnissen iiberein'®>'%.

Der Nachweis monoklonaler TCR-3 Umlagerungen sowohl in ALCL vom Null- als auch vom
T-Zell Typ unterstiitzen weiter die Annahme, da3 es sich hierbei um immunphéinotypische
Varianten einer Erkrankung und nicht um unterschiedliche Erkrankungen handelt.
Dariiberhinaus spricht die hdufige Expression zytotoxischer Molekiile wie Perforin und

Granzym B in ALCL vom Null- und T-Zell-Typ dafiir, da8 sich diese Tumoren in der

Mehrzahl der Fille von zytotoxischen T-Zellen ableiten’.

5.2.7 Angioimmunoblastische T-Zell-Lymphome

Das angioimmunoblastische T-Zell-Lymphom zeigt histologisch typischerweise reichlich
verzweigte hoch-endotheliale Venolen mit PAS-positiven verbreiterten Basalmembranen
sowie eine Beimischung von groBlen Blasten (vor allem der B-Zellreihe) und auch
eosinophilen Granulozyten und Plasmazellen neben den eigentlichen neoplastischen Zellen,
die teilweise ein helles Zytoplasma aufweisen. Immunhistologisch stellt der Nachweis von
irreguldr gestalteten Maschenwerken follikuldr dendritischer Retikulumzellen, teils in der
Umgebung von kapilldren Gefdlen, ein wichtiges diagnostisches Merkmal dar. In nahezu
allen Fillen dieser Erkrankung ist eine Epstein-Barr-Virus-Infektion von reaktiven B-Zellen
und/oder neoplastischen T-Zellen zu beobachten'®’. Klinisch liegt in den meisten Fallen eine
systemische Erkrankung mit generalisierter Lymphadenopathie sowie Fieber, Nachtschweil3
und eine polyklonale Hyperglobulindmie vor. Sie tritt wie die meisten peripheren T-Zell-
Lymphome vor allem bei Erwachsenen auf und zeigt einen miBig aggressiven Verlauf'*®.
Aufgrund dieses morphologischen Bildes wurde das angioimmunblastische T-Zell-Lymphom
als eine abnorme Immunreaktion aufgefait und daher urspriinglich als
“angioimmunoblastische Lymphadenopathie mit Dysproteindmie” (AILD) beschrieben'®.
Der Nachweis monoklonaler Umlagerungen der TCR-B-Kette mit Southern-Blot-
Untersuchungen, die in nahezu allen Féllen einen hohen Anteil neoplastischer Zellen
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aufwiesen, gab den Hinweis auf eine T-lymphozytire Abstammung . Dies konnten wir

mit der von uns entwickelten TCR-3 Methodebei 9/9 (100 %) Patienten bestitigen.
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5.2.8 Enteropathie assoziierte T-Zell-Lymphome

Das Enteropathie assoziierte T-Zell-Lymphom (EATCL), auch intestinales T-Zell-Lymphom
genannt, ist eine vergleichsweise seltene Erkrankung. Wie der Name bereits sagt, tritt dieses
maligne Lymphom vor allem im Darm, insbesondere im jejunalen Abschnitt des Diinndarms,
auf. Vorldufer des EATCL ist hdufig eine therapierefraktire Sprue (fehlendes Ansprechen auf

glutenfreie Diat)''*'"?

, deren histologische und klinische Abgrenzung zu einem EATCL
jedoch ein schwieriges Problem ist. Typische klinische Symptome sind Malabsorption sowie
Zeichen einer intestinalen Perforation. Der klinische Verlauf dieses Lymphoms ist in der
Regel aggressiv und zeigt nur ein geringes Ansprechen auf bestehende Therapieschemata''*.
Histologisch zeigen die Tumorzellen hédufig einen ausgepragten Epitheliotropismus und eine
Vermehrung von intraepithelialen T-Lymphozyten in der angrenzenden Mukosa.
Immunhistologisch charakteristisch ist neben einer Expression von T-Zell-Antigenen'"
hiufig eine Expression des mukosa-assoziierten Antigens MLA (CD103), das von nahezu
allen intraepithelialen aber nicht von anderen T-Lymphozyten exprimiert wird''®.

Um den Zusammenhang zwischen therapierefraktirer Sprue und EACTL zu untersuchen
fiihrten wir Klonalitdtsanalysen an DNA von Darmbiopsien verschiedener EATCL-Patienten
durch. Dabei konnten wir in Ubereinstimmung mit bisher publizierten Ergebnissen in 8/8
(100 %) Resektaten bzw. Biopsien eines manifesten EATCL eine monoklonale TCR-
Umlagerung nachweisen, wihrend mit der TCR-y PCR nur in 75 % (6/8) der Félle eine
Monoklonalitit dargestellen lieB''"''®. Interessanterweise konnten wir bei 4 Patienten mit
einer therapierefraktiren Sprue in Vorbiopsien dieselbe klonale T-Zellpopulation nachweisen
wie im spéteren invasiven Tumor, ohne das histologisch eine atypische Zellpopulation

119

nachgewiesen werden konnte . Diese Ergebnisse decken sich mit den Befunden von Cellier

et al.''?

und legen nahe, daf viele Félle von therapierefraktirer Sprue bereits eine frithe
intraepitheliale Form eines intestinalen T-Zell-Lymphoms darstellen. Hier stellt die Analyse
der TCR-Umlagerung eine praktikable Methode in der Differentialdiagnose des unklaren

Spruesyndroms dar'%.
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5.2.9 Nasale NK/T-Zell-Lymphome

Das nasale NK-/T-Zell-Lymphom (friiher angiozentrisches T-Zell-Lymphom) tritt, wie der
Name sagt, vor allem im Bereich der Nase oder des Gaumens auf. Héufig infiltrieren die
neoplastischen Zellen GefdBwinde, und fithren nach VerschluBl der Gefifle sekundér zu
umfangreichen ischdmischen Nekrosen. Klinisch hat diese Entitit ohne Behandlung eine
infauste Prognose. Immunphinotypisch exprimieren diese Tumoren nahezu konstant das fiir
NK-Zellen typische Antigen CD56 und zeigen in fast allen Fillen eine Infektion der
neoplastischen Zellen mit dem Epstein-Barr-Virus’"’®. Diese Erkrankung ist in Europa und
den USA selten, tritt jedoch in Asien vergleichsweise hdufig auf. Die genaue zelluldre
Abstammung von T-Zellen oder NK-Zellen wird kontrovers diskutiert. In 33 % (3/9) der
Fille (Patientenmaterial aus Hong Kong, Prof. JK. Chan) konnten wir sowohl monoklonale
TCR-B- als auch TCR-y-Umlagerungen finden. In den verbleibenden 66 % (6/9) konnten wir
trotz hoher Tumorzellzahl dieser Lymphome keine T-Zellklonalitdt nachweisen. Daraus ist zu
schlieBen, daBB zwei Drittel dieser Félle keine TCR-B oder -y Umlagerung haben. Diese
Ergebnisse weisen in Ubereinstimmung mit den Daten von Jaffe et al.'”' darauf hin, daB
nasale T-Zell-Lymphome in den meisten Féllen nicht von T-Zellen abstammen, sondern sich
von NK-Zellen ableiten. Der fehlende Nachweis einer TCR-f3 oder TCR-y Umlagerung in 6
der 9 Fille deutet somit auf eine Abstammung von NK-Zellen hin und hat wegen des

aggressiven Verlaufs somit eine ungiinstige Prognose.

5.2.10 Morbus Hodgkin

Beim Morbus Hodgkin (MH), erstmals 1832 von Thomas Hodgkin beschrieben, handelt es
sich um das am hiufigsten vorkommende maligne Lymphom'. Das histologische Bild weist
die Eigentiimlichkeit auf, daf3 die neoplastischen Zellen, die sogenannten Hodgkin- und Reed-
Sternberg-Zellen (H/RS) einen geringen Prozentsatz von etwa 0,5-5% der gesamten
Zellpopulation im Hodgkin-Infiltrat darstellen. Diese Zellen sind in einem reaktivem Infiltrat
von iberwiegend T-Lymphozyten, Plasmazellen, Granulozyten und Epitheloidzellen
eingebettet. Wegen der geringen Anzahl der H/RS-Zellen ist ihre Klonalitdt und die

Abstammung lange Zeit ritselhaft geblieben. Hierbei wurden nahezu alle Zellen des
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lymphatischen- und hédmatopoetischen Systems als potentielle Ursprungszelle herangezogen.
Inzwischen gilt eine hédufige B-Zell Abstammung als gesichert, da die iiberwiegende
Mehrzahl der Félle (mehr als 95 %) eine klonale Umlagerungen der schweren

122.123.124.125.126127 ynd  auch eine Expression von B-Zell-

Immunglobulin-Kettengene
spezifischen Transkriptionsfaktoren'®® aufweist. Allerdings sprechen einige Befunde in der
Literatur fiir eine mogliche T-Zell-Abstammung des klassischen MH in einigen Féllen.

129,130 . .
7Y sowie die

Diese Befunde umfassen den Nachweis von T-Zell-spezifischen Antigenen
Expression von zytotoxischen Molekiilen wie Perforin und Granzym B>*"*!. Ferner konnte in
einigen Féllen eine klonale Umlagerung der TCR-Gene insbesondere in MH-abgeleiteten
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Zellinien gezeigt werden'>>. Auch iiber das gleichzeitige Auftreten von kutanen CD30"-T-

Zell-Lymphoproliferationen wie eine lymphomatoide Papulose und ein MH bei demselben
Patienten wurde berichtet'™.

Mittels familienspezifischer TCR-B PCR konnten wir an Gesamtextrakt-DNA in 2/11 MH-
Féllen vom T-Zell Phénotyp mit gleichzeitiger Perforin- sowie Granzym-B Expression
klonale TCR-f Umlagerungen demonstrieren. Dennoch blieb die Frage offen, ob diese
Hinweise auf eine T-Zell Abstammung direkt von den H/RS-Zellen oder von den
umgebenden T-Zellen deuten. Weiterhin blieb der Ursprung der TCR-negativen MH-Fille
vom T-Typ ungeklart.

Um eine direkte Korrelation zwischen den neoplastischen H/RS-Zellen und klonalen
Umlagerungen zu beweisen, konnten wir zwischenzeitlich mittels der Einzelzelltechnik
(TCR-y Single-Cell-PCR) einzelne H/RS-Zellen mit T-Zellantigenmuster isolieren und
amplifizieren. Hierbei konnten wir in 2/13 MH-Fillen vom T-Zell Phénotyp eine
monoklonale TCR-y Umlagerung einzelner H/RS-Zellen demonstrieren. In den iibrigen 11/13
Féllen konnten wir iiberraschenderweise monoklonale Umlagerungen der schweren und
leichten Immunglobulinkettengene nachweisen'*.

Diese Ergebnisse beweisen in Ubereinstimmung mit einer weiteren Studie'*>, da sich eine
kleiner Teil der Fille des MH tatsidchlich von T-Zellen ableiten 148t. Allerdings zeigen die
meisten MH-Fille mit einem T-Zell Phianotyp H/RS-Zellen umgelagerte Immunglobulingene,

so daf} die Expression von T-Zellantigenen in der Regel keinen Riickschlu3 auf den Genotyp

der Tumorzellen zulaf3t.





