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Zusammenfassung

2. Zusammenfassung

Die Lymphomatoide Papulose (LyP) und das primar kutane anaplastische grof3zellige
Lymphom (cALCL) gehéren zum Spektrum der CD30" lymphoproliferativen
Erkrankungen (CLPD). Klinisch sind beide Entitaten, insbesondere die LyP, durch das
ungewOhnliche Phanomen der spontanen klinischen Remissionen einzelner
Hautlasionen gekennzeichnet. Besonders die LyP nimmt dabei oft einen chronisch
rezidivierenden Verlauf Uber Jahrzehnte. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt
werden, dass dieser Gruppe der kutanen Lymphome eine klonale T-Zellpopulation
zugrunde liegt. Auch nach mehreren Jahren der klinischen Remission konnte der zuvor
bereits nachgewiesene T-Zell-Klon in neu auftretenden Hautveranderungen erneut
detektiert werden. Bisher ist jedoch unklar, in welchem Kompartiment die klonalen
T-Zellen persistieren. Eine mdgliche Hypothese ist, dass die malignen Zellen im
peripheren Blut zirkulieren und sich von dort immer wieder neu in der Haut

manifestieren.

Um der Frage nachzugehen, ob die krankheitsverursachenden Zellen im peripheren
Blut persistieren und von dort immer wieder in die Haut streuen, wurde eine
systematische Analyse von insgesamt 126 Proben aus Ilasionaler Haut und
korrespondierenden Blutproben von 31 Patienten durchgefuhrt. Dabei wurde ein

besonderes Augenmerk auf die Entitat der LyP gelegt.

Neben einer hohen Detektionsrate klonaler TCR-y-Genumlagerungen in der lasionalen
Haut (84 %) zeigten die Daten einen unterschiedlichen T-Zell-Klon im peripheren Blut
von 35 % und 86 % der Patienten mit LyP und ALCL. Bei keinem der 31 Patienten
konnte der identische T-Zell-Klon in beiden Kompartimenten nachgewiesen werden. Die
Immunoscope/TcLandscape Analyse zeigte weiterhin, dass die klonalen Expansionen
im peripheren Blut mit einer Verschiebung der CDR3-Langenverteilung assoziiert sind.
Die Abweichungen des TCR-Repertoires traten ferner friuher und haufiger in
Erscheinung als man es bei gesunden Individuen erwarten wurde. Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass die unerwartet hohe Detektionsrate einer klonalen
T-Zellpopulation im peripheren Blut von Patienten mit LyP evt. in Zusammenhang mit
einer tumorantigenspezifischen T-Zellproliferation steht. Die genaue Bedeutung dieser

nicht tumoridentischen klonalen T-Zellen bleibt jedoch zunachst ungeklart.
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3. Einleitung

3.1 Definition und Epidemiologie kutaner Lymphome

Lymphome werden in zwei Hauptgruppen untergliedert. Die Hodgkin Lymphome (HL),
gekennzeichnet durch ihr histologisches Merkmal der Hodgkin und Reed-Sternberg-
Zelle, sowie den Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL). Als Non-Hodgkin-Lymphome (NHL)
werden alle malignen Lymphome zusammengefasst, die nicht die Diagnosekriterien des

Hodgkin Lymphoms erfullen.

Auch die kutanen Lymphome zahlen zu der Gruppe der NHL. Die kutanen Lymphome
sind eine heterogene Gruppe von Erkrankungen, die durch klonale Akkumulation von
neoplastischen B- oder T-Lymphozyten in der Haut entstehen. Dabei unterscheidet man
zwischen primaren und sekundaren kutanen Lymphomen. Die primaren kutanen
Lymphome manifestieren sich zuerst in der Haut und bleiben in der Regel Uber langere
Zeit ohne zusatzliche extrakutane Krankheitsmanifestation auf das Hautorgan
beschrankt. Definitionsgemald liegen bei Erstdiagnose keine extrakutanen
Manifestationen vor. Die sekundaren kutanen Lymphome stellen kutane
Manifestationen von primar sytemischen, nodalen oder extranodalen Lymphomen dar,
wie z. B. die Hautmanifestationen bei der chronischen lymphatischen Leukamie (CLL)
(Willemze et al. 2005).

Die verschiedenen Entitaten zeigen dabei erhebliche Variationen bezuglich ihrer Klinik,
Histologie, Immunophenotyp und Prognose. Nach den primaren gastrointestinalen
Lymphomen stellen die primar kutanen Lymphome — mit einer jahrlich geschatzten
Inzidenz von 0.5 bis 1/100.000 — die zweithaufigste Gruppe der extranodalen Non-
Hodgkin-Lymphome dar (Groves et al. 2000). Ferner konnte fur die CTCL in den
vergangenen Jahrzehnten eine kontinuierlich steigende Inzidenz beobachtet werden
(Crisclone und Weinstock 2007). Ca. 80 % der kutanen Lymphome werden den T-Zell-
Lymphomen (CTCL) und ca. 20 % den B-Zell-Lymphomen (CBCL) zugeordnet
(Willemze et al. 2005).
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3.2 Klassifikation kutaner Lymphome

Lange Zeit wurde unter den primaren und sekundaren kutanen Lymphomen hinsichtlich
ihrer Klassifikation kein Unterschied gemacht. Die primaren kutanen Lymphome zeigen
jedoch oft ein unterschiedliches klinisches Verhalten, sowie eine unterschiedliche

Prognose im Vergleich zu den histologisch ahnlichen systemischen Lymphomen.

Aufgrund der unterschiedlichen klinischen Charakteristika und Verlaufe sind daher auch
unterschiedliche Therapieregime bezuglich der einzelnen Entitaten erforderlich. In der
Vergangenheit hat es viele Versuche gegeben, die kutanen Lymphome zu klassifizieren
und dabei den vielen unterschiedlichen klinischen, histopathologischen,
therapeutischen und prognostischen Aspekten gerecht zu werden. Dabei koexistierten
mehrere Jahre zwei unterschiedliche Klassifikationen; die der “European Organisation
for Research and Treatment of Cancer’” (EORTC) fur die primar kutanen Lymphome
sowie die World Health Organisation (WHO) Klassifikation fur Tumoren des
hamatopoetischen und lymphatischen Gewebes (Willemze et al. 1997, Jaffe et al.
2001).

Jedoch wurden in beiden Kilassifikationen signifikante Differenzen gegenuber
bestimmten Entitdten deutlich. Erst 2005 entstand im Zusammentreffen der
Reprasentanten beider Klassifikationen eine einheitliche und vervollstandigte
Klassifikation, die sog. WHO-EORTC-Klassifikation (Willemze et al. 2005). Hierin
wurden nun erstmals auch die primar kutanen CD30" lymphoproliferativen
Erkrankungen als eigenstandige Entitdt aufgefuhrt. Die neue Klassifikation
berucksichtigte neben den phanotypischen und genotypischen Charakteristika nun auch
erstmalig das klinische Verhalten. Eine geringfugige Modifikation wurde 2008 als WHO-
Klassifikation publiziert (Swerdlow et al. 2008). Eine detaillierte Auflistung der einzelnen

Entitaten ist in Tabelle 1 aufgefuhrt.



Tabelle 1: WHO-Klassifikation kutaner Lymphome

Einleitung

Kutane T-Zell- und NK-Zell-Lymphome

Mycosis fungoides (MF)

Mycosis fungoides Varianten und Subtypen
Follikulotrope MF
Pagetoide Retikulose

Granulomatous slack skin

Sézary Syndrom

Adulte T-Zell Leukamie/ Lymphom

Primér kutane CD30+ lymphoproliferative Erkrankungen
Primér kutanes anaplastisches groBzelliges Lymphom

Lymphomatoide Papulose

Subkutanes Pannikulitis-artiges T-Zell-Lymphom

Extranodales NK/T-Zell-Lymphom, nasaler Typ

Primar kutanes peripheres T-Zell-Lymphom, nicht spezifiziert
Primar kutanes aggressives epidermotropes CD8+ T-Zell-Lymphom (provisorisch)
Kutanes y/d T-Zell-Lymphom (provisorisch)

Primar kutanes CD4+ klein- und mittelzellgroRes pleomorphes T-Zell-Lymphom (provisorisch)

Kutane B-Zell-Lymphome

Primar kutanes Marginalzonen B-Zell-Lymphom

Primar kutanes Keimzentrumslymphom

Primar kutanes diffus-grof3zelliges B-Zell-Lymphom des Unterschenkels

Primar kutanes diffus-grof3zelliges B-Zell-Lymphom (andere Typen)

Primar kutanes intravaskulares grof3zelliges B-Zell-Lymphom

Hamatologische Vorlauferneoplasien

CD4+ /CD56+ hamatodermische Neoplasie (friher: blastische NK-Zell-Lymphome)
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3.3 Die Bedeutung des CD30-Antigens

Das CD30-Antigen ist ein Mitglied der Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) Superfamilie. Es
stellt einen Rezeptor dar, der an der Zelloberflache exprimiert wird (CD30), und wurde
zuerst auf Hodkin und Reed-Sternberg-Zellen mittels des monoklonalen Antikdrpers
Ki-1 entdeckt (Stein et al. 1982). Erstmals diente das CD30-Antigen als
immunhistologischer Marker des Hodgkin Lymphoms (Stein et al. 1985). Kurze Zeit
spater konnte der CD30-Zellmarker auch in unterschiedlichen Non-Hodgkin-
Lymphomen (z. B. auf den T-Lymphozyten der LyP, des cALCL und des sALCL
nachgewiesen werden (Stein et al. 1985, Kadin et al. 1985, Piris et al. 1990).

Die biologische Bedeutung dieses Molekuls basiert auf der Interaktion mit dem CD30-
Liganden (CD30L). Dieser Ligand gehort zu der TNF-Liganden Superfamilie. Die
CD30/CD30L-Interaktion aktiviert eine Signalkaskade Uber die TNF-Rezeptor-
Assoziierten-Faktoren (TRAFs), die sich an der zytoplasmatischen Seite des CD30-
Rezeptors befinden. In Analogie zu anderen TNF-Rezeptoren kommt es in folgenden
Schritten zur Aktivierung der nuclear-transcription-factor-kB (NFkB)- inducing Kinase
(NIK), die wiederum den Kinasekomplex IKK aktiviert. IKK phosphoriliert |kB, das
daraufhin seinen gebundenen NF-kB freisetzt, der in den Zellkern an den
entsprechenden Promotoren der Zielgene bindet (Kucharczak et al. 2003, Hirsch et al.
2008). Die physiologische Auswirkung der CD30-Signaltransduktion hat bisher
widerspruchliche Ergebnisse erbracht, die von einer Induktion der Proliferation
(Wendtner et al. 1995) bis hin zu einer Apoptoseeinleitung reichen (Gruss et al. 1994,
Levi et al. 2001).

Mori et al. untersuchten erstmals die Bedeutung der CD30/CD30L-Interaktion in primar
kutanen CD30" T-Zell-Lymphomen. Sie analysierten die immunphanotypische sowie
genotypische Expression dieser Molekule im Vergleich von wachsenden und spontan
abheilenden Hautlasionen. Dabei konnte eine Uberexpression des CD30L in den
abheilenden Hautlasionen der CD30* Lymphoproliferationen nachgewiesen werden. Die
Ergebnisse deuteten somit zunachst darauf hin, dass der Aktivierung des CD30-
Rezeptors eine entscheidende Rolle bei der Spontanheilung der Hautlasionen

zukommen konnte (Mori et al 1999).

Im darauffolgenden Jahr wurde die CD30-Aktivierung mit dem agonistisch wirkenden

Antikdrper HeFi1 an drei verschieden Zellreihen von kutanen CD30" Lymphomen
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untersucht (Mac1, Mac2 und JK) (Levi et al. 2000). Die Zellreihen wurden aus
Hautlasionen von zwei Patienten gewonnen, die zunacht an LyP erkrankt waren und
spater eine Progression in ein cALCL entwickelten (Kadin et al, 1994, Schiemann et al.
1999).

Im Gegensatz zu der Studie von Mori et al. zeigte die CD30-Stimulation in Mac-1 und in
Mac-2 eine Wachstumszunahme. Diese widersprichlichen Ergebnisse trugen
schliel3lich zu der Hypothese bei, dass die Resistenz der Zellen — auf die urspringliche
Wirkung der CD30 abhangigen Wachstumsinhibition — als ein moglicher Mechanismus

der Tumorprogression gesehen werden kann (Levi et al. 2000).

3.4 Spektrum primér kutaner CD30" lymphoproliferativer
Erkrankungen (CLPD)

Die Bezeichnung ,primar kutane CD30" lymphoproliferative Erkrankungen® entstammt
einer Gruppe von sehr eng verwandten Krankheitsbildern, die phanotypisch das CD30
Molekul exprimieren. Nach der Mycosis Fungoides (MF) und dem Sézary Syndrom (SS)
stellen die CD30" kutanen Lymphoproliferationen mit ungefahr 30 % aller priméar
kutanen Lymphome die zweithaufigste Gruppe unter den CTCL dar (Willemze et al.,
1997, Willemze und Meijer, 2003). Hierzu zahlt die LyP (12 %), das cALCL (8 %), sowie
die Borderlinefalle (20 %) (Willemze und Beljaards 1993, Slater 2005). Zu den
Borderlinefallen werden dabei Krankheitsbilder gezahlt, die in ihren klinischen und
histologischen Merkmalen sowohl Charakteristika der LyP als auch des cALCL

aufzeigen und somit nicht eindeutig diesen Entitaten zugeordnet werden kdnnen.

Das besondere und kennzeichnende klinische Charakteristikum der LyP liegt in den
spontanen klinischen Remissionen der Hautlasionen, die definitionsgemal bei allen
Patienten mit LyP auftreten (Bekkenk et al. 2000). Aber auch bei ca. 20-25 % der
Patienten mit cALCL kdénnen spontane Abheilungen der Hautlasionen beobachtet
werden (Bekkenk et al. 2000, Willemze und Meijer 2003).

Um eine definitive Diagnose stellen zu konnen, bedarf es daher immer der
gemeinsamen Evaluation von Histologie und klinischen Merkmalen (Willemze et al.
1997). Die Uuberlappenden klinischen, histologischen sowie immunophanotypischen
Merkmale, sowie die Koexistenz beider Entitdten in einem Patienten haben schlielich

dazu gefiihrt, die Gruppe der CD30" lymphoproliferativen Erkrankungen eher als ein
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breites Spektrum einer einzigen Erkrankung zu betrachten (Willemze und Beljaards
1993, Willemze und Meijer 2003). Dieses wird durch die LyP und das cALCL gebildet,
die als Endpunkte des Spektrums die Borderlinefalle umsaumen. Eine eindeutige
Entitatszuweisung ist jedoch fur die adaquate Therapie und somit fur die Prognose von

essenzieller Bedeutung.

Erst durch den kirzlich entwickelten monoklonalen Antikérper gegen den Tumor-
Nekrose-Faktor-Rezeptor (TNFR) assoziierten Faktor-1 (TRAF-1) konnte anhand der
Farbungen histologischer Schnitte eine signifikate Unterscheidung zwischen LyP und
ALCL gezeigt werden (Assaf et al. 2007). Bei dem TRAF-1 handelt es sich um ein
Molekul, das bei der Signaltransduktion des CD30-Rezeptors auf dem Weg von der
Zelloberflache zum Zellkern eingeordnet ist (siehe unten). Die hohe TRAF-1 Expression
in den CD30" Zellen der LyP steht dabei der niedrigen oder fehlenden Expression
sowohl des cALCL als auch des sALCL gegenlber. Die Bestimmung der TRAF-1
Expression kann somit fur die korrekte Diagnose von hoher Relevanz sein und die

Auswahl der richtigen Therapie beeinflussen.

3.5 Lymphomatoide Papulose (LyP)

Geschichte:

Die Erstbeschreibung der LyP erfolgte 1968 durch Warren Macaulay (1915-2006)
(Macaulay 1968). Im Frihjahr 1964 sah Macaulay eine 38-jahrige Patientin in seiner
Praxis, bei der sich ein damals unbekanntes dermatologisches Krankheitsbild zeigte. Es
bestand aus Papeln und Knoten, die zu spotaner Regression neigten und gleichzeitig
an anderen Korperstellen erneut auftraten. Im Gegensatz zu dem klinisch gutartigen
Erscheinungsbild zeigten sich mikroskopisch grol’e atypische Zellen mit einer
anaplastischen Morphologie, wie sie ursprunglich nur in hochgradig bdsartigen
Lymphomen beobachtet wurden. Um die Diskrepanz zwischen dem klinisch benignen
und dem histologisch eher malignen Phanotyp hervorzuheben, benannte Macauley
1968 diese neue Entitat als ,Lymphomatoide Papulose® (Macaulay 1968, Burgdorf und
Kempf 2006). SchlieRlich folgen bis heute zahlreiche Studien und immunhistologische
Charakterisierungen, die die CD30+ Zellen zeigten und zu einem besseren Verstandnis

des Krankheitsbildes LyP beigetragen haben (siehe unten).
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Epidemiologie und Klinik:

Heute gehort die LyP der Gruppe der primar kutanen CD30" lymphoproliferativen T-Zell
Erkrankungen an. Es handelt sich um eine eher seltene Hauterkrankung mit einer
Inzidenz von 1,2 — 1,9 Fallen/ 1.000.000 (Bekkenk et al. 2000, Assaf et al. 2006).

Klinisch ist die LyP durch ihre nebeneinander bestehenden erythematdsen, zum Teil
zentral nekrotischen Papeln charakterisiert (Abb. 1A). Meist sind die Extremitaten oder
der Stamm betroffen (Tomaszewski et al. 1995). Nur selten besteht Juckreiz.
Bemerkenswerterweise zeigen diese Hautveranderungen das fur diese Entitat typische
Phanomen der spontanen Selbstheilung auf (innerhalb 3 bis 8 Wochen). Jedoch
kénnen die Hautlasionen, auch nach Jahren der klinischen Remission, an anatomisch
identischen oder separaten Korperstellen erneut auftreten. Somit nimmt die LyP nicht
selten einen chronisch- rezidivierenden Verlauf Uber Jahrzehnte. Die LyP tritt in den
meisten Fallen im Erwachsenenalter auf, mit einem Altersmedian von 45 Jahren. Aber
auch Erkrankungen bei Kindern und Jugendlichen sind beschrieben (Nijesten et al.
2004, Bekkenk et al. 2000). Die Fiinfiahres-Uberlebensrate (5 JUR) von 95-100 % ist
trotz der nosologischen Zuordnung als malignes Lymphom typisch fur die LyP
(Willemze et al. 1997, Bekkenk et al. 2000, Rosen und Querfeld 2006). Die Verteilung
von Mannern zu Frauen ist in der Literatur mit einem Verhaltnis von 1,5:1 aufgefuhrt
(Willemze et al. 2005, Burg et al. 2005).

Trotz der Fiinfiahres-Uberlebensrate von 95-100 % (Willemze et al. 1997, Williemze
und Meijer 2003, Bekkenk et al. 2000) stellt die LyP eine ernsthafte Erkrankung fur die
Betroffenen dar, da in 10-20 % der Falle die LyP mit dem Auftreten weiterer maligner
kutaner oder nodaler Lymphome assoziiert ist, welche eine schlechtere Prognose
aufzeigen (El-Azhary et al. 1994, Steinhoff 2004). Eine Metaanalyse der LyP Falle
deutete weiterhin an, dass das Risiko der Progression mit der Lange des klinischen
Verlaufes steigt (Gruber et al. 2006). In der Literatur ist die Assoziation mit ALCL, MF
und Morbus Hodgkin beschrieben. Dabei kann LyP diesen Entitdten vorausgehen,
nachfolgen oder mit ihnen koexistieren (Kaudewitz et al. 1990, Kaudewitz et al. 1991,
Beljaards et al. 1992, McCarty et al. 1994). Diese Tatsache gab bereits frih einen
ersten Hinweis darauf, dass es sich bei der LyP um ein malignes Lymphom handeln

konnte.
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Atiologie:

Die Atiologie, die zur Entstehung der LyP flhrt, ist derzeit noch ungeklart. Bisher konnte
kein Agens identifiziert werden, das zum Ausbruch der Erkrankung beitragt. Aufgrund
der Erkenntnis, dass Viren bestimmte Lymphome induzieren kébnnen — wie z. B. das
Epstein Bar Virus (EBV) das Burkittlymphom — hat man auch bei der LyP eine virale
Genese vermutet. Jedoch konnten Studien im Hinblick auf diverse Viren (Humanes
T-Lymphozyten Virus (HTLV), EBV, Herpesviren) diese Hypothese nicht bestatigen
bzw. das virale Agens nicht identifizieren (Sangleza et al. 1696, Wood et al. 1997,
Kempf et al. 2001). In zwei Fallen konnte die identische T-Zell-Rezeptor (TCR)
Genumlagerung bereits Jahre vor den ersten Hautverdnderungen in Zellen des
Knochenmarks nachgewiesen werden. Diese Beobachtung lie} vermuten, dass die
initiale maligne Transformation moglicherweise in den Stammzellen des Knochenmarks
—und nicht in der Haut — auftritt (Gniadecki et al 2003).

Histologie/ Immunhistologie:

Das histologische Bild der LyP ist weiterhin durch eine gro3e Variabilitat gepragt, so
dass man heute, in Abhangigkeit von der Anzahl der CD30" Zellen, drei histologische
Subtypen unterscheidet: LyP Typ A, B und C (Willemze et al. 1982, Willemze und
Beljaards 1993, ElI Shabrawi-Caelen et al. 2004). Eine detaillierte Auffuhrung der

unterschiedlichen histologischen Subtypen wird in Tabelle 2 gezeigt.

Durch die genaue Immunophanotypisierung ist heute weiterhin bekannt, dass die
Tumorzellen der LyP Marker von reifen T-Lymphozyten exprimieren. Die atypischen
Zellen der histologischen Typen A und C zeigen dabei denselben Phanotyp wie die
groRen Tumorzellen des cALCL. Sie sind CD2"", CD3*, CD4*, CD5*", CD8 und CD30".
CD15, ein typischer Marker fir Reed-Sternberg-Zellen des Morbus Hodgkin, wird nicht
von den neoplastischen Zellen der LyP exprimiert. Die atypischen cerebriformen Zellen
des histologischen Typ B sind hingegen negativ fur das CD30-Antigen (Williemze et al.
1997, Willemze et al. 2005).

11
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Tabelle 2: Histologische Sub-Klassifikation der LyP

Typ A

Stark entziindliches, mischzelliges Infiltrat aus groflen atypischen Lymphozyten,
kleinen Lymphozyten, Neutrophilen, Eosionophilen und Histiozyten. Die grofen
atypischen Zellen dhneln Reed-Sternberg-Zellen, die an Morbus Hodgkin denken
lassen. Sie stellen Nester aus CD30" T-Lymphozyten dar, die sich jedoch nicht in

Strangen anordnen und nicht mehr als 50 % des Infiltrates ausmachen (Abb. 1B).

Typ B

Das monomorphe Infiltrat ist durch kleine bis mittelgrole Lymphozyten mit
cerebriformen Kernen gekennzeichnet. Die Expression des CD30-Markers fehit.
Des Weiteren wird die LyP Typ B meist von Epidermotropismus begleitet. Sie zeigt
sehr groRe Ahnlichkeit mit der Plaqueldsion der MF und wird daher in der Literatur

gelegentlich auch als ,MF-like type of LyP* bezeichnet.

Typ C

Die histologischen Merkmale ahneln denen von Typ A. Die grolen Kluster der
CD30" groRen T-Zellen sind umgeben von relativ wenigen inflammatorischen
Zellen und zeigen oft groRe Ahnlichkeit mit dem Befund des groRzelligen CD30" T-
Zell-Lymphoms (ALCL). Die CD30" T-Lymphozyten finden sich in mehr als 50 %

des Infiltrates.

Da die Histomorphologie auch mit dem Alter der Probeentnahmen korreliert, kdnnen die

unterschiedlichen histologischen Typen auch gleichzeitig an einem Patienten in

Erscheinung treten (Willemze et al. 1997, Assaf et al. 2006). Jedoch existieren auch

diverse Mischformen, die sich nicht immer eindeutig einer histologischen Subklasse

zuordnen lassen (Willemze et al. 1997, El Shabrawi-Caelen et al. 2004, Burg et al.
2005, Assaf et al. 2006).

12
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Abb. 1: Lymphomatoide Papulose.
A: Erythematose Papel mit zentraler Nekrose. B: Histologisches Bild der LyP Typ A mit groRen
atypischen CD30+ gefarbten Lymphozyten umgeben von einem mischzelligen entziindlichen Infiltrat.

Molekulargenetik:
Erst durch die molekulargenetischen Analysen der (TCR) Genumlagerungen im Verlauf

der letzten Jahre konnte gezeigt werden, dass den Hautveranderungen der LyP eine
klonale T-Zellpopulation zugrunde liegt (Weiss et al. 1986, Davis et al. 1992, Steinhoff
et al. 2002, Gellrich et al. 2004). Dies wies darauf hin, dass es sich bei der LyP um eine
neoplastische Lymphoproliferation handelt.

Ferner konnte der identische T-Zell-Klon auch in anatomisch und zeitlich
unterschiedlichen Hautlasionen nachgewiesen werden (Kadin et al. 1987, Chott et al.
1996).

Sogar nach einem mehrere Jahre andauernden Intervall der klinischen Remission
wurde der identische T-Zell-Klon in neu auftretenden Hautveranderungen detektiert
(Chott et al. 1996).

Den Beweis, dass es sich bei der LyP definitiv um eine klonale Lymphoproliferation der
CD30" Zellen handelt, erbrachten schlieRlich Steinhoff et al. 2002, die erstmals auf
Einzelzellebene Klonalitat bei neun von elf Patienten nachwiesen. Die Analyse der
TCR-Genumlagerung einzelner mikrodissezierter CD30" und CD30  T-Lymphozyten
zeigte, dass die LyP unumganglich eine monoklonale CD30" T-Zell Erkrankung
reprasentiert (Steinhoff et al. 2002). Dem gegenuber stehen jedoch die Ergebnisse von
Gellrich et al., die ebenfalls bei vier Patienten auf Einzelzellebene das Vorhandensein

eines T-Zell-Klons demonstrierten, jedoch hier in den CD30 negativen T-Zellen (Gellrich

13
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et al. 2004). Die Diskrepanz der Ergebnisse kann moglicherweise auf unterschiedlichen

Fallen oder Analysemethoden basieren.

Der Nachweis der Monoklonalitat auf Einzelzellebene erflllte jedoch somit ein wichtiges
Malignitatskriterium und bestatigte die Eingliederung der LyP unter die niedrigmalignen

kutanen T-Zell-Lymphome.

Interessanterweise wurde in vielen Fallen ein identisches klonales Rearrangement des
TCR sowohl in den Hautveranderungen der LyP als auch in den assoziierten
Lymphomen (MF, Hodgkin Lymphom, cALCL) nachgewiesen, was die Hypothese
unterstutzt, dass die unterschiedlichen Entitadten aus einem gemeinsamen klonalen
Ursprung hervorgehen (Davis et al. 1992, Wood et al. 1995, Chott et al. 1996, Kadin et
al. 2006).

Therapie:
Bis heute existiert keine kurative Therapie fur die LyP. Da keine der heute zur

Verfligung stehenden Therapien den Langzeitverlauf der Krankheit beeinflussen kann,
solliten die kurzzeitigen  Behandlungseffekte gut mit den potenziellen
Therapienebenwirkungen abgewogen werden und die Therapie nach den Leitlinien der
LArbeitsgemeinschaft Dermatologische Onkologie“ (ADO) erfolgen (Stadler et al. 2008).
Bei Patienten mit solitaren oder lokalisierten Hautlasionen wird die alleinige weitere
klinische Beobachtung empfohlen. Bei multifokalen oder rezidivierenden
Hauterscheinungen stellt die MTX-Therapie mit bis zu 20mg /Woche sowie eine PUVA-
Bestrahlung die Therapie der ersten Wahl dar. Bei Nichtansprechen kommen des
Weiteren eine Monotherapie mit Interferon a (INFa), die Kombinationstherapie aus INFa
und Retinoiden und eine Behandlung mit Bexaroten in Betracht (Stadler et al. 2008,
Rosen und Querfeld 2006).

Erst bei Patienten mit extrakutanem Befall der assoziierten Lymphome sollte eine
Chemotherapie abgewogen werden. Nach Beendigung der Therapie kommt es jedoch

meist binnen weniger Monate zu Rezidiven der LyP (Williemze und Meijer 2003).
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3.6 Systemisches und primér kutanes anaplastisches groRzelliges
Lymphom (sALCL, cALCL)

Geschichte:

1985 entdeckten Stein und seine Mitarbeiter eine neue Untergruppe eines Non-
Hodgkin-Lymphoms, das durch gro3e anaplastische lymphoide Zellen und der
Expression des CD30-Markers charakterisiert war (Stein et al. 1985). Aufgrund dieser
histomorphologischen Gegebenheiten wurde diese Entitat zunachst als anaplastisches
groRzelliges Lymphom (ALCL) oder auch CD30" (bzw. Ki-1) groRzelliges Lymphom
bezeichnet (Stein et al. 1985, Stein et. 2000). Obwohl nicht alle Falle die anaplastische
Zellmorphologie (80 %) aufzeigen, sondern auch weitere Unterformen wie z.B.
kleinzellige und immunoblastische Varianten beschrieben sind, wurde die Bezeichnung
ALCL von der WHO und spater auch von der WHO-EORTC-Klassifikation

Ubernommen.

Das ALCL wird klinisch in eine primare (de novo) und eine sekundare Entitat (die sich
aus anderen Lymphomen entwickelt) unterteilt. Die primaren ALCL werden wiederum in
das primar systemische (sALCL) und das auf das Hautorgan beschrankte primar kutane
ALCL (cALCL) untergliedert.

In Bezug auf das sALCL zeigten Morris et al. 1994, dass eine Translokation t(2;5) dazu
fuhrt, dass das Nucleophosmin (NPM) Gen auf Chromosom 5q35 mit einem Gen auf
Chromosom 2p23 fusioniert, welches fur die Tyrosinkinase anaplastic lymphoma kinase
(ALK) kodiert (Morris et al. 1994). Die Fusion der Gene bewirkt, dass das ALK Gen
unter die Kontrolle des MPN-Promoters gerat, was zu einer permanenten Transkription
des ALK-Gens fiihrt (ALK") (Morris et al. 1994). Darauffolgende klinische Studien
verdeutlichten die Relevanz dieses Fusionsproteins. Es wurde gezeigt, dass die ALK"
Falle deutlich mehr von einer Chemotherapie profitieren als die ALK™ (Shiota et al. 1995,
Gascoyne et al. 1999, Falini et al. 1999). Insgesamt findet sich in etwa 60-85 % der
sALCLs eine ALK-Uberexpression mit einem relativ hdheren Auftreten bei jlingeren
mannlichen Patienten (Falini et al 1999, Stein et al. 2000).

Fur die kutane Form (cALCL) des anaplastisch grof3zelligen Lymphoms konnte dieser
Zusammenhang jedoch nicht gezeigt werden; fast alle Falle sind ALK™ (Su et al. 1997,
Beylot-Barry et al. 1998, Bekkenk 2000). Ein ALK" Hautinfiltrat ist daher auf ein sALCL

hinweisend.
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Epidemiologie und Klinik:

Das cALCL entsteht de novo in der Haut und befallt nur selten sekundar andere
Organe. In der Regel tritt das cALCL nur im Erwachsenenalter auf und macht ca. 9 %
der kutanen Lymphome aus (Willemze et al. 1997). Der Befall von Kindern ist hingegen
eine Raritat (Beljaards et al. 1993). Das Verhaltnis von Mannern zu Frauen ist in der
Literatur mit 3:2 aufgefuhrt (Willemze und Meijer 2003).

Klinisch tritt das cALCL durch solitare, oft livide und ulzerierende Tumorknoten bis hin
zu mehreren gruppierten Knotchen oder Papeln in Erscheinung. Im Gegensatz zur LyP
treten die Hautldsionen meist solitdr auf oder sind auf eine Hautregion beschrankt
(Krishnan et al. 1993, Bekkenk et al. 2000, Willemze et al. 2005). Nur in sehr seltenen
Fallen kann es zu einem generalisierten Hautbefall kommen. Die extrakutane
Dissimination der Tumorzellen tritt bei ungefahr 10 % der Patienten auf und geht in
erster Linie mit einer regionalen Lymphknotenbeteiligung einher. Diese ist aber nicht mit
einer schlechteren Prognose vergesellschaftet (Beljaards et al. 1993, Bekkenk et al.
2000). Auch bei dieser Entitdt konnen in ca. 25 % klinische spontane Remissionen
beobachtet werden (Willemze und Beljaards 1993, Stein et al. 2000, Rosen und
Querfeld 2006).

Histologie/ Immunhistologie:

Histologisch besteht das cALCL aus auffaligen und grolen anaplastischen,
pleomorphischen oder immunoblastischen Tumorzellen. Sie sind als Strange in einem
diffusen dermalen Infiltrat eingebettet und durch ovale, runde oder irregulare
prominente Nuclei sowie ausgiebig Zytoplasma gekennzeichnet. Die Tumorzellen
exprimieren per Definition in mehr als 75 % das CD30-Antigen (Willemze et al. 2005,
Assaf et al. 2006). Die Detektion nur vereinzelter CD30" T-Zellen geht daher nicht mit
der Diagnose cALCL konform. Des Weiteren bedarf es zur Diagnosestellung des cALCL
den Ausschluss von extrakutanen Manifestationen Uber einen Zeitraum von mindestens
sechs Monaten bei Erstdiagnose sowie ferner den Ausschluss von LyP, MF oder eines

anderen CTCL in der Anamnese (Willemze et al. 2005).

Klinisch ist es wichtig, zwischen dem cALCL und dem sALCL, das sich zu einem
spateren Zeitpunkt in der Haut manifestieren kann, zu unterscheiden. Denn trotz ihrer
ahnlichen Histologie und Immunophanotypisierung haben diese Entitaten vollkommen
unterschiedliche  klinische und pathologische Eigenschaften und fordern

unterschiedliche Therapien (De Bruin et al. 1993, Willemze et al. 1997). Im Vergleich zu
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der sytemischen Variante (SALCL) mit einer 5 JUR von 24 % hat das cALCL eine
ahnlich gute Prognose wie die LyP mit einer 10 JUR von ca. 95 % (Bekkenk et al. 2000,
Willemze und Meijer 2003).

Neben der Klinik, der Histologie und dem Alter kann die Immunhistochemie oft hilfreich
sein, zwischen den verschieden Formen des ALCL zu unterscheiden. Im Gegensatz zur
sytemischen Form ist das cALCL in der Regel negativ fur das epitheliale Mebran
Antigen (EMA) und fur das ALK-Protein (Droc et al. 2007). Auch die Expression von
CD15 fehlt in den meisten Fallen von cALCL (Medeiros und Elenitoba-Johnson 2007).

Molekulargenetische Untersuchungen der TCR-Genumlagerungen bestatigten ferner
klonale TCR-Genumlagerungen in den meisten Hautlasionen des ALCL (Greisser et al.
2006).

Therapie:
Die Auswahl der therapeutischen Intervention sollte anhand der Grol3e, der Ausbreitung

und Klinik sowie in Anlehnung an die Leitlinien der ADO erfolgen (Stadler et al. 2008).
Bei Patienten mit solitaren oder lokalisierten Hautlasionen ist die vollstandige Exzision
oder eine Bestrahlungstherapie die Methode der ersten Wahl. Bei Ineffektivitat kommen
weiterhin Therapien mit Methotrexat oder INFa in Betracht. Wurde die Hautlasion
bereits zu diagnostischen Zwecken exzidiert oder trat bereits eine spontane Remission
ein, ist keine weitere Therapie erforderlich. Multifokale Lasionen ohne spontane
Regression sollten mit Methotrexat als Methode der ersten Wahl therapiert werden. Als
Methode der zweiten Wahl kann eine Radiatio oder eine Therapie mit INFa in Betracht

gezogen werden (Stadler et al. 2008).

3.7 Molekulargenetische Klonalitatsdiagnostik

Jeder T-Lymphozyt durchlduft wahrend seiner Reifeentwicklung im Thymus eine
einzigartige Rekombination seiner Gene. Da die primar kutanen T-Zell-Lymphome
klonale Expansionen von T-Zellen darstellen, zeigen somit alle T-Lymphozyten der
Neoplasie identisch umgelagerte Gene auf. Die Analyse der Genumlagerungen findet
daher als Klonalitatsmarker Anwendung. Der Nachweis identischer Genumlagerungen
in mehreren T-Lymphozyten fungiert somit als Hinweis auf eine maligne Proliferation

und tragt somit wesentlich zur Diagnose der T-Zell-Lymphome bei. Aufgrund der hohen
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rekombinatorischen Vielfalt wird bei T-Zell-Lymphoproliferation die Analyse der fur den

TCR-kodierenden Gene genutzt.

3.7.1  T-Zell-Rezeptor: Aufbau und Funktion

T-Lymphozyten verfigen Uber einen in der Plasmamembran lokalisierten
Glykoproteinkomplex, der als TCR bezeichnet wird. Er besteht aus zwei Peptidketten,
die Uber Disulfidbricken miteinander verbunden sind, und bildet somit ein
heterodimeres Transmembranprotein. Insgesamt existieren vier verschiedene
Peptidketten (a, B, y und &), die entweder als TCR-a- und TCR-B-Kette oder als TCR-y-
und TCR-d-Kette kombiniert werden (Abb. 2). In der Mehrheit (85 %) besitzen die

T-Lymphozyten eine a/f-Konfiguration.

NH2 NH?2
B Kette a Kette
Variable Doméne VB g g Va Variable Doméne
Konstante Doméne C[S 8 g Ca Konstante Doméne
........ SS....
Zellmembran

COOH COOH

Abb. 2: Schematische Darstellung des T-Zell-Rezeptors bestehend aus der a- und B-Peptidkette.
SS: Disulfidbriicke.

Der TCR besitzt die Fahigkeit, Antigene mit Hilfe des Histokompatibilitdtsmolekuls
(MHC) zu erkennen und zu binden und tragt somit entscheidend zur Immunantwort bei
(Davis und Bjorkman 1988). Uber den benachbarten CD3-Komplex werden die Signale
durch eine Signalkaskade schliellich an das Zellinnere weitergeleitet. Der aktivierte

TCR 16st somit eine komplexe intrazellulare Signaltransduktion aus, die schliel3lich zur
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Anderung der Transkription verschiedener Gene sowie zur Produktion verschiedener

Zytokine, wie z. B. dem Interleukin 2, fuhrt.

Im Zusammenhang mit den MHC-Molekilen lassen sich zwei T-Zell Subpopulationen
unterteilen: die CD4" und CD8" T-Lymphozyten. T-Zellen, die den CD8-Rezeptor
(CD8") tragen, treten mit ihrem TCR mit den Zellen in Wechselwirkung, die die
Antigenpeptide mit Hilfe der MHC-I Proteine prasentieren. Es handelt sich dabei in der
Regel um alle korpereigenen Zellen, die von sich selbst synthetisierte, aber als ,nicht
selbst® erkannte Peptide prasentieren, wie dies z. B. bei virusinfizierten oder
transformierten Zellen der Fall ist. Die CD8" Zellen werden auch als zytotoxische

T-Zellen bezeichnet.

T-Lymphozyten, die den Corezeptor 4 (CD4") tragen, treten hingegen mit den Antigen-
prasentierenden Zellen in Kontakt, die MHC-II Proteine an ihrer Zelloberflache
exprimieren (Dentritische Zellen, Markophagen, B-Lymphozyten). Die CD4" T-Zellen

bezeichnet man auch als T-Helferzellen.

3.7.2 Genetische Rekombination der TCR-Gene

Zur Erkennung der zahlreichen Antigene von z.B. viralen, bakteriellen oder
mykotischen Erregern mit denen das Immunsystem im Laufe des Lebens in Kontakt tritt
bedarf es einer mindestens ebenso grofl’en Vielfalt der Antigenrezeptoren der T-Zellen.
Zur Entstehung der sehr groRBen Vielfalt (>10'?) der TCR tragt die somatische
Rekombination einzelner Genelemente (Genrearrangement) wahrend der frihen

lymphatischen Reifung bei.

Die einzelnen Peptidketten des TCR sind, wie in Abbildung 2 dargestellt, aus einer
variablen und einer konstanten Region aufgebaut. Die einzelnen TCR-Genloci, die die
Peptidketten kodieren, sind wiederum aus verschiedenen variablen (V), joining (J), und
konstanten (C) Gensegmenten zusammengesetzt. Die f und & Ketten besitzen als

Besonderheit zusatzliche diversity (D) Gensegmente.

Alle Zellen enthalten in der Keinbahnkonfiguration den genetischen Code flr alle vier
TCR-Ketten. Wahrend der T-Zell Reifung werden aus den vielen verschiedenen
Segmenten durch Genumlagerungen, die nach dem Zufallsprinzip stattfinden, jeweils

ein V-, J- und ein C- (bzw. ein weiteres D-Segment in der B- und &-Kette) Gensegment,
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unter Bildung eines funktionellen Gens, miteinander kombiniert (Davis und Bjorkman
1988).

Die V-D-J-Genumlagerungen werden durch einen Rekombinase-Enzym-Komplex
durchgefuhrt, in welchem den Rekombinasen RAG1 und RAG2 bei der Erkennung und
Abtrennung der DNA Segmente eine Schlusselfunktion zukommt. Das
Genrearrangement beginnt in der Regel mit einer D-J-Umlagerung, gefolgt von der
Anlagerung des V- an das D-J-Gensegment im Falle des TCR-3- und TCR-8-Gens. Fur
den TCR-a und TCR-y findet die direkte Rekombination eines V- und J-Gensegmentes
statt. Die Sequenzen zwischen den umgelagerten Genen werden in Form von sog. TCR
excision circles (TREC) eliminiert. Die TCR-Genumlagerungen folgen in der Regel
einem hierarchischen Ablauf, bei dem zuerst das TCR-0-Gen und dann das TCR-y-Gen
umgelagert wird. Daraus entstehen T-Zellen mit einer TCR-y-0-Konfiguration, oder es
folgt eine weitere TCR-B-Genumlagerung mit TCR-8-Deletion und anschlieliender TCR-
a-Umlagerungen, woraus die TCR-a/B-Konfiguration resultiert. Die Genumlagerungen
erfolgen bereits in einem sehr frihen Differenzierungsstadium im Thymus (Takagaki et
al. 1989).

Der rekombinierte TCR erhalt somit durch die ,rekombinatorische Diversitat* der
verschiedenen V-, D- und J-Gensegmente eine hohe Variabilitdt bezuglich seiner
Nukleotidsequenz. Diese Variabilitdt wird zusatzlich durch die zufallige Deletion oder
Insertion von Basen in den V-J-, V-D- oder D-J-Verbindungszonen (N-Region)

unterstutzt, was auch als ,junktionale Diversitat* bezeichnet wird (Abb. 3).

Die vielen verschiedenen Kombinationen der V-, D- und J-Gensegmente reprasentieren
das sog. kombinatorische ,T-Zell-Repertoire“. Rechnerisch ergeben sich durch die
Kombination der verschiedenen Gensegmente fiir den a/f TCR (iber 3 x 10° bzw. fiir
den y/5 TCR iiber 5 x 10°® Kombinationsméglichkeiten. Aufgrund der junktionalen
Diversitat ist die Variabilitat jedoch weitaus groRer und liegt geschatzt bei iiber 10"

verschiedenen Genkonfigurationen (Takagaki et al. 1989, van Dongen et al. 2003).
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a TCR-y Genkomplex (Chromosom 7p14)
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Abb. 3: Schematische Darstellung des TCR-y- und TCR-3-Genkomplexes auf Keimbahnebene und
nach Rekombination.

a. Dargestellt sind die 14 verschiedenen Vy-, finf Jy- und zwei Cy-Segmente. Durch die Genumlagerung
wird jeweils ein V-, J- und C-Gensegment willkirlich rekombiniert. Des Weiteren ist die Insertion einer N-
Region (weill) abgebildet. b. Dargestellt sind zwei der 24 verschiedenen V(-, zwei DB- und 13 Jj3-
Segmente. Durch die Genumlagerung wird ein V-, D-, J- und C-Gensegment miteinander rekombiniert.
Zusatzlich ist die Insertion von zwei N-Region (N) dargestellt (weiR). In gelb ist die Sequenz der
hypervariablen Complemetary Determining Region 3 (CDR3) hervorgehoben, die maligeblich fir die
Antigenerkennung verantwortlich ist.

Zusammenfassend tragt jeder T-Lymphozyt ein einmaliges DNA-Muster fur den TCR.
Die groRe Hypervariabilitat der Genkonfiguration (V-N-D-N-J) stellt somit einen
molekularbiologischen ,Fingerabdruck® fur jede einzelne T-Zelle dar. Entsprechend der
Annahme, dass sich Neoplasien aus der Duplikation einer einzigen entarteten Zelle
entwickeln, findet man bei T-Zell-Lymphomen unter den T-Lymphozyten identische

(monoklonale) Genumlagerungen. Im Gegensatz dazu finden sich bei reaktiven

Prozessen T-Zellen mit den unterschiedlichsten Genrearrangements (polyklonal). Durch
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diese Erkenntnis eignet sich die Analyse der hypervariablen Region der T-Zell-

Rezeptoren als T-Zell-Tumormarker.

FUir eine lange Zeit war die Southern Blot Analyse der Goldstandard der
Klonalitatsuntersuchungen. Trotz der hohen Zuverlassigkeit dieser Methode wurde das
Verfahren aufgrund der geringeren Sensitivitat (5-10 %), des hohen Zeitaufwandes (ca.
5 Tage) und der Erfordernis gro3er Mengen hochwertiger DNA (10-15 ug) in den

vergangenen Jahren durch die Polymerase Kettenreaktion (PCR) abgeldst.

3.7.3 Klonalitatsanalyse mittels PCR

Die Nachteile, die mit dem Southernblotting verbunden sind, fuhrten schliel3lich zur
Entwicklung weiterer diagnostischer Hilfsmittel. Einen Durchbruch fur die Genforschung
stellt das Verfahren der PCR dar, welches 1984 von Kary Mullis entwickelt wurde. lhr
Prinzip besteht in der Amplifizierung einer spezifischen Sequenz des DNA-

Doppelstranges (Mullis und Faloona 1987).

In den verangenen Jahren entwickelten die vielen unterschiedlichen Institute ihre
eigenen »in-house*“ Primersysteme, sodass die Vergleichbarkeit der
Forschungsergebnisse verschiedener Institute bisher nur eingeschrankt maglich war.
Um dem entgegenzuwirken, entwickelte die Biomed-2 Concerted Action 2003 erstmals
standardisierte Primer mit hoher Sensitivitat fur klonal rearrangierte Ig- und TCR-Gene
sowie Chromosomenaberrationen (van Dongen et al. 2003). Diese Primer wurden

daher auch in der vorliegenden Arbeit verwendet.

Besonders die TCR-y-Gene werden aufgrund der limitierten Anzahl der V- und

J-Segmente bevorzugt fir die auf PCR basierenden Klonalitatsanalysen verwendet.

Die Methode der PCR hat dabei den Vorteil, unabhangig von arbeits- und
kostenintensiven Hybridisierungsschritten zu sein. Da die Amplifikation bereits geringer
Mengen DNA gelingt, kann diese Methode der Klonalitdtsanalyse auch gut an Formalin-
fixierten Paraffinblocken angewandt werden. Ein weiterer Vorteil ist in der relativ hohen

Sensitivitat von 1-5 % zu sehen.

Zum Klonalitatsnachweis ist die Auftrennung der amplifizierten PCR-Produkte nétig. Sie
kann sowohl durch Elektrophorese im Agarosegel als auch mit hochauflésenden

elektrophoretischen Verfahren wie der Temperatur Gradienten Gel Elektrophorese
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(TGGE) oder der Fluorescence Fragment Analysis (FFA, auch Genescan genannt)

erfolgen.

Die Elektrophorese trennt die Amplifikate nach Ladung, GréRe und Stabilitat auf. Da
monoklonale Produkte alle die identische V-N-D-N-J-Sequenzgrofle und -Ladung
besitzen, wandern sie gleich schnell und gleich weit im Gel und bilden sich demzufolge
als schmale Bande ab. Hingegen bestehen polyklonale Produkte aus
unterschiedlichsten Fragmentlangen mit ungleichen Ladungen, was dazu fuhrt, dass sie
verwaschen als ,Schmier® zur Darstellung kommen. FFA ermdglicht weiterhin eine
genaue Bestimmung der PCR-Produktlangen (bis auf ein Basenpaar Genauigkeit) und
erlaubt somit einen sofortigen Vergleich klonaler Genumlagerungen unterschiedlicher
Proben (Simon et al. 1998, Dippel et al. 1999, Assaf et al. 2000).

3.7.4 CDR3-Spectratyping und TcLandscape Analyse

T-Zellen haben eine zentrale Bedeutung fur die adaptive Immunantwort. Um jedoch
einen effizienten Schutz gegenuber den unzahligen pathologischen Fremdproteinen zu
gewahrleisten, braucht es mindestens genauso viele unterschiedliche T-Zellen. Die
Spezifitat der Fremderkennung wird dabei, wie bereits in Punkt 2.7.2 beschrieben,
durch die Vielfalt der TCR sichergestellt.

Im Gegensatz zur Genescan Methode ermoglicht das CDR3-Spectratyping die
Darstellung des gesamten T-Zell-Repertoires. Dabei bezeichnet man die drei-
dimensionale Abbildung des TCR-Repertoires anhand der CDR3-Langenverteilung aller
24 verschiedenen VB Gene (Abb. 3) als TcLandscape Graph.

Die CDR3-Regionen beinhalten den hochsten Polymorphismus des TCR-B-
Gensegmentes und reprasentieren somit die T-Zell Vielfalt. Das CDR3-Spectratyping ist
als Instrument zu verstehen, das die Komplexitat und Vielfalt aller T-Zellen eines
Patienten darstellt. Die Erfassung der CDR3-Langenverteilungen ermoglicht daher eine
detailliertere Vorstellung Uber Repertoireabweichungen, T-Zell Aktivierungen sowie Uber

klonale T-Zell Expansionen.
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3.8 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Die Lymphomatoide Papulose und das kutane anaplastische grof3zellige Lymphom
gehdéren zu dem Spektrum der primar kutanen CD30" lymphoproliferativen
Erkrankungen. Als besonderes charakteristisches Merkmal zeigt die LyP das
Phanomen der spontanen klinischen Remission einzelner Hautlasionen auf. Auch beim
cALCL koénnen in ca. 20 % der Falle spontane klinische Remissionen beobachtet

werden.

In vielen vorangegangenen Studien konnten bereits anhand der TCR-
Genumlagerungen klonale T-Zellpopulationen in der lIadsionalen Haut identifiziert
werden. Dabei =zeigten sich auch in anatomisch und zeitlich unterschiedlich
entnommenen Hautbiopsien die identischen TCR-Genumlagerungen. Sogar nach einer
mehrere Jahre andauernden Phase der klinischen Remission konnte wieder der
identische T-Zell-Klon in neu auftretenden Hautveranderungen der LyP detektiert
werden. Daraus ist zu folgern, dass die malignen klonalen T-Zellen in einem

bestimmten Reservoir persistieren.

Bisher ist es immer noch ungeklart, in welchen Kompartimenten die klonale
T-Zellpopulation, besonders wahrend der Phase der klinischen Remission, persisiert. In
einigen Arbeiten konnte bereits bei anderen primar kutanen T-Zell-Lymphomen, wie
z.B. der Mykosis fungoides, der identische T-Zell-Klon im peripheren Blut

nachgewiesen werden (Muche et al. 1997, Dereure et al. 2003).

Zu untersuchen, ob dies jedoch auch fir die Gruppe der CD30" Lymphoprolifertionen
zutrifft, und somit die Frage zu beantworten, ob das periphere Blut das Reservoir der

klonalen T-Zellen ist, ist Ziel der vorliegenden Arbeit.

Um zu klaren, ob der krankheitsverursachende T-Zell-Klon im peripheren Blut
persistiert, wurden 43 Haut- und 83 korrespondierende Blutproben von insgesamt 31
klinisch und histologisch gut  charakterisierten Patienten auf  ihre
TCR-Genumlagerungen analysiert und Uber einen Zeitraum von bis zu mehr als drei
Jahren verglichen. Von den 31 Patienten hatten 29 Patienten zum Zeitpunkt der
Blutentnahme mindestens eine Hautveranderung und zwei Patienten befanden sich in
der Phase der klinischen Remission. Des Weiteren wurden bei einem Groldteil der
Patienten zusatzliche Blutproben wahrend der klinischen Follow-up Zeit analysiert.

Aufgrund der charakteristischen spontanen Abheilungen einhergehend mit dem
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Auftreten neuer Hautveranderungen wurde bei der vorliegenden Arbeit ein besonderes

Augenmerk auf die Entitat der LyP gelegt.
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Material und Methodik

4.1 Bezugsquellen fiir verwendete Gerédte und Chemikalien

411 Gerate

Tischzentrifuge, Centrifuge 5415C
Zentrifuge, grol3, Megafuge 1,0

T3 Thermocycler
Agarosegelkammer

UV-Lampe und Fotodokumentation
Thermoblock

ABI Prism 310 Genetic Analyser
Gene Ray UV Photometer

41.2 Chemikalien

Standardchemikalien:
PBS

TBE

Agarose
Ethidiumbromid
Extraktionspuffer

Ladepuffer

Proteinase K

Reagenzien:

AmpliTaqGold, 10x PCR-Puffer, MgCI2

Biomed 2 y-Primer

dTNP

100bp DNA Ladder

Performance optimized Polymer 6
Tamra Size Standard

Qiagen Midi Kit

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Berlin

Biometra, Gottingen

Micro Bio Tec Brand, Giel3en
Cybertech, Berlin

Stuart Scientific, Grof3britannien
Applied Biosystems, Weiterstadt

Biometra, Géttingen

1.7mM NaCl; 0,064mM KCI; 0,375 % Tris-Base;
0,002 % Phenolrot; pH 7,4

89mM Tris-Base; 89mM Borsaure; 2mM EDTA; pH 8,0
UltraPure, Life Technologies, Paisley, Scotland
UltraPure, Life Technologies, Paisley, Scotland

50mM KCI; 10mM Tris/HCI; 0,45 % nonidet-P40;
0,45 % Tween20; pH 8,3

0,25 % Bromphenolblau; 0,25 % Xylenxyanol; 15 %
Ficoll

Qiangen, Hilden, Deutschland

Applied Biosystems, Roche, Branchburg, NJ, USA
Biotez, Berlin Buch, Deutschland

Amersham, Biosciences, Piscataway, NJ, USA
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
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4.2 Patienten und Proben

Die Studie umfasst die Analyse der genomischen DNA von insgesamt 126 Proben von
31 Patienten mit bekannten klinischen Verlaufen von CD30" Lymphoproliferationen. 21
Patienten waren an Lymphomatoider Papulose erkrankt, sieben Patienten an cALCL
und drei Patienten an der primar nodalen Form des ALCL (sALCL) mit sekundarer

Hautbeteiligung.

Die Hautlasionen der Patienten mit LyP wurden, basierend auf der aktuellen EORTC-
WHO-KIlassifikation, in die drei histologischen Subtypen unterteilt: Typ A,
gekennzeichnet durch ein stark entziindliches, mischzelliges Infiltrat mit <50 % CD30"
grol3er atypischer Lymphozyten; Typ B, charakterisiert durch ein monomorphes Infiltrat
aus kleinen bis mittelgroen CD30" Lymphozyten mit cerebriformen Kernen und Typ C,
gekennzeichnet durch Cluster von groBen CD30" T-Zellen in >50 % des Infiltrates. Von
den 21 Patienten mit LyP zeigten 18 Patienten den histologischen Subtyp A, ein Patient
den Subtyp B und zwei Patienten den Subtyp C. Im klinischen Verlauf entwickelten drei

der Patienten mit LyP (Patient 6, 8 und 20) ein assoziiertes Lymphom in Form der MF.

Insgesamt wurden von den 31 Patienten 43 Haut- und 83 Blutproben
molekulargenetisch analysiert. Eine genaue Auflistung der Anzahl der analysierten
Proben der 31 Patienten ist aus Tabelle 3 ersichtlich. Alle Proben entstammten der
Dermatologischen Kilinik der Charité — Universitatsmedizin Berlin Campus Mitte. Die
Diagnosen wurden durch die gemeinsame Evaluation der Kilinik, Histologie und
Molekulargenetik in der Lymphomsprechstunde der oben genannten Einrichtung gestellt
und basieren auf den aktuellen WHO-EORTC-Kriterien (Willemze et al. 2005). Fur
jeden Patienten wurde ferner ein dermatologischer korperlicher Status erhoben sowie
der Krankheitsverlauf protokolliert. Tabelle 4 fasst den detaillierten klinischen Verlauf

der einzelnen Patienten zusammen.

4.2.1 Patientenkollektiv, Klinik, Histologie und Immunhistologie

Alle Hautbiopsien wurden basierend auf Hematoxylin-Eosin (H.E.) sowie durch
immunhistologische Farbungen (CD4, 1F6; Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK;
CD3, polyklonal CD3, CD8 (C8-144), CD45R0O (OPD4), CD30 (Ber-H2), ALK (DAKO,

Glostrup, Denmark)) diagnostiziert. Um Antigenepitope zu demaskieren, wurden alle
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Praparate durch Hochdruckerhitzung in einem Wasserbad mit 10 mM Zitratpuffer

(pH 10) vorbehandelt.

Tabelle 3: Anzahl der untersuchten Blut- und Hautproben der 31 Patienten mit CLPD

Anzahl untersuchter

Anzahl untersuchter

Patient Entitat Hautproben Blutproben
1 LyP, Typ A 1 5
2 LyP, Typ A 1 5
3 LyP, Typ A 1 3
2 LyP, Typ A 1 3
5 LyP, Typ A 1 1
6 LyP, Typ A 1 5
7 LyP, Typ A 1 2
8 LyP, Typ A 3 3
9 LyP, Typ A 3 3
10 LyP, Typ A 1 4
11 LyP, Typ A 1 !
12 LyP, Typ A 1 !
13 LyP, Typ A 1 4
14 LyP, Typ A 1 !
15 LyP, Typ A 2 2
16 LyP, Typ A 1 2
17 LyP, Typ A 1 !
18 LyP, Typ A 1 2
19 LyP, Typ B 2 3
20 LyP, Typ C 1 !
21 LyP, Typ C 1 !
22 cALCL 1 3
23 cALCL 3 o
24 cALCL 1 6
25 cALCL 1 1
26 cALCL 2 o
27 cALCL 2 4
28 cALCL 2 3
29 SALCL 1 1
30 SALCL 2 1
31 SALCL 1 1
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Tabelle 4: Klinischer Verlauf der 31 Patienten mit CD30* Lymphoproliferationen

. Follow
. Alter bei | AusmaR der Aktueller
Pat.| Diagn. |Gesch.| .. oy Behandlung Verlauf | up/
Diagnose | Hautlasion Status
Monaten
1 LyP, Typ A m 60 multifokal Exzision, lokale Steroide, SD 32 ImE
MTX
2 LyP, Typ A m 13 multifokal PUVA, lokale Steroide SD 26 ImE
3 LyP, Typ A w 33 lokalisiert Exzision, lokale Steroide SD 24 ImE
4 LyP, Typ A m 52 multifokal Exzision, MTX CR 168 ImE
5 LyP, Typ A w 31 multifokal PUVA. MTX SD 73 ImE
6 LyP, Typ A m 40 multifokal PUVA, systemische CR 96 IoE
Retinoide, MTX
7 LyP, Typ A w 38 lokalisiert PUVA, Exzision SD 13 ImE
8 LyP, Typ A m 56 lokalisiert Exzision SD 55 ImE
9 LyP, Typ A m 64 multifokal MTX, PUVA, lokale SD 36 ImE
Steroide
10 LyP, Typ A 54 solitar Exzision, MTX CR 120 loE
1 LyP, Typ A m 81 multifokal Exzision, Radiatio, PD 27 saE
Chlorambucil,
Flucytoarabin
12 LyP, Typ A m 26 multifokal Beobachtung SD 12 ImE
13 LyP, Typ A m 26 lokalisiert PUVA CR 33 IoE
14 LyP, Typ A w 24 multifokal MTX CR 13 loE
15 LyP, Typ A w 17 multifokal lokale Steroide CR 39 loE
16 LyP, Typ A w 58 multifokal MTX SD 32 ImE
17 LyP, Typ A w 49 multifokal PUVA, MTX, INF-a SD 15 ImE
18 LyP, Typ A m 32 multifokal MTX CR 55 IoE
19 LyP, Typ B m 73 lokalisiert Exzision, PUVA, MTX SD 33 ImE
20 LyP, Typ C m 52 lokalisiert PUVA, Exzision, MTX SD 31 ImE
21 LyP, Typ C m 17 lokalisiert Exzision, PUVA, MTX CR 8 loE
22 cALCL m 32 solitar PUVA, Radiatio, CR 17 loE
Exzision, MTX
23 cALCL m 61 solitar Exzision, Radiatio, INF-a, PD 44 ImE
MTX, CHOP
24 cALCL w 51 solitar Exzision, MTX CR 45 IoE
25 cALCL m 16 multifokal Exzision, MTX SD 48 ImE
26 cALCL m 36 lokalisiert Exzision, Radiatio, PD 22 saE
Vakzinierung, MTX, INF-a
27 cALCL m 75 solitar Exzision, Radiatio SD 30 ImE
28 cALCL m 24 solitar Exzision, Radiatio CR 27 IoE
29 sALCL m 37 lokalisiert CHOP, Alemtuzumab PD 27 ImE
30 sALCL m 52 lokalisiert CHOP, Radiatio, MTX, PD 42 ImE
Doxorubicin, Vepisid
31 sALCL m 18 lokalisiert KMT CR 66 IoE

CHOP: Cyclophosphamid, Hydroxydaunorubicin, Oncovin (Vincristin),
Komplette Remission, Diagn.: Diagnose; INF-a: Interferon-alpha; Gesch.: Geschlecht, KMT:
Knochenmarktransplantation, ImE: lebt mit Erkrankung; m: mannlich; MTX: Methotrexat, PD:

fortschreitende Erkrankung, PUVA: Psoralen und UVA-Phototherapie,

Erkrankung; SD: Erkrankung stabil; w: weiblich.

Prodnisolon, CR:

saE:

starb an
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4.3 Kontrollproben

Als Positivkontrollen wurden zuvor analysierte Blutproben mit bekannten polyklonalen
TCR-y-Genumlagerungen aus der Routinediagnostik der dermatologischen Kilinik
Charité — Universitatsmedizin Berlin verwendet. Des Weiteren dienten als
Positivkontrollen zwei klonale T-Zelllinien; SeAx (abstammend von einem Patienten mit
Sézary Syndrom) und MyLa (abstammend von einem Patienen mit MF) (Kaltoft et al.

1987). Als Negativkontrollprobe fur die PCR wurde Wasser verwendet.

4.4 Isolierung mononukleérer Zellen aus Vollblut (Ficollgradient)

Die Isolierung der ,mononuklearen Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC) erfolgte
aus mit Citrat versetzten 20 ml Vollblutrohrchen. Zunachst wurde das Vollblut im
Verhaltnis 1:2 mit PBS verdunnt. Das Blut/PBS-Gemisch wurde anschlieRend auf zwei
sterile 50 ml Zentrifugenréhrchen, die je mit 3 ml Ficoll-Hypaque-Ldsung befullt waren,
uberfuhrt. Hierbei wurde die Ficoll-Hypaque-Losung vorsichtig mit dem Blut
uberschichtet, so dass sich zwei Phasen ausbildeten. AnschlieRend erfolgte die
Trennung durch Zentrifugation flir 20 min mit 2400 U/min bei Raumtemperatur. Der
Uberstand wurde abgesaugt und verworfen. Die in der Grenzschicht (Interphasering)
der zwei Phasen angesammelten PBMC bzw. Lymphozyten (70-100 % Anreicherung)
wurden abpipettiert (ca. 1 ml) und zweimal mit PBS gewaschen. Hierzu wurden sie in
PBS aufgenommen und 10 min bei 1300 U/min (Raumtemperatur) zentrifugiert. In der
Regel wurde der Uberstand verworfen und das Zellpallet direkt der weiteren
Nukleinsaureextraktion zugefuhrt. Ansonsten wurden sie bei -20 °C bis zur weiteren

Verarbeitung tiefgefroren.

4.5 DNA-Extraktion aus PBMC

Die DNA-Extraktion wurde mit Hilfe eines Proteinase-K-Aufschlusses durchgefihrt. Die
gewonnenen PBMC Zellen wurden hierzu erneut in 1 ml PBS resuspendiert, in ein
Eppendorfrohrchen Gberfuhrt und mit 13.200 U/min bei Raumtemperatur zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgekippt und die Zellen in 200 ul Extraktionspuffer
aufgenommen und 20 ul Proteinase K hinzugefugt. Anschlielend wurde die
Zellsuspension im Thermoblock bei 55 °C Uber Nacht (mindestens 4 Stunden) inkubiert.

Um die Proteinase thermisch zu inaktivieren, wurde der Thermoblock fiir 20 Minuten auf
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95 °C erhitzt. Abschlief3end wurde erneut fur 10 min bei 13.200 U/min zentrifugiert. Die
in dem Uberstand enthaltene DNA wurde in ein Eppendorfréhrchen tberfiihrt und zur

weiteren Analyse verwendet.

4.6 DNA-Extraktion aus Paraffinblocken

Zunachst wurden mit einem Mikrotom aus dem Paraffinblock zehn Schnitte mit einer
Schichtdicke von je 10 um angefertigt und in ein Eppendorfréhrchen Uberflihrt. In einem
PCR freien Nachbarlabor wurden die Schnitte entparaffinisiert, gewaschen, getrocknet
und der weiteren Nucleinsaureextraktion zugefuhrt. Die folgenden Arbeitsschritte

wurden dabei durchlaufen:

1. Um die Paraffinschnitte zu entwachsen, wurden die Proben mit Roticlear
gewaschen. Hierzu wurden den Paraffinschnitten 1 ml Roticlear zugegeben, gut
gevortext, und fur 5 min bei 13.200 U/min zentrifugiert.

2. Der Uberstand vorsichtig abgekippt/ abpipettiert.

3. Wiederholung von Schritt 1.

4. Weitere Entparaffinisierung und Waschung mit 96 % Ethanol. Hierzu wurde 1ml
Ethanol in das Eppendorfrohrchen gegeben, gut gevortext und 5 min bei
13.200 U/min zentrifugiert.

5. Wiederholung von Schritt 4.

6. Um samtlichen Alkohol aus der Probe zu entfernen und somit einer
Einschrankung der PCR entgegenzuwirken, wurden die Proben fur mindestens
eine Stunde in einem Exsikkator vollstandig getrocknet.

7. Das getrocknete Gewebe wurde anschlieBend in 200 pl Extraktionspuffer
aufgenommen und mit 20 pl Proteinase K versetzt.

8. Die weitere DNA-Extraktion erfolgte wie in 3.4.2 beschrieben.

4.7 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte photometrisch in einer 1 cm dicken
Quarzkuvette. Entsprechend dem Lambert-Beer-Gesetz wurde die Extinktion gemessen
und die DNA-Konzentration berechnet. Die Messung erfolgte bei einer Wellenlange von

A= 260 nm. Alle Proben wurden dreimal gemessen, um einen reprasentativen Mittelwert
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zu bilden. Bei zu hoher DNA-Konzentration wurde zuerst eine Verdlinnungsldosung
hergestellt, die nach der photometrischen Messung auf die Ausgangskonzentration

zuruckgerechnet wurde.

Lambert-Beer-Gesetz: E= ¢ * ¢ * d.

Die Absorption monochromatischer Energie (Licht einer bestimmten Wellenlange) ist
direkt proportional zur molekularen Konzentration der zu untersuchenden Probe.
€ bezeichnet dabei den Absorptionskoeffizienten, d die Kivettenschichtdicke und c eine

Konstante.

4.8 TCR-y-PCR
4.8.1 Primerauswahl

Bei der PCR wurde das Biomed-2 Primerset und Protokoll fir den TCR-y verwendet
(van Dongen et al. 2003). Fur das Design der richtigen Primer bedarf es der Balance
zwischen einer begrenzten Anzahl an Primern und der maximalen Homologie mit allen
relevanten y-Gensegmenten des TCR. Diese moglichst optimale Primerherstellung
wurde 2003 von der Biomed-2 Concertet Action verwirklicht und fur diese Arbeit
verwendet. Es wurden Primer entworfen, die alle bekannten und relevanten Vy- und Jy-

Gensegmente berlcksichtigen. Beim Design wurden folgende Punkte bericksichtigt:

1. Die Position der Primer wurde so gewahlt, dass die Grolke der PCR-Produkte
madglichst unter 300 Basenpaaren (bp) (bevorzugt bei 100-300 bp) liegt. Dies ist

insbesondere fur in Paraffin eingebettetes Material von Bedeutung.

2. Ein minimaler Abstand von > 10-15bp zur junktionalen Region wurde
bertcksichtigt, um falsch negative Ergebnisse durch eine Bindungsstérung des

3 'Endes der Primer zu vermeiden.

3. Die Primer sollten moglichst nicht zu lang sein, d.h. < 25 Nukleotiden.

Die Primer wurden mit Hilfe der OLIGO 6.2 Software entwickelt. Der TCR-y-Genlocus
auf Chromosom 7p14 umfasst insgesamt 14 Vy-Segmente, von denen nur neun (Vy2,
Vy3, Vv4, Vy5, Vy7, Vy8, Vy9, Vy10 und Vy11) und funf Jy-Segmente an der
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Genumlagerung beteiligt sind. Aus diesen Gensegmenten wurden vier
familienspezifische Vy-Primer und zwei Jy-Primer entwickelt, die die Detektion nahezu
aller klonalen TCR-y-Genumlagerungen ermoglichen. Die Sequenzen der sechs
verwendeten Primer sind in Tabelle 5 dargestellt. Zur bestmodglichsten
Klonalitatsdetektion werden diese Primer auf zwei Multiplex Tubes (A und B) aufgeteilt
(Abb. 4).

Tube A:  Vylf + Vy10 + Jy 1.1/1.2 + Jy1.3/2.3

Tube B: Vy9 + Vy11 + Jy 1.1/1.2 + Jy1.3/2.3

a TCR-y Genkomplex (Chromosom 7p14)

I Jy2
1 —
< cen vyl VAl el Vylv e Ry tel —
T ™ )
' - 10kb © = ===
= — = - —aN® ™
T S, <3 > 2 2 > > TTT NN
5 > > > > > > > > 555 Gyl 55 G2 /enhancer3.
—— {HEl il {B]—If H— —+—oe

silencers

b Bindungsstellen der Biomed Biomed2 Vy und Jy Primer

Vy Jy
Vylf Vy9 Vy10 Vy11 | ‘Jy1.3/2.3 Jy1.1/2.1
L T
Vy family primers Jy primers

TCRG tube A 5 g 9 . TCRGtubes Aand B
Vylf (-178) GGAAGGCCCCACAGCRTCTT CGAGTATCATTGAAGCGGACCATT5 (+64) Jy1.1/2.1 (JP1/2)
Vy10  (-126) AGCATGGGTAAGACAAGCAA GAGAAACCGTCACCTTGTTGTG (+38) Jy1.3/2.3 (Jy1/2)
TCRG tube B
Vy9 (=141) CGGCACTGTCAGAAAGGAATC
Vy11 (-58) CTTCCACTTCCACTTTGAAA

Abb. 4: Schematische Darstellung des TCR-y-Genkomplexes (a) und der daraus entwickelten
Primer mit ihren Sequenzen und der Verteilung auf die zwei Tubes A und B (b).
Bild aus van Dongen et al. 2003.

4.8.2 PCR-Protokoll

Die Reaktionsbedingungen wurden fur ein Endvolumen von 50 pl entwickelt. Pro PCR-
Ansatz wurden 45 yl Mastermix aus folgenden Reagenzien hergestellt (siehe Tabelle 5
fur Mastermix A und Tabelle 6 fur Mastermix B). Diesem Mix wurden dann jeweils 5 pl
DNA hinzugegeben. Um Gemischriuckstande im Deckel zu vermeiden, wurden die

Eppendorfrohrchen kurz mit der Tischzentrifuge anzentrifugiert und anschliel3end in den
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Thermocycler gestellt. Wie in der Arbeit von van Dongen et al. empfohlen, wurden die

PCR-Reaktionen in folgenden Zyklen durchlaufen:

1. Voraktivierung: 7 min bei 95 °C
2. Denaturierung: 1 min bei 95 °C
3. Primeranlagerung: 1 min bei 60 °C
4. Verlangerung: 1 min bei 72 °C

5. Abschlussverlangerung: 20 min bei 72 °C

Die Zyklen 1-5 wurden insgesamt 35 Mal durchlaufen. Anschliefend wurde das PCR-
Amplifikat auf 15 °C abgekuhlt.

Tabelle 5: Biomed-2 TCR-y-PCR Protokoll fiir Tube A

Im Stamm Im Ansatz Menge pro PCR-Ansatz in pl
Aqua bidest 35,8
10 x Puffer 5.0
MgCl, 25 mM 1,5 mM 3,0
dNTP’s 10 mM 0,20 mM 1,0
AmpliTaq Gold 5 Ul 2,00U 0,4
Vg9 50 uM 0,20 uM 0,2
Vg11 50 uM 0,20 uM 0.2
Jy1.1/2.1 (JIP 1/2) 50 uM 0.20 uM 0,2
Jy 1.3/2.3 (Jy 1/2) 50 pM 0.20 uM 0,2

Tabelle 6: Biomed-2 TCR-y-PCR Protokoll fiir Tube B

Im Stamm Im Ansatz Menge pro PCR-Ansatz in pl
Aqua bidest 35,8
10 x Puffer 5.0
MgCl, 25 mM 1,5 mM 3,0
dNTP’s 10 mM 0,20 mM 1,0
AmpliTaq Gold 5Ul 2,00U 0,4
vglf 50 uM 0,20 uM 0,2
Vg10 50 uM 0,20 uM 0.2
Jy1.1/2.1 (JIP1/2) 50 uM 0.20 uyM 0,2
Jy 1.3/2.3 (Jy 1/2) 50 uM 0.20 uyM 0,2
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4.8.3 Mogliche AmplifikatgroBen

Die unter Verwendung der oben aufgefihrten Primer entstehenden mdglichen
AmplifikatgroRen liegen fur den Tube A im Bereich von 145 - 175 Nukleotiden und fur
den Tube B im Bereich von 80 - 220 Nukleotiden. Die genaue Auffihrung der

unterschiedlichen Primerkombinationen ist in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Mogliche Fragmentlangen der TCR-y-PCR Amplifikate

TCR-y Tube TCR-y-Genumlagerung GroRe der PCR-Produkte in bp
Tube A Vy10 — Jy1.3/2.3 145 — 175
Vy10 — Jy1.1/2.1 175 - 195
Vylf —Jy1.3/2.3 195 — 230
Vylf —Jy1.1/2.1 230 — 255
Tube B Vy11 —Jy1.3/2.3 80 -110
Vy11 = Jy1.1/2.1 110 — 140
Vy9 —Jy1.3/2.3 160 — 195
VY9 —Jy1.1/2.1 195 — 220

bp: Basenpaare

4.9 Agarosegelelektrophorese und Fotodokumentation

Um die PCR-Amplifikate darzustellen, wurde eine Gelelektrophorese durchgeflhrt.
Hierzu wurde ein 2 %iges Agarosegel hergestellt und mit 0,01 % Ethidiumbromid
versetzt. Es wurden jeweils 8 pl des PCR-Amplifikates mit 2 yl Ladepuffer gemischt und
auf dem Gel aufgetragen. Um die Grole der Amplifikate abschatzen zu kénnen, wurden
auf jeder Elektrophoreseplatte 2 pl eines Langenstandarts (100 bp Ladder, In Vitrogen)
mit aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in 1x TBE Puffer bei ca. 70 V.

Im Anschluss an die elektrophoretische Auftrennung wurden die DNA-Fragmente durch
die Fluoreszenz des Ethidiumbromids, das mit den Nucleinsauren interagierte, mit einer
UV-Kamera (230nm) detektiert und fotodokumentiert (Cybertech, Berlin). Die
verifizierten Amplifikate wurden anschlieRend mit der Genescan Methode auf ihre

exakte Nukleotidlange analysiert.
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4.10 Fragmentlangenanalyse der PCR-Produkte (Genescan)

Zur weiteren Analyse der PCR-Produkte wurden die Amplifikate bereits wahrend der
PCR mit einem Fluoreszensfarbstoff markiert. Die fluoreszenzmarkieten PCR-Produkte
wurden durch den Einbau eines 5 'markierten Oligonukleotidprimers mit dem Farbstoff
FAM (6-Carboxyfluorescein) bereits wahrend der Reamplifikation der PCR generiert.
Fur die Fragmentlangenanalyse durch die Genescan Methode werden die
doppelstrangigen PCR-Produkte zunachst in ihre Einzelstrange denaturiert. Dafur

werden die PCR-Produkte wie folgt vorbereitet:

1. 12,5 pl Formamid mit 0,5 ul Genescan Tamra Size Standard mischen
2. 1 ul PCR-Amplifikat hinzufligen

3. Kurz anzentrifugieren

4. Denaturierung im Thermoblock fur 5 min bei 95 °C

5. Auf 4 °C abkiihlen

Die  Fragmentlangenbestimmung erfolgte  schlieBlich  durch  die  kapillar-
elektrophoretische Auftrennung der fluoreszensmarkierten Amplifikate durch den

Sequenzer ABI Prism 310 der Firma Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland.

Die fluoreszenzmarkierten  Einzelstrangprodukte  wurden dabei in einem
hochauflosenden Polymer (POP 6) innerhalb der Kapillare elektrophoretisch aufgetrennt
und via automatischem Laserscan auf die NukleotidgroRe analysiert. Zum Abgleich der
AmplifikatgroRen wurde ein interner Langenstandard (Tamra) mit aufgetragen, der sich
farblich von den PCR-Produkten unterscheidet. Die Fragmentlangen des Standards
produzieren somit eine Eichkurve, mit der die zu analysierenden PCR-Fragmentlangen
verglichen werden. Weiterhin wird die Fluoreszenzstarke der einzelnen PCR-Amplifikate
detektiert. Je mehr Amplifikate einer bestimmten Fragmentlange entstehen, desto hoher

ist dabei die Fluoreszenzintensitat dieser Fragmentlange.

Die Analyse dieser Daten erfolgte durch das Datenverarbeitungsprogramm ,Genescan

672" Es erstellt einen Graphen, indem die Fluoreszenzstarken (Y-Achse) gegen die
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einzelnen Fragmentlangen (X-Achse) aufgetragen werden, und gewahrleistet eine

Genauigkeit der Fragmentlangenbestimmung von bis zu einem Basenpaar.

Abbildung 5 fasst den Analyseprozess von der DNA der T-Zellpopulation bis zur

Erstellung der Genescan Elektropherogramme zusammen.
120 160 200 240
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Gelelektrophorese Genescanprofil

Gelelektrophorese Genescanprofil
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Genescan Analyse anhand einer polyklonalen (a) und
klonalen (b) T-Zellpopulation.

Nach DNA-Extraktion der T-Zellen erfolgt die Biomed-2 TCR-y-PCR. Die verschiedenen Amplifikatgrof3en
werden durch die Gelelektrophorese verifiziert und anschliefend im Genescan kapillarelektrophoretisch
aufgetrennt. Die Amplifikate polyklonaler T-Zellpopulationen sind unterschiedlichster GréRe und stellen
sich daher in der Elektrophorese als ,Schmier” dar sowie im Genescan Elektropherogramm als
annadhernde Normalverteilungskurve (a). Die Amplifikate einer klonalen T-Zellpopulation haben eine
identische Lange und werde daher in der Elektrophorese als Bande und im Genescan Profil als
dominanter Peak abgebildet (b). Nach dem Biomed-2 Protokoll werden die Primer auf zwei
unterschiedliche Tubes A und B aufgeteilt (nicht dargestelit).

4.11  Etablierung einer Verdinnungsreihe zur
Sensitivitdtsbestimmung

Zur Sensitivitatsbestimmung wurde eine Verdunnungsreihe mit der klonalen T-Zelllinie

MyLa angesetzt. Hierzu wurde die DNA der klonalen MyLa Zellen zu 100 %, 50 %,

25 %, 10 %, 5 %, 2 % und 1 % mit der polyklonalen DNA aus einem Blutpool bestehend

aus PBMC von zehn gesunden Probanden verdunnt. Die Proben wurden anschlieend

mit dem Genescan ausgewertet. Die niedrigste Verdlinnung, bei der gerade noch der
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klonale Peak der MyLa Zellreihe hinter dem polyklonalen Background des Blutpools zu

erkennen war, determinierte somit die Sensitivitatsgrenze der Methode.

Die Gesamtmenge an DNA pro PCR-Ansatz betragt flr die bestmogliche Amplifizierung
250 ng. Da insgesamt 5 pyl DNA pro Ansatz fur die PCR eingesetzt werden, wurden die

DNA-Konzentrationen der MyLa- und Blutpoolextrakte zunachst auf 50 ng/ul verdunnt.

Die MyLa Zellen wurden in einer Zellkulturflasche mit Nahrlésung in unserer
dermatologischen Klinik gezichtet. Als Indikator wurde der Nahrldsung Phenolrot
zugesetzt. Um genug DNA flur die Verdunnungsreihe zur Verfugung zu haben, sollte
eine Zielmenge von mindestes 25 ug DNA aus den MyLa Zellen isoliert werden. Da pro
Zelle ca. 5 pg DNA gewonnen werden kann, wurde eine Mindestzahl von 5 x 10° Zellen
bendtigt. Hierzu wurde zunadchst die Zellzahl von 1,4 x 10°/ml in der Neubauer-
Zahlkammer bestimmt, was fur die Gesamtmenge von 45 ml eine Gesamtzellzahl von
6,3 x 10° Zellen ergibt. Um die DNA aus den Zellen zu extrahieren, wurde das
Spinprotokoll des Qiagen Midi Kits verwendet (Hilden, Deutschland). Die DNA-
Konzentration wurde photometrisch dreimal gemessen und der Mittelwert von
0.177 pg/ul gebildet. Um die gewlnschte Endkonzentration von 50 ng/ul zu erhalten,

wurde die DNA mit dem Verdunnungsfaktor 3,52 verdunnt.

Die Gewinnung der DNA aus den Citrat-Blutproben der zehn Patienten erfolgte
ebenfalls mit dem Spinprotokoll des Qiagen Midi Kits (Hilden, Deutschland). Die DNA-
Konzentration wurde anschlielfend dreimal bestimmt, und der Mittelwert von 0,170
gebildet. Die Probe wurde mit dem Verdunnungsfaktor 3,40 verdinnt, um die

gewulnschte Endkonzentration von 50 ng/ul zu erhalten.

AnschlieBend wurde die DNA aus den MyLa Zellen im Verhaltnis von 100 %, 50 %,
25 %, 10 %, 5 %, 2 % und 1 % mit der DNA aus dem Blutpool gemischt.

4.12 CDR3-Spectratyping und TcLandscape Analyse

Die Analyse der CDRS3-Langenverteilungen der 24 verschiedenen Vf3-Familiengene
(CDR3-Spectratyping) erlaubt die Exploration der Vielfaltigkeit des gesamten TCR-
Repetoirs. In Kombination mit quantitativen Ergebnissen der einzelnen CDR3-
Langenverteilungen konnen dreidimensionale Graphen errechnet werden. Diese
werden als TcLandscape Graphen bezeichnet und ermdglichen einen Uberblick tiber

das gesamte TCR-Repertoire. Das CDR3-Spectratyping ermoglicht somit die Erfassung
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der Komplexitat und Vielfalt der T-Zellen eines Patienten und ihre Visualisierung auf
einem einzigen Graphen durch die TcLandscape Analyse. Das CDR3-Spectratyping
bzw. die TcLandscape Analyse kann daher dazu verwendet werden, klonale T-Zell
Expansionen wahrend der Immunantwort zu erfassen und gestattet eine detaillierte

Vorstellung Uber T-Zell-Repertoireabweichungen.

4.12.1 Material fiir die TCR-Repertoire Analyse

Bei dem Immunoscopeverfahren werden die CDR3-Regionen aller 24 verschiedenen
TCR-B-Familien analysiert. Im Gegensatz zur Genescan Methode beruht dieses
Verfahren auf der Analyse von mRNA. Um die mRNA mit Trizol extrahieren zu konnen,
mussen die PBMC in einem dafur geeigneten Gefrierschutzmittel (z. B. DMSO)
aufgenommen und aufbewahrt werden. Eine weitere Voraussetzung ist die
Mindestmenge von 3x10” PBMC/ Patient fiir tiefgefrorene Proben in DMSO. Insgesamt
waren von elf der 31 untersuchten Patienten geeignete Proben (PBMC in DMSO)
verfugbar (Patienten 1, 2, 5, 8, 12, 14, 15, 19, 22, 23, 24). Alle Proben entstammen der
Dermatologischen Klinik der Charité — Universitatsmedizin Berlin Campus Mitte. Da
unser Institut nicht Gber das Immunoscope/TcLandscape Verfahren verflugt, wurde
TcLand (Nantes, France) mit der Analyse beauftragt und ihnen die PBMC in DMSO

ubersandt.

4.12.2 Durchfiihrung der TCR-Repertoire Analyse
(Immunoscopeverfahren)

Die Analyse der CDR3-Langenverteilung ist ein molekularbiologisches Verfahren, das

auf der Analyse der Transkripte (MRNA) der V-N-D-N-J-C-Genumlagerungen der 24

verschiedenen V[3-Familien beruht.

In einem ersten Schritt erfolgt die Umschreibung der CDR3 kodierenden mRNA in
cDNA. Anschliel3end findet durch die PCR die Amplifizierung der unterschiedlich langen
CDR3 kodierenden cDNA-Fragmente statt. Es werden insgesamt 26 Einzelreaktionen
zur Detektion der Genumlagerungen verschiedener VB-Familien sowie VB-Subfamilien
durchgefuhrt, indem jeweils ein CB-Primer mit einem der 26 verfugbaren VB-Primer

kombiniert wird. Es existieren mehr (26) VB-Primer als die 24 VB-Familien, da manche
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VB-Familien in Subfamilien unterteilt werden und andere VB-Familien nicht

bertcksichtig werden (Arden et al. 1995).

In Analogie zum Genescan Verfahren werden die PCR-Produkte durch einen
fluoreszierenden CB-Primer  amplifiziert  und anschliekend durch eine
Kapillarelektrophorese ihrer Lange nach aufgetrennt. Es entsteht ein Bandenmuster
unterschiedlicher Fluoreszenzintensitat. Jede Bande reprasentiert eine bestimmte
V-N-D-N-J-C-Genumlagerung  durch  eine  bestimmte  Fragmentlange. Die
Fluoreszenzintensitat gibt Auskunft Gber die Anzahl der Amplifikatkopien der einzelnen
Fragmentlangen. Durch geeignete Signalprozessierungsprogramme kann das Gelbild
digitalisiert werden. Die Signale der Kapillarelektrophorese werden dann grafisch
dargestellt, indem die Fluoreszenzstarke gegen die PCR-Fragmentlange aufgetragen
wird. Jedes Profil besteht aus sieben bis elf Peaks, die fur die sieben bis elf mdglichen
unterschiedlichen CDR3-Langen stehen. Bei der TCR-B-Analyse der CDR3-Regionen
haben die Peaks in der Regel Abstande von drei Basenpaaren/ Nukleotiden. Diese
Abstande entsprechen einem Kodon/ Triplett und kénnen als Hinweis gedeutet werden,
dass sich die meisten TCR-B-Genumlagerungen aus einem offenen Leseraster ,in-
frame® zusammensetzen und damit funktional sind. Aufgrund dieser Konstellation
werden die CDR3-Langen in Aminosauren (aa) angegeben. Eine schematische

Darstellung des Immunoscopeverfahrens zeigt Abbildung 6.

2.Kapillarelektrophoretische
Auftrennung der unter-
schiedlichen Amplifikat-
langen und Detektion der
Fluoreszenzintensitatsstarke
der einzelnen Banden.

VR 6.1 |

4. Digitalisierung des ‘ n
Bandenmusters

S /\/\ VW\/\\

5. Imnmunoscopeprofil der
Vp6.1 Familie. X-Achse:
CDR3 Langen in aa, Y-Achse

»

1. PCR der CDR3-Region
kodierenden cDNAs

unterschiedlicher Lange 3. Sch he Darstellung der Fluoreszenzintensitat
elektrophoretischen Amplifikat-
auftrennung

Abb. 6: Schematische Darstellung des Inmunoscopeverfahrens und der Signalprozessierung.
Die Immunoscopeanalyse der 26 C-V-Primerpaare wurde stets dreimal durchgeflhrt,

um eine moglichst hohe Reproduzierbarkeit zu erhalten. Im Falle von drei

unterschiedlichen Immunoscope-Profilen wird das Profil mit der geringsten ,percentage
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of perturbation® (siehe unten) zur weiteren Berechnung verwendet, um falsch positiven

Ergebnissen entgegenzuwirken.

Wenn alle mdglichen (sieben bis elf) unterschiedlichen CDR3-Langen in einer V[3-
Famile reprasentiert sind, und der Graph einer Gauf¥’schen Glockenkurve ahnelt,
spricht man von einem polyklonalen Profil, so wie es bei gesunden Probanden
beobachtet wird. Wird im Gegensatz dazu nur eine bestimmte CDR3-Lange
reprasentiert, handelt es sich um die Dominanz einer bestimmten T-Zellpopulation mit

seiner spezifischen C-V-Genumlagerung und der korrespondierenden CDR3-GroRe.

4.12.3 3D-Darstellung der TCR-Repertoire Analyse (TcLandscape)

Fur die TcLandscape Analyse werden zwei Arten von Daten gesammelt und fusioniert.

Es handelt sich dabei um sog. qualitative und quantitative Daten.

Qualitative Daten: Die qualitativen Daten setzen sich aus den einzelnen Immunoscope
Profilen der 26 VB-Familien zusammen. Aus der Analyse der 26 einzelnen Profile wird
der ,Grad des Storeinflusses” oder der sog. ,perturbation score” oder die ,percentage of
perturbation“ berechnet. Der ,Grad des Storeinflusses® gibt an, wie stark ein Profil von

einer Gauly’schen Normalverteilungskurve abweicht.

Um die ,percentage of perturbation” zu ermitteln, wird jedes Immunoscope Profil mit
einem normalverteilten Kontrollprofil verglichen. Um die beiden Profile miteinander
vergleichen zu kénnen, wird die Differenz zwischen der Flache unter dem Graphen des

Kontrollprofils und der Flache unter dem Graphen des Probenprofils kalkuliert.

Auf diese Weise erhalt man schliellich die prozentuale Abweichung fir jedes
Probenprofil verglichen mit dem Profil einer Gauly’schen Normalverteilung (Miqueu et al.
2006). Je hoher die ,percentage of perturbation desto mehr weicht der Graph von der
Normalverteilungskurve ab und umgekehrt. Fur die Darstellung im TclLandscape
Histogramm werden diese Daten durch eine Farbskala verschlusselt. Je hoher ein Peak
des Immunoscopeprofiles im Vergleich zur normalverteilten Kontrollprobe ist, desto
dunkelroter der Farbton. Je mehr ein Peak des Immunoscopeprofiles unter der
normalverteilten Kontrollprobe liegt, desto dunkelblauer wird der Farbton kodiert
(Abb. 7).
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Bestimmung der ,,percentage of perturbation*.

a: Klonales Profil einer Probe. b: polyklonales Kontrollprofil mit einer Gaul¥’'schen Normalverteilung.
c: Vergleich des Probenprofils mit dem Kontrollprofil. Aus der Abweichung der Flache unter den Kurven
berechnet sich die ,percentage of perturbation®.

Quantitative Daten: Die quantitativen Daten bestehen aus der Menge der PCR-
Amplifikate fur jede der 26 verschiedenen TCR VB-Ketten-Familien. Sie werden in
cDNA-Kopien oder dem quantitativen Ratio VB/HPRT angegeben, wobei HPRT als
interne  Kontrolle das ,Houskeeping Gen“ Xanthin Phosphoribosyltransferase
bezeichnet. Diese qualitativen Daten werden im TclLandscape Histogramm durch die

Hohe der einzelnen Peaks dargestellt.

Obwohl die Immunoscopemethode die qualitative Analyse des TCR ermoglicht, gewahrt
sie immer noch keine prazise Aussage Uber das gesamte TCR-Repertoire in Bezug auf
die einzelnen VB-Genumlagerungen. Daher wurde ein neues Verfahren entwickelt, das
eine quantitative Dimension zu den qualitativen Daten hinzufugt. Dieses Verfahren
bezeichnet man als TcLandscape. Hierbei wird das gesamte TCR-Repertoire bzw.
TCR-Immunsystem eines Individuums auf einem dreidimensionalen Graphen
visualisiert. Die X-Achse zeigt dabei die 26 verschiedenen Vp-Familien bzw.
-Subfamilien, die Y-Achse beinhaltet die quantitativen Daten und die Z-Achse die

moglichen CDR3-Langen in Aminosauren. Weiter existiert eine Farbkodierung, die fur
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jede VpB-Familie die ,percentage of perturbation® visualisiert und dadurch angibt,

inwiefern jede V3-Familie von einer Normalverteilung abweicht (Abb. 8).
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Abb. 8: Beispiel eines TcLandscape Histogramms.

Dreidimensionale Darstellung der CDR3-Langen (Z-Achse) der unterschiedlichen VB-Familien (X-Achse)
in Bezug auf ihre Quantitat in VB/HPRT Ratio (Y-Achse). Die Farbkodierung beinhaltet die qualitativen
Daten und beschreibt, wie stark die CDR3-Langen jeder VB-Familie von einer Gauly’schen
Normalverteilungskurve abweichen.

Die TcLandscape Analyse erlaubt damit auf RNA-Ebene den dreidimensionalen
Uberblick Uber das gesamte TCR-Repertoire mit seinen spezifischen Vp-
Genumlagerungen und ermoglicht es auf der quantitativen Ebene (Y-Achse), die
Wichtigkeit einer selektierten VB-Familie (und damit einer selektierten T-Zellpopulation)
wahrend der Immunantwort zu verstehen. Anhand der Abb. 8 kann man beispielhaft
erkennen, dass viele VB-Familien stark von einer Gaul¥schen Normalverteilung
abweichen (rote Peaks), jedoch auf der quantitativen Ebene (Y-Achse) nur schwach
reprasentiert sind und daher bei der Immunantwort zum Zeitpunkt der Analyse eher von
untergeordneter Bedeutung waren. Im Gegensatz dazu existieren andere
T-Zellpopulationen (hoher roter Peak), die wahrend der Immunantwort klonal selektiert

wurden (roter Peak) und in gro3er Anzahl unter den T-Zellen vertreten sind (H6he des
Peaks).
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5. Ergebnisse

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zu zeigen, ob bei Patienten mit kutanen CD30"
lymphoproliferativen Erkrankungen das periphere Blut das Reservoir des malignen
T-Zell-Klons darstellt. Aufgrund des charakteristischen Merkmals der spontanen
klinischen Abheilung einzelner Hautveranderungen wurde ein besonderes Augenmerk
auf die Entitdt der Lymphomatoiden Papulose gelegt. In vorangegangenen Studien
konnte anhand der TCR-Genumlagerungen klonale T-Zellpopulationen in den
Hautlasionen Dbereits identifiziet werden. Auch in anatomisch und zeitlich
unterschiedlich  entnommenen  Hautproben zeigten sich identische TCR-
Genumlagerungen und auch nach einer mehrere Jahre andauerneden Phase der
klinischen Remission konnte in neu aufgetretenen Hautveranderungen der urspringlich
nachgewiesene T-Zell-Klon erneut detektiert werden. Daraus ist zu folgern, dass die
klonale T-Zellpopulation im Korper persistiert. In welchem Kompartiment die Zellen

verbleiben, ist jedoch bisher noch ungeklart.

Der Klonalitatsnachweis erfolgte dabei mittels TCR-y-PCR und Genscan Analyse. Zur
PCR-Analyse des TCR-y-Gensegments wurde das Biomed-2 Primerset und Protokoll
ausgewahlt, weil es eine besonders hohe und genau Erkennungsrate der TCR-y-
Genumlagerungen verspricht (van Dongen et al. 2003). Es handelt es sich bei diesem
Primerset erstmals um ein standardisiertes Verfahren zur Erkennung der
Genumlagerungen und ermdglicht daher zum ersten Mal eine Vergleichbarkeit der
Klonalitatsdiagnostik unterschiedlicher Institute. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit
wurde zunachst die Spezifitat und Sensitivitat der beiden familienspezifischen TCR-y-

PCR Tubes A und B sowie der Genescan Analyse bestimmt.

5.1 Bestimmung der Spezifitat der Biomed-2 TCR-y-PCR

Um die Spezifitat der Biomed-2 TCR-y-PCR zu Uberprifen, wurden die klonalen
T-Zelllinien SeAx und MyLa analysiert. Zunachst wurden die PCR-Amplifikate durch die
Gelelektrophorese auf einem 2 % Agarosegel verifiziert. Hierbei zeichneten sich die
T-Zelllinien durch eine solitare, scharf begrenzte Bande ab (siehe Pfeil Abb. 9a). Diese
scharf begrenzte Bande entsteht dadurch, dass alle T-Zellen der T-Zelllinie die
identische TCR-Genumlagerung besitzen und somit alle PCR-Amplifikate identisch

sind. Die Amplifikate verfugen somit Uber dieselben elektrophoretischen Eigenschaften
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(Fragmentgrofle und Ladung) und wandern daher in einem bestimmten Zeitintervall
identisch weit im Gel, was schlielich als singulare Bande in Erscheinung tritt. Mit der
Genescan Analyse zeichnet sich die monoklonale T-Zellpopulation als solitarer Peak
ohne signifikanten Hintergrund ab (Abb. 9b). In ahnlicher Weise kommen auch T-Zell-
Lymphome oder T-Zell-Leukamien mit einem hohen Tumorzellgehalt zur Darstellung,

wie z. B. das Sézary Syndrom.
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Abb. 9: Gelelektrophorese (a) und Genescan Profil (b) der klonalen T-Zelllinie SeAx.

a: Solitéare, scharf begrenzte Bande in der Gelelekirophorese als Beispiel einer monoklonalen
T-Zellpopulation (Pfeil). Links: fehlende Amplifizierung eines PCR-Produktes als Negativkontrolle mit
H,O. Rechts: GroRenstandard (DNA-Ladder) zur Abschatzung der Amplifikatgrof3en. b: Solitéarer Peak im
Genescan Profil ohne signifikanten Hintergrund als Beispiel einer monoklonalen T-Zellpopulation mit
einer Fragmentlange von 219 bp. Die graphische Darstellung entsteht aus der Funktion der PCR-
Fragmentlange in bp (X-Achse) und der Fluoreszenzintensitat der einzelnen Fragmentgrofien als
quantitatives Mal} der PCR-Amplifikate (Y-Achse).

Auch das Auftreten von zwei dominanten Peaks entspricht einer klonalen
T-Zellproliferation. Es handelt sich hierbei um Genumlagerungen der beiden Allele
eines Gens. In einem solchen Fall spricht man von einer ,klonalen biallelischen

Genumlagerung“ (Abb. 10) (Simon et al. 1998, Lukowsky 2003).

Die Analyse des Blutes gesunder Probanden unter 30 Jahren ergab in der Regel einen
streifenformigen Bandenschmier in der Gelelektrophorese, was auf die Amplifizierung
vieler unterschiedlicher PCR-Fragmentlangen verweist, die wiederum alle

unterschiedlich weit im Agarosegel wandern (Abb. 11a). Ein solches Muster bezeichnet
man als ,polyklonal®.
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In der Genescan Methode zeichnen sich die unterschiedlichen PCR-Fragmentléangen
der polyklonalen T-Lymphozyten durch multiple Peaks ab, die in der Regel dem

Verteilungsmuster einer Gaul®’schen Normalverteilungskurve stark ahneln (Abb. 11b).
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Abb. 10: Genescan Analyse einer Hautlasion eines kutanen T-Zell Lymphoms.

Dargestellt sind zwei dominante Peaks mit Fragmentldngen von 183 bp und 217 bp entsprechend einer
klonalen biallelischen Genumlagerung. X-Achse: PCR-Fragmentldangen/ bp. Y-Achse: Fluoreszenz-
intensitat.
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Abb. 11: Gelelektrophorese (a) und Genscanprofil (b) aus PBMC eines gesunden Probanden.

a: Breiter Schmier als Beispiel einer polyklonalen T-Zellpopulation (links). Mitte: fehlende Amplifizierung
eines PCR-Produktes als Negativkontrolle mit H,O. Rechts: GroRenstandard (Ladder) zur Abschatzung
der AmplifikatgroRen. b: Genescan Profil einer polyklonalen T-Zellpopulation. Das Genescan Profil ahnelt
dem Bild einer ,Gauly’schen Verteileilungskurve® mit einer Fragmentlangenverteilung zwischen ca.
163 bp und 190 bp. X-Achse: PCR-Fragmentlangen/ bp. Y-Achse: Fluoreszenzintensitat.
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Des Weiteren zeigten sich bei der Analyse des Blutes von vier Patienten Genescan
Bilder mit mehreren (drei bis finf) dominanten Peaks. Die Bedeutung eines solchen
,oligoklonalen Bildes® im Zusammenhang mit kutanen Lymphomen ist bisher noch nicht
eindeutig geklart (Abb. 12). Um falsch positiven Ergebnissen entgegenzuwirken,
wurden oligoklonale Profile in der vorliegenden Arbei als ,nicht klonal“ gewertet. In
Abhangigkeit von der Dominanz der T-Zell-Klone waren die oligoklonalen T-

Zellpopulationen in der Gelelektrophorese meist durch Schmiers gekennzeichnet.
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Abb. 12: Oligoklonale TCR-y T-Zellpopulation im peripheren Blut von Patient 11 mit LyP.
Zu erkennen sind vier dominante Peaks mit Fragmentlangen von 159, 185, 192 und 216 bp. X-Achse:
PCR-Fragmentlangen/ bp. Y-Achse: Fluoreszenzintensitat.

5.2 Bestimmung der Sensitivitat

Die Bestimmung der Sensitivitat der beiden familienspezifischen TCR-y-PCR Tubes A
und B sowie der Genescan Analyse erfolgte durch die Etablierung einer
Verdlinnungsreihe. Hierzu wurde die DNA der klonalen T-Zelllinie MyLa in absteigender
Konzentration mit polyklonaler DNA aus einem Blutpool, bestehend aus zehn gesunden
Probanden, verdunnt. In den PCR-Produktgemischen konnte der dominante klonale
Peak bis zu einer Verdunnung von 2-5 % klonal umgelagerter T-Zellen nachgewiesen
werden (Abb. 13). In einem Zellinfiltrat oder Zellgemisch miussen daher mindestes

2-5 % klonale Zellen vorhanden sein, um sie als solche detektieren zu konnen.
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Abb. 13: Verdiinnungsreihe der klonalen T-Zelllinie MyLa in gepoolten PBMC von zehn gesunden
Probanden (Genescan).

Die Verdiinnungsschritte erfolgten mit 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %, 2 % und 1 % klonaler DNA. Die
MyLa Zelllinie zeigt das PCR-Produkt von 196 bp in Tube A (linke Bildhalfte) und von 182 bp in Tube B
(rechte Bildhalfte). X-Achse: Fragmentlange in bp. Y-Achse: Fluoreszenzintensitat.

5.3 Klonalitét in lasionaler Haut von Patienten mit CLPD

Um das Auftreten einer klonalen T-Zellpopulation in den Hautlasionen von Patienten mit
CLPD zu bestimmen, wurden die TCR-y-Genumlagerungen an Iasionalen
T-Lymphozyten von insgesamt 31 Patienten analysiert (Tabelle 3). Hierzu wurden
insgesamt 43 in Paraffin eingebettete Hautbiopsien von Patienten mit LyP, cALCL und
SALCL untersucht. Bei insgesamt 36 der 43 (84 %) analysierten Hautproben zeigte sich
in der Genscananalyse ein dominanter Peak entsprechend einer klonalen

T-Zellpopulation.

Bei den Patienten mit LyP (Pat. 1-21) konnte bezogen auf die absolute Patientenzahl
bei 17 der 21 Patienten (81 %) eine klonale T-Zellpopulation nachgewiesen werden.

Insgesamt wurden von den 21 Patienten 27 Hautveranderungen analysiert. In Bezug
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auf die absolute Probenzahl zeigte sich in 21 der 27 Proben (78 %) eine klonale

T-Zellproliferation.

Von vier der 21 Patienten mit LyP (Pat. 8, 9, 15 und 19) waren multiple (2-3)
Hautproben verfigbar und bei drei dieser Patienten konnte die identische TCR-y-
Genumlagerung — und somit der identische T-Zell-Klon — in unterschiedlichen
Hautproben detektiert werden. Weiter konnte anhand dieser Patienten der identische
Klon Uber einen Zeitraum von bis zu Uber drei Jahren nachgewiesen werden, was die
Persistenz der klonalen T-Zellpopulation in den Hautveranderungen der LyP hervorhebt
(Abb. 14).
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Abb. 14: Genescan Analyse dreier unterschiedlicher Hautldasionen (a, b und c) von Pat. 9 mit Lyp.
Die Probeentnahmen erfolgten im Januar 1999 (a), Juni 1999 (b) und Mai 2002 (c) und zeigten den
identischen T-Zell-Klon in den drei Proben mit einer Fragmentlange von 145 bp. X-Achse: Fragmentlange
in bp. Y-Achse: Fluoreszenzintensitéat.

Bei 6 von 7 Patienten (86 %) (Pat. 22-28) mit cALCL konnte ein dominanter T-Zell-Klon
detektiert werden, bei einem Patienten (Pat. 22) zeigte sich ein polyklonales
Verteilungsmuster der hautstandigen T-Lymphozyten. Insgesamt wurden von den
sieben Patienten zwdlf Hautproben analysiert, und von diesen zeigten 92 % (elf von

zwolf) klonale TCR-y-Genumlagerungen. Von vier Patienten mit cALCL wurden
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mehrere (zwei bis drei) Hautproben analysiert und bei allen vier Patienten konnte der

identische T-Zell-Klon in den unterschiedlichen Proben nachgewiesen werden.

Bei den drei Patienten (Pat. 29-31) mit sekundaren kutanen Manifestationen eines
primar systemischen ALCL (SALCL) wurden insgesamt vier Proben untersucht. Die
Genescan Analyse erbrachte in allen vier Proben (100 %) ein eindeutiges klonales
TCR-y-Rearrangement. Von Pat. 30 waren zwei Hautbiopsien verfugbar. Beide zeigten
den identischen Klon mit einer Fragmentlange von 173 bp in Tube B. Der zeitliche

Abstand der Probenentnahme lag bei ca. 3,5 Monaten.

5.4 Klonalitdt in PBMC bei Patienten mit CLPD

Das charakteristische klinische Merkmal der LyP sowie auch gelegentlich des cALCL ist
die spontane Regression der Hauttumoren. Die Spontanheilung der Hautlymphome ist
jedoch oft mit dem Wiederauftreten neuer Hautveranderungen vergesellschaftet. Dieses
kennzeichnende klinische Phanomen hat die Frage nach der Persistenz der klonalen T-
Zellpopulation aufgeworfen. Eine mogliche Erklarung hierfir kann in der Persistenz der
klonalen T-Zellen im peripheren Blut gesehen werden, von wo aus sich die malignen

Lymphozyten immer wieder neu in der Haut manifestieren.

Um nach Klonalitat im peripheren Blut zu suchen, haben wir genomische DNA von

insgesamt 83 Blutproben auf ihre TCR-y-Genumlagerungen untersucht (Tabelle 3).

Von den 31 Patienten hatten 29 zum Zeitpunkt der Blutentnahme mindestens eine
Hautveranderung. Die Ubrigen zwei Patienten befanden sich zum Zeitpunkt der
Blutentnahmen in einem Stadium der klinischen Remission. Bei einem Grol3teil wurden

zusatzliche Blutproben wahrend der klinischen Follow-up Zeit analysiert.

Bei den Patienten mit LyP wurden klonale PCR-Produkte bei acht der 21 (35 %)
Patienten im peripheren Blut detektiert. In Bezug auf die absolute Probenzahl zeigten
insgesamt 19 der 53 (36 %) analysierten Blutproben eine klonale TCR-y-
Genumlagerung. Bei den anderen 13 Patienten konnte eine polyklonale Verteilung der
analysierten PBMC aufgezeigt werden. Multiple (zwei bis funf) Blutproben waren von
insgesamt 14 Patienten mit LyP verfigbar und sechs von diesen Patienten zeigten
einen identischen Klon in zwei bis vier separaten Proben. Die klonalen
T-Zellpopulationen lie3en sich Uber einen Zeitraum von 15 Monaten bis zu Uber drei
Jahren nachweisen (Abb. 15).
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Abb. 15: Genescan Analyse (Tube A) dreier unterschiedlicher Blutproben (a, b und c) von Pat. 9
mit Lyp.

Die Probeentnahmen erfolgten im Juni 1999 (a), Marz 2000 (b) und Marz 2003 (c) und zeigten den
identischen T-Zell-Klon in den drei Proben mit einer Fragmentlange von 159 bp. X-Achse: Fragmentlange
in bp. Y-Achse: Fluoreszenzintensitéat.

Die Patienten 1-4, 10, 15 und 18 mit LyP, von denen ebenfalls multiple Blutproben
analysiert wurden, zeigten hingegen polyklonale Verteilungsmuster der TCR-y-
Genumlagerungen (Abb. 16). Von funf Patienten wurden Blutenthnahmen zu beiden
Zeitpunkten — dem der aktiven und dem der inaktiven Phase der Erkrankung —

durchgefuhrt. Trotz einer kompletten klinischen Remission konnte bei drei der flnf

(60 %) Patienten die Persistenz des T-Zell-Klons nachgewiesen werden.
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Abb. 16: Genescan Analyse (Tube A) des peripheren Blutes von Pat. 3 mit LyP.

Polyklonales Gaul¥’sches Verteilungsmuster der TCR-y-Genumlagerung. X-Achse: Fragmentlange in bp.
Y-Achse: Fluoreszenzintensitat.

Von funf Patienten wurden Blutenthahmen zu beiden Zeitpunkten — dem der aktiven
und dem der inaktiven Phase der Erkrankung — durchgefuhrt. Trotz einer kompletten
klinischen Remission konnte bei drei der funf (60 %) Patienten die Persistenz des

T-Zell-Klons nachgewiesen werden.

Im Hinblick auf die Entitat des cALCL konnte im peripheren Blut bei sechs von sieben
(86 %) Patienten ein klonales TCR-y-Generearrangement detektiert werden. In Bezug
auf die absolute Probenzahl zeigten 16 der insgesamt 27 (59 %) Blutproben einen
dominanten T-Zell-Klon. Die Untersuchung mehrerer (drei bis sechs) Proben war bei
sechs von sieben Patienten mit cALCL moglich, und vier dieser sechs Patienten
demonstrierten identische TCR-y-Genumlagerungen in unterschiedlichen Blutproben.
Auch hier konnte die Persistenz des Klons uber ein Intervall von 14 Monaten bis hin zu

uber 3 Jahren nachgewiesen werden.

Bei den drei Patienten mit der systemischen Form des ALCL (sALCL) war von jedem
Patienten jeweils eine Blutprobe verfigbar. In keinem Fall konnte eine klonale
T-Zellpopulation detektiert werden, jedoch zeigten sich bei zwei Patienten (Pat. 29 und
30) oligoklonale Verteilungsmuster der TCR-y-Genumlagerung, wie exemplarisch fur
Pat. 29 dargestellt (Abb. 17).
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Abb. 17: Genescan Analyse (Tube A) des peripheren Blutes von Pat. 29 mit sALCL.
Oligoklonales Verteilungsmuster der TCR-y-Genumlagerung mit Peaks bei 169, 192 und 199 bp vor
einem polyklonalen Hintergrund. X-Achse: Fragmentlange in bp. Y-Achse: Fluoreszenzintensitat.

5.5 Vergleich der klonalen PBMC- und Hautproben von Patienten
mit CLPD

Der Vergleich der klonalen T-Zellproliferation aus der lasionalen Haut und den
korrespondierenden PBMC zeigte anhand der Genescan Daten bei allen 31 Patienten
mit CLPD eine unterschiedliche TCR-y-Genumlagerung. Bei keinem Patienten gelang
der Nachweis eines identischen T-Zell-Klons in der Haut und im peripheren Blut. Dabei
konnten die unterschiedlichen klonalen T-Zellpopulationen in beiden Kompartimenten
zum Teil Uber mehrere Jahre bei den einzelnen Patienten nachverfolgt werden
(Abb. 18). 15 von 31 (48 %) Patienten zeigten Klonalitat nur in der vom Lymphom
befallenen ,lasionalen“ Haut und drei von 31 (10 %) Patienten nur im Blutkompartiment
(Abb. 19).
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Abb. 18: Vergleich der klonalen T-Zellpopulationen aus ldasionaler Haut und dem peripheren Blut

von Pat. 9 mit LyP (Tube A).

Links: Hautproben. Die Entnahmen erfolgten 01.1999 (a), 06.1999 (b) und 03.2002 (c) und zeigten einen
Klon mit der identischen Fragmentgroe von 145 bp. Rechts: Klonalitdt von drei unterschiedlichen
Blutproben mit einer Fragmentlange von 159 bp. Die Blutentnahmen erfolgten 06.1999 (a), 03.2000 (b)
und 03.2003 (c). X-Achse: Fragmentlange in bp. Y-Achse: Fluoreszenzintensitat.
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Abb. 19: Klonalititsvergleich aus der lasionalen Haut und dem peripheren Blut von Pat. 15 mit

LyP (Tube A).

Identischer Klon in zwei separaten Hautlasionen mit 176 bp in Tube A und 178 bp in Tube B (a+b).
Polyklonales Verteilungsprofil in zwei separaten Blutproben (c+d). X-Achse: Fragmentlange in bp. Y-

Achse: Fluoreszenzintensitat.
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5.6 Zusammenfassende Ergebnisse und Darstellung der
Klonalitdatsanalyse aus der lasionalen Haut und dem

peripheren Blut bei Patienten mit CLPD.

Insgesamt konnten bei 26 von 31 (84 %) Patienten mit CLPD klonale T-Zellen in den
Hautbiopsien nachgewiesen werden (17/21 (81 %) LyP, 6/7 (86 %) cALCL, 3/3 (100 %)
SALCL). Des Weiteren gelang bei 14 der 31 (45 %) Patienten der Klonalitatsnachweis
im peripheren Blut (8/21 (38 %) LyP, 6/7 (86 %) cALCL, 0/3 (0 %) sALCL) (

Tabelle 8). Jedoch konnte in keinem Fall der identische T-Zell-Klon im Haut- und im

peripheren Blutkompartiment nachgewiesen werden. Eine ausfuhrliche Auflistung der

detektierten PCR-Fragmentlangen des peripheren Blutes sowie lasionaler Haut in

Bezug auf jeden Patienten ist in Tabelle 9 aufgefuhrt.

Tabelle 8: Vergleich der Proben mit Klonalitét in der Haut und im peripheren Blut in Bezug auf die
Entitaten LyP, cALCL und sALCL

TCR-y-Klonalitat

Entitat Ident. Klon Blut/Haut
Haut Blut
LyP 21/27 (78 %) 19/53 (36 %) 0
cALCL 11/12 (92 %) 16/27 (59 %) 0
sALCL 4/4 (100 %) 0/3 (0 %) 0
Total 36/43 (84 %) 35/83 (42 %) 0
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Tabelle 9: Patienten- und Probeniibersicht

Ergebnisse

Anz.der | oo Anzahl LS Anz.der |G Anzahl HERE
Pat. | Entitat | roPenmit | o iersuchter| | ragment- | Probenmit | ..o chter| Fragment—
Klonalitat in Hautproben groBe in bp | Klonalitat in Blutproben groBe in bp
Haut (Haut) PBMC (Blut)
1 LyP, Typ A 0 1 / 0 (5 oligo) 5 /
2 LyP, Typ A 1 1 216, 252 (A) 0 5 /
3 LyP, Typ A 1 1 114(B) 0 3 /
4 LyP, Typ A 0 1 / 0 3 /
5 LyP, Typ A 1 1 103(B) 0 1 /
6 LyP, Typ A 0 1 / 2 5 155 (A)
7 LyP, Typ A 0 1 / 1 2 107(B)
8 LyP, Typ A 2 3 184,216(A) 3 3 186(B)
9 LyP, Typ A 3 3 145(A) 3 3 159(A) 112(B)
10 LyP, Typ A 1 1 160,209(A) 0 4 /
11 LyP, Typ A 1 1 241(A) 178(B) 0 (1 oligo) 1 /
12 LyP, Typ A 1 1 218(A) 184(B) 0 1 /
13 LyP, Typ A 1 1 177(B) 4 4 174(A)
14 LyP, Typ A 1 1 182(B) 0 1 /
15 LyP, Typ A 2 2 176(A) 178(B) 0 2 /
16 LyP, Typ A 1 1 202,237(A) 2 2 208(B)
17 LyP, Typ A 1 1 215,229(A) 1 1 150(A)
18 LyP, Typ A 1 1 216,156(A) 0 2 /
19 LyP, Typ B 1 2 215(A) 161(B) 3 3 244(A)
20 LyP, Typ C 1 1 216,219(A) 0 1 /
21 LyP, Typ C 1 1 236(A) 0 1 /
22 cALCL 0 1 / 2 3 142 (B)
23 cALCL 3 3 157(A) 2 5 152(A)
24 cALCL 1 1 162,212(A) 6 6 210,247(A)
25 cALCL 1 1 215(A) 180(B) 0 1 /
26 cALCL 2 2 155(A) 194(B) 1 5 1 1%17 181(/;‘28)
27 cALCL 2 2 215(A) * 4 4 243(A)31/i7(3) in
28 cALCL 2 2 151(A) 1 3 159(B)
29 SALCL 1 1 159(A) 0 (1 oligo) 1 /
30 SALCL 2 2 173(B) 0 (1 oligo) 1 /
31 SALCL 1 1 241(A) 0 1 /

(A): Genumlagerung in Tube A, (B): Genumlagerung in Tube B, oligo: oligoklonale Genumlagerung,
*: identischer Klon in Tube A (215 bp); unterschiedliche Klone in Tube B (einer mit 100 bp und der andere
mit 161 bp.

5.7 Altersverteilung der Patienten mit bzw. ohne klonale

T-Zellpopulationen im peripheren Blut
In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass eine physiologische und
altersabhangige Expansion klonaler T-Zellproliferationen im peripheren Blut existiert. Es
wurde dargelegt, dass bei gesunden Individuen, gehauft ab dem 65. Lebensjahr, nicht-
maligne dominante T-Zellproliferationen im peripheren Blut in Erscheinung treten
kénnen (Muche et al. 2003, Schwab et al. 1997, Posnett et al. 1994, Vallejo 2007).
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Basierend auf diesen Daten wurde das durchschnittliche Alter des Patientenkollektivs
mit klonalen und polyklonalen TCR-y-Genumlagerungen im peripheren Blut analysiert.

Das Alter der Patienten wurde dabei auf das Datum der Blutentnahme zurickgerechnet.

In Bezug auf Patienten, die an LyP erkrankt waren und eine polyklonale TCR-y-
Verteilung aufwiesen, zeigte sich ein durchschnittliches Alter von 38 Jahren
(Altersbereich: 13-88 Jahre, n=13). Im Gegensatz dazu lag bei den Patienten mit LyP
und einer klonalen TCR-y-Genumlagerung ein Durchschnittsalter von 52 Jahren
(Altersbereich: 30-70 Jahre, n=8) vor.

Bei den sechs Patienten mit cALCL, bei denen eine klonale T-Zellproliferation im
peripheren Blut detektiert wurde, konnte ein durchschnittliches Alter von 50 Jahren
(Altersbereich: 23-77 Jahre, n=6) berechnet werden. Ein Patient mit cALCL, der ein
polyklonales Verteilungsmuster bei der Genescan Analyse des peripheren Blutes

zeigte, war 14 Jahre alt.

Die Daten zeigen, dass bei den Patienten mit CLPD klonale T-Zellpopulationen viel
friher im peripheren Blut in Erscheinung treten, als dies bei gesunden, alteren
Probanden aus physiologischer Sicht zu erwarten ware. Eine Zusammenfassung der
Altersverteilung im Hinblick auf ein klonales bzw. polyklonales Verteilungsmuster der
TCR-y-Genumlagerung im peripheren Blut zeigt Tabelle 10.

Tabelle 10: Altersverteilung der Patienten mit CLPD in Bezug auf die Klonalitatsdetektion in
PBMC.

Entitat klonal polyklonal
LyP @52J (range: 30-70 J, n=8) @38 J (range 13-88 J, n=13)
cALCL @50J (range: 23-77 J, n=6) 14 J (n=1)
5.8 TCR-Repertoireveranderungen der peripheren

Blutlymphozyten bei Patienten mit CLPD

Mit der Genescan Analyse konnte in dieser Arbeit bei 42 % der insgesamt 83
untersuchten peripheren Blutproben Klonalitat aufgezeigt werden. Anhand des
Vergleiches der Blutproben mit der Klonalitat der korrespondierenden Hautproben eines
jeden Patienten konnte weiterhin belegt werden, dass es sich bei den klonalen

T-Zellproliferationen des peripheren Blutes nicht um die malignen T-Lymphozyten der
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Hauttumoren handelt. Aufgrund der hohen Detektionsrate einer solchen unspezifischen
klonalen T-Zellpopulation wurde zur weiteren Charakterisierung der peripheren Blut T-
Lymphozyten bei elf Patienten eine CDR3-Grélken Analyse veranlasst. Das sog.
CDR3-Spectratyping findet im Gegensatz zur Genescan Methode auf mRNA-Ebene
statt, sodass die PBMC nur in dafir geeignetem Nahrmedium eingefroren und
versendet werden konnten. Insgesamt war geeignetes Material (PBMC in DSMO) von
elf Patienten (1, 2, 5, 8, 12, 14, 15, 19, 22, 23, 24) im dermatologischen Institut
verfugbar. Da in der Charité — Universitatsmedizin Berlin dieses Verfahren nicht

angewandt wird, wurde TcLand (Nantes, France) mit der Analyse beauftragt.

Das CDR3-Spectratyping ermoglicht es, Veranderungen der TCR-Repertoire Vielfalt
aufzuzeigen, indem das Verhaltnis des T-Zell-Klons zu den ubrigen T-Lymphozyten
analysiert wird. Durch das TcLandscape Verfahren werden die CDR3-Regionen aller 24
verschiedenen VB-Familien auf einem Graphen dreidimensional visualisiert, sodass ein

Uberblick tiber das gesamte TCR-Repertoire entsteht.

Hierfur wurden zunachst 26 verschiedene TCR-V[3-Kettengene im Hinblick auf ihre
quantitativen und qualitativen Daten analysiert. In einem zweiten Schritt wurden die
qualitativen und quantitativen Daten schliel3lich fusioniert, was in den TclLandscape

Histogrammen zum Ausdruck kommt.

5.8.1 Ergebnisse der CDR3-Spectratyping Analyse

Insgesamt wurden PBMC von elf Patienten (1, 2, 5, 8, 12, 14, 15, 19, 22, 23, 24) zur
CDR3-Spectratypinganalyse versandt. Die Analyse der Probe von Patient 19 konnte
aufgrund einer zu niedrigen Menge intakter RNA (unter 3x10” PBMC) nicht durchgefiihrt

werden.

5.8.2 Quantitative Daten

Die quantitativen Daten reprasentieren die mengenmalige Bemessung der PCR-
Amplifikate fur jede der 26 TCR-VBKettengene und werden in cDNA Kopien oder den
sog. quantitativen Ratio-VB/HPRT bemessen. Sie stellen spater die Hohe der Peaks im

TcLandscape Histogramm dar.

Insgesamt konnten in den PBMC von sieben der zehn Patienten (1, 2, 5, 8, 14, 15, 24)

akkumulierte VB-Amplifikate gefunden werden (VB2 in Probe 8 und in einem etwas
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geringeren Ausmalf bei den Patienten 5, 14 und 24; V(5.1 bei den Patienten 14, 15 und
24; V6.4 bei Patient 1; VB6.5 bei Patient 5; VB13.1 bei den Patienten 2, 5, 14, 15 und
VB17 bei Patient 24). Im Vergleich dazu waren anderen VB-Familien (VB13.5, VB15,

VB23 und VB24) in den meisten Proben nur sehr schwach reprasentiert (

Tabelle 11 und Tabelle 12).

Tabelle 11: Anzahl der VB-familienspezifischen Amplifikate in cDNA Kopien.

Fazlﬁilie Pat. 1 Pat. 2 Pat. 5 | Pat. 8 | Pat. 12 | Pat. 14 | Pat. 15 | Pat. 22 | Pat. 23 | Pat. 24
VB 1 4082 29492 | 24396 762 7646 16451 | 18897 8903 4521 7372
VB 2 27618 | 49875 | 73426 | 61181 | 26242 | 53216 | 62081 | 16692 8105 20476
VB 3 20626 | 33145 | 46705 757 13052 | 10464 | 22514 | 14321 5966 16212
VB4 19175 | 30145 | 48088 2432 20476 | 31957 | 31494 9657 5546 16815

VB 5.1 21866 | 46028 | 51352 1897 18623 | 58561 | 58989 | 10696 | 14638 | 28644

VB 5.2 21083 | 17187 | 35137 2432 14853 | 31038 | 31265 9243 5879 9799

VB 6.1 23181 | 16094 | 46705 5752 19035 | 32427 | 26052 | 17696 9943 13025

VB 6.4 70280 | 23351 | 35395 3116 16094 | 32904 | 27020 | 11012 9448 13509

VB 6.5 32665 | 17956 | 58561 5879 24218 | 35654 | 32427 | 20930 | 11505 | 16571
VB 7 15405 | 11846 | 45032 1013 14113 | 27618 | 32665 | 11674 6279 6143
VB 8 19599 | 17696 | 47047 2635 18088 | 36710 | 27820 7590 8047 15861
VB 9 5506 9517 13808 698 5007 13909 9176 2855 1640 5966
VB 1 26823 | 33632 | 51352 1438 17696 | 17567 | 28436 | 15746 9176 18760

VB 12.1 14426 | 11589 | 18220 1164 7005 13025 | 11093 3580 3328 5669

VB122 | 19743 | 12558 | 17313 2876 8225 12286 | 11589 4689 5879 6853

VB134 | 36979 | 55644 | 83732 | 14321 | 41558 | 68258 | 76154 | 22679 | 19457 | 22514

VB 13.5 746 2834 2294 173 428 4723 7318 337 729 612
VB 14 21550 | 19175 | 21237 1106 12197 | 17696 | 18760 | 11174 6656 6560
VB 15 12376 2897 4023 122 921 1172 2635 1122 729 2753
VB 16 3554 6188 8074 1513 4082 8165 6560 4142 2056 3256
VB 17 26052 | 20626 | 34628 3426 14745 | 24754 | 29492 9311 26823 | 33878
VB 18 9379 6417 11174 1480 3936 7372 8285 2344 1968 5966
VB 21 15861 | 12286 | 14962 1676 10696 | 14321 | 12108 5347 7318 6560
VB 22 17696 | 11093 | 18220 1427 8346 19175 | 29065 5506 4052 11589
VB 23 6417 5156 7372 246 4265 5044 7108 2467 1396 2041
v 24 1243 3907 6656 392 2713 3936 4456 928 503 1448
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VB

Familie Pat. 1 Pat. 2 | Pat. 5 | Pat. 8 | Pat. 12 | Pat. 14 | Pat. 15 | Pat. 22 | Pat. 23 | Pat. 24

HPRT 7626 9448 9587 1968 10541 7758 6853 4456 5044 4294
Tabelle 12: Vg -familienspezifische quantitative Ratios in V3 / HPRT.

Fa\rcﬁlie Pat. 1 Pat. 2 Pat. 5 Pat.8 | Pat.12 | Pat. 14 | Pat. 15 | Pat. 22 | Pat. 23 | Pat. 24
VB 1 0,55 3,12 2,55 0,39 0,73 2,12 2,76 1,55 0,90 1.72
VB 2 3,27 5,28 7,66 31,09 2,49 6,87 9,06 3,75 1,61 4,44
VB 3 2,78 3,51 4,67 0,38 1,24 1,35 3,29 3,21 1,18 3,77
VB4 2,58 3,19 5,02 1,24 1,94 4,12 4,60 2,17 1,10 3,91

VB 5.1 2,95 4,87 5,36 0,96 1,77 7,55 8,61 2,40 2,90 6,67

VB 5.2 2,64 1,82 3,67 1,24 1,41 4,00 4,56 2,07 1,17 2,28

VB 6.1 3,12 1,70 4,87 2,92 1,91 4,18 3,80 3,97 1,97 3,03

VB 6.4 9,46 2,47 3,69 1,58 1,53 4,24 3,94 2,47 1,87 3,14

VB 6.5 4,40 1,90 6,11 2,99 2,30 4,60 4,73 4,70 2,26 3,66
VB 7 2,07 1,25 4,70 0,25 1,34 3,56 4,77 2,62 1,25 1,43
VB 8 2,64 1,87 4,91 1,34 1,72 4,73 4,06 1,70 1,60 3,69
VB9 0,74 1,01 1,44 0,36 0,48 1,79 1,34 0,64 0,33 1,39
VB 11 3,61 3,56 5,36 0,73 1,68 2,26 4,16 3,53 1,82 4,37

VB 12.1 1,94 1,23 1,90 0,59 0,67 1,68 1,62 0,80 0,66 1,32

VB 12.2 2,66 1,33 1,81 1,46 0,78 1,58 1,69 1,05 1,17 1,60

VB 13.1 4,98 5,89 8,73 7,28 3,94 8,80 11,11 5,09 3,86 5,24

VB 13.5 0,10 0,30 0,24 0,09 0,04 0,61 1,07 0,06 0,15 0,14
VB 14 2,90 2,03 2,22 0,56 1,16 2,26 2,74 2,51 1,32 1,53
VB 15 1,67 0,31 0,42 0,06 0,09 0,15 0,38 0,25 0,15 0,64
VB 16 0,48 0,66 0,84 0,77 0,39 1,05 0,69 0,93 0,41 0,76
VB 17 3,51 2,18 3,61 1,74 1,40 3,19 4,30 2,09 5,32 7,89
VB 18 1,26 0,68 1,17 0,75 0,37 0,95 1,21 0,53 0,39 1,39
VB 21 2,14 1,30 1,56 0,85 1,02 1,85 1,77 1,20 1,45 1,53
VB 22 2,38 1,17 1,90 0,73 0,79 2,47 4,24 1,24 0,80 2,70
VB 23 0,86 0,55 0,77 0,13 0,41 0,65 1,04 0,55 0,26 0,48
VB 24 0,17 0,41 0,69 0,20 0,26 0,51 0,65 0,21 0,10 0,34
HPRT 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
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5.8.3 Qualitative Daten

Die qualitativen Daten werden aus den einzelnen Immunoscope-Profilen der 26
analysierten VB-Familiengene eines jeden Patienten erstellt. Aus diesen Profilen wird
schliel3lich der ,perturbation score” bzw. die ,percentage of perturbation“ errechnet.
Hierzu wurde jedes Immunoscope-Profil mit einem normalverteilten Kontrollprofil
verglichen und die Differenz zwischen der Flache unter dem Graphen des Kontrollprofils
und der Flache unter dem Graphen des Probenprofils verglichen und die prozentuale
Abweichung kalkuliert (siehe 4.8.4).

Bei der Analyse unserer Patienten konnte eine veranderte CDR3-Langenverteilung fur
die meisten VB-Familien von Patient 1 und 8 beobachtet werden. Weniger stark
ausgepragt war die Verschiebung der CDR3-Langenverteilung bei den Patienten 22
und 23. Die ubrigen Patienten zeigten in den meisten V[B-Familien eine nahezu
Gaul¥’sche Normalverteilung der CDR3-Langen. Aufgrund der Datenmenge sind in Abb.
20 und Abbildung 21 reprasentative Beispiele von Patient 5 mit nahezu normalverteilten

CDR3-Langen sowie von Patient 8 mit einem stark veranderten TCR-Repertoire

dargestellt.
VB1 VB2 VB3 VB4 v¥B5.1 VB5.2 V¥B6.1
——le e JASEVIAE TE AR 8 I YA N D P e ] D e N B e e el N [ e
vB6.4 VB6.5 vB? VB8 VB9 vB11 vB12.1
VAR RGN LA ~oIUIVA ~ UL N SNVLLIENA L VLA R 8 8 R AT,V U o
v¥B12.2 VB13.1 VB13.5 vB14 VB15 VB16 vB17
...................... o e s S [ VYA 2 AIOR I AR 0 VAV [ YA B B L.
vB18 vB21 vB22 VB23 vB24
P e S S ) _......E; ..... o ~ -

Abb. 20: CDR3-Spectratyping Profile der 26 verschiedenen VB-Gensegmente von Pat. 5 mit LyP.
Dargestellt ist eine nahezu Gauly’sche Verteilung der CDR3-Léangen der 26 analysierten Vp-
Gensegmente.
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Abb. 21: CDR3-Spectratyping Profile der 26 verschiedenen VB-Gensegmente von Pat. 8 mit LyP.
Stark verdndertes TCR-Repertoire. Zu erkennen sind starke Abweichungen der CDRS3-
Langenverteilungen der meisten VB-Familien.

5.8.3.1 Grad der Reproduzierbarkeit

Die Immunoscope-Analyse der 26 verschiedenen VB-Familien bzw. -Subfamilien wurde
bei jedem Patienten dreimal durchgefihrt, um reproduzierbare Daten zu erhalten und
falsch positiven bzw. negativen Ergebnissen entgegenzuwirken. Es zeigte sich, dass
alle Profile, bei denen mehr als 5000 Kopien cDNA vorhanden waren (mit Ausnahme
der VB2-Familie bei Pat. 23), nahezu identische Reproduzierbarkeit aufzeigten. Fur
insgesamt sieben V@-Familien ergab die Analyse der dreifachen Ausflhrung leicht
unterschiedliche CDR3-Langenverteilungen (VB16 bei Pat.1, V313.5 und V323 bei Pat.
24, VB15 bei Pat. 14, VB15 bei Pat.12, VB2 und VB15 bei Pat. 23) (Tabelle 13). In
diesen Fallen wurde das Profil mit der geringsten ,percentage of perturbation® (siehe
unten) verwendet (Abb. 22).
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Abb. 22: Grad der Reproduzierbarkeit des VB23-Segments bei Patient 24 mit cALCL.

Dargestellt sind die drei Immunoscope-Profile der V323-Familie, bei denen sich geringe Unterschiede in
der CDRS3-Langenverteilung zeigten. Roter Rahmen: Profil mit der geringsten ,percentage of
perturbation®.

5.8.4 Anteil des Storeinflusses ,,percentage of perturbation*

Um den Grad des Storeinflusses, die ,percentage of perturbation®, zu ermitteln, wurde
jedes Immunoscope-Profil mit einem normal verteilten Kontrollprofil verglichen. Hierzu
wurde die Differenz zwischen der Flache unter dem Graphen des Kontrollprofils und der
Flache unter dem Graphen des Probenprofils verglichen und die prozentuale

Abweichung kalkuliert.

FUr die Darstellung im TcLandscape Histogramm wurden diese Daten in Form einer
Farbskala verschlisselt. Liegt dabei die Flache des Probenprofiles Uber der des
Kontrollprofiles, wird dies durch einen roten Farbton codiert. Liegt die Flache des
Probenprofils unter der des Kontrollprofils, wird dies durch einen blauen Farbton
visualisiert. Die Berechnung der Flachen bzw. Proportionsunterschiede von jeder
CDR3-Langenklasse ermdglicht es schliellich, klonale T-Zellpopulationen zu
identifizieren (Miqueu et al. 2007). Tabelle 13 fasst die Ergebnisse aller 26 analysierten

VB-Ketten Gene zusammen.

Tabelle 13: Percentage of perturbation aller VB-Familien.

FaYl’lBi-Iie Pat. 1 Pat. 2 Pat. 5 Pat.8 | Pat.12 | Pat. 14 | Pat. 15 | Pat. 22 | Pat. 23 | Pat. 24
Vg1 16,33 24,09 11,99 15,75 14,30 18,22 14,27 25.99 33,54 33,80
VB 2 40,01 31,62 8,82 84,83 7,99 14,55 12,91 15,53 13,43 8,47
VB3 14,28 12,23 10,54 35,27 8,54 31,66 12,79 9,83 26,81 9,54
VB 4 22,25 13,02 11,76 28,25 14,72 17,23 14,77 16,24 18,97 11,37

VB 5.1 14,43 18,45 11,10 23,87 11,05 12,60 10,64 11,91 24,71 14,86

VB 5.2 44,20 10,64 10,65 38,09 12,83 16,09 12,76 12,02 23,50 7,58

VB 6.1 14,80 15,00 14,17 37,48 13,52 21,89 15,57 26,40 21,29 8,90
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Fa\:l!?i-lie Pat. 1 Pat. 2 Pat. 5 Pat. 8 Pat. 12 | Pat. 14 | Pat. 15 | Pat. 22 | Pat. 23 | Pat. 24
VB 6.4 46,14 14,09 8,23 33,49 9,74 15,19 12,21 13,11 27,05 9,17
VB 6.5 18,08 15,47 14,97 39,67 15,64 22,46 15,55 28,95 22,09 9,50
VB7 25,78 8,91 12,01 20,91 18,26 18,52 14,99 11,99 20,39 13,20
VB8 27,28 16,12 16,90 35,53 14,56 18,93 17,36 13,64 20,74 18,41
VB9 18,96 20,46 17,45 31,69 16,58 20,81 20,78 17,16 14,45 17,01
VB 1 16,54 9,79 8,71 19,64 9,90 16,67 13,67 9,63 19,78 7,45
VB 12.1 40,07 7,38 8,93 43,40 7,55 15,85 8,66 11,01 13,77 6,84
vp122 | 2698 8,50 9,00 50,24 8,69 16,71 9,08 16,56 16,10 6,87
VB 13.1 13,77 20,04 10,94 46,20 14,71 16,04 15,83 8,56 18,00 11,66
VB135 | 2831 19,14 13,60 29,71 26,98 17,53 23,78 29,08 20,82 14,92
VB 14 74,03 6,74 8,83 25,94 13,94 13,98 11,05 19,11 19,04 10,89
VB 15 73,44 11,14 10,43 32,81 10,81 16,40 11,17 26,20 13,24 39,02
VB 16 25,84 15,91 14,37 48,67 12,37 22,73 20,01 44,27 22,28 9,85
VB 17 34,50 13,67 10,28 34,27 11,41 13,86 7,57 11,90 55,18 41,32
VB 18 41,98 15,26 11,50 42,00 8,53 17,69 15,19 14,78 10,86 32,00
VB 21 25,98 13,53 14,50 26,37 10,74 22,40 15,32 16,95 23,54 8,57
VB 22 34,49 17,23 13,00 32,18 12,49 19,13 10,30 14,94 19,84 13,30
VB 23 56,99 11,41 10,43 28,83 10,46 13,39 14,27 10,77 24,89 6,05
VB 24 32,44 22,99 18,27 43,09 12,86 25,71 15,22 16,21 23,40 12,31

5.9 Ergebnisse der TCR-Repertoire Analyse

Um einen prazisen Uberblick tiber das gesamte TCR-Repertoire zu bekommen, wurde
ein neues Verfahren entwickelt, das den qualitativen Daten des CDR3-Spectratypings

eine weitere quantitative Dimension hinzufugt.

Dieser neue Ansatz, bestehend aus der Kombination der qualitativen und quantitativen
Daten, wird als TcLandscape Analyse bezeichnet. Die TcLandscape Methode erstellt
dabei einen dreidimensionalen Graphen, der einen Uberblick (iber das gesamte TCR-
Repertoire bzw. damit Uber das T-Zell-immunsystem eines Individuums ermoglicht
(Pannetier et al. 1995, Miqueu et al. 2007). Abbildung 23 zeigt die Ergebnisse der

PBMC der zehn analysierten Patienten.
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Bei Patient 1 zeigte sich in der TcLandscape Analyse eine von der Gauly'schen
Normalverteilung stark abweichende CDR3-Langenverteilung der meisten VB-Familien,
was durch die qualitativen Daten in Form der Farben dargestellt ist. Weiterhin zeigten
sich T-Zellpopulationen, die in relativ grofierer Anzahl im peripheren Blut vertreten sind
(Hohe der Peaks). Anhand des Graphen sowie der quantitativen Daten ist zu erkennen,
dass die Genumlagerung in der Vp6.4-Subfamilie besonders stark vertreten ist und die
T-Zellpopulation mit diesem Rearrangement mdglicherweise wahrend der

Immunantwort besonders stark selektiert worden ist.

Bei den Patienten 8, 23 und 24 ist jeweils nur eine Genumlagerung besonders stark
reprasentiert (bei Pat. 8 in der VB2-Familie und bei Pat. 23 und 24 in der VB17-Familie).
Die T-Zellpopulationen mit dieser Genumlagerung sind unter den gesamten T-Zellen in
grolder Anzahl vertreten. Bei Patient 8 und 23 ist zu erkennen, dass einige V3-Familien
stark von einer normalen CDR3-Langenverteilung abweichen (rote Peaks), jedoch auf
dem quantitativen Level (Y-Achse) nur schwach vertreten sind und ihnen daher
madglicherweise bei der Immunantwort eher eine untergeordnete Bedeutung zukommt.
Im Gegensatz dazu zeigte sich bei Patient 24 eine nahezu normale CDRS3-

Langenverteilung der Ubrigen T-Zellpopulationen.

Die Patienten 2, 5, 12, 14, 15 und 22 offenbarten hingegen keine starken
Abweichungen von der Gaul¥schen Normalverteilung, und es zeigten sich keine
dominierenden T-Zellproliferationen. Zusammenfassend demonstrierten Pat. 1, 8, 23
und 24 eindeutige Veranderungen des TCR-Repertoires, die Analyse der PBMC der
ubrigen Patienten zeigte eine nahezu Gauly'sche Normalverteilung und damit ein

ausbalanciertes TCR-Immunrepertoire.
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Abb. 23: TcLandscape Analyse aus PBMC.
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5.10 Vergleich der TCR-y-Genumlagerung mit der CDR3-Analyse
der V3-Kettentranskripte

Bei dem Vergleich der TCR-y-Klonalitatsanalyse und der Immunoscopeanalyse der

PBMC von Patient 8 mit LyP zeigte sich eine eindeutige monoklonale TCR-y-

Genumlagerung mit der Genescan Methode sowie eine sehr starke Verschiebung der

CDR3-Langenverteilung.

Patient 1, der ebenfalls an LyP erkrankt war, demonstrierte mehrere Peaks bei der
Genescan Analyse des peripheren Blutes im Sinne einer oligoklonalen TCR-
Genumlagerung, und hier zeigte sich bei der TcLandscape Analyse eine weniger stark
ausgepragte Abweichung der CDR3-Langenverteilung als bei Patient 8. Bei Patient 15
mit LyP dagegen war ein polyklonales Profil der TCR-y-Genumlagerungen im
peripheren Blut zu erkennen (Genescan). Im Gegensatz zu den Patienten 1 und 8
zeigte sich hier eine nahezu Gaul’'sche CDRS3-Langenverteilung in der

Immunoscope/TcLandscape Analyse der PBMC (Abb. 24).

Insgesamt zeigten drei der vier untersuchten Patienten mit einer klonalen TCR-y-
Genumlagerung eine eindeutige und ausgepragte Abweichung der CDR3-
Langenverteilungen (Pat. 8, 23 und 24). Obwohl die Analyse des PBMC von Patient 22
mit cALCL bei der Genescan Analyse Klonalitdt demonstrierte, zeigte sich bei der
Immunoscopeanalyse eine ausgeglichene und normale CDRS3-Langenverteilung. Bei
allen funf Patienten (2, 5, 12, 14, 15) mit polyklonalen TCR-y-Genumlagerungen zeigte
die Immunoscopeanalyse ein balanciertes Immunrepertoire mit nahezu normalverteilten
CDR3-Langen. Wie bereits oben beschrieben, zeigte sich bei Patient 1 mit einem

oligoklonalen Genescan Profil eine Verschiebung des TCR-Repertoires.

Zusammenfassend zeigte der Vergleich der beiden Methoden eine auffallige
Assoziation zwischen der Starke der Klonalitdt und dem Ausmall der CDRS3-
Langenverschiebungen im peripheren Blut. Patienten mit einer polyklonalen TCR-y-
Genumlagerung zeigten in der Regel eine gauRRartige Verteilung des TCR-Repertoires,
Patienten mit oligoklonalen TCR-y-Genumlagerungen ein abweichendes und Patienten

mit einem dominanten T-Zell-Klon ein stark verandertes TCR-Repertoire.
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Abb. 24: Korrelation der Inmunoscope Analyse mit der TCR-y-Genumlagerungen.
Immunoscope Analyse (a) und korrespondierende Genescan Profile, Tube A und Tube B (b).Patient 8
(links) mit LyP entwickelte im klinischen Verlauf ein assoziiertes Lymphom (MF) und zeigte eine
eindeutige Einschrankung des TCR-Repertoires sowie eine monoklonale TCR-y-Genumlagerung im
peripheren Blut. Bei Patient 1 (Mitte) mit LyP zeigte sich ein oligoklonales TCR-y-Generearrangement und
eine Verschiebung der CDRS3-Langenverteilung. Patient 15 (rechts) mit LyP demonstrierte ein
polyklonales Genescan Profile und eine anndhernd Gauly’'sche CDR3-Langenverteilung im peripheren

Blut.
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6. Diskussion

Die Lymphomatoide Papulose und das kutane anaplastische grof3zellige Lymphom
gehéren zu der Gruppe der CD30" lymphoproliferativen Erkrankungen der Haut. Diese
Gruppe bildet nach der MF mit ca. 20 % die zweithaufigste Gruppe der primar kutanen
Lymphome (Willemze et al. 2005). Gerade die LyP nimmt eine Sonderstellung unter
den kutanen Lymphomen ein, da die einzelnen Hautlasionen typischerweise spontane
Remissionen aufzeigen. Diese selbstheilende Ruckbildung geht jedoch meist mit dem
Auftreten neuer Hautveranderungen einher. Bereits 1968 bezeichnete Macaulay, der
Erstbeschreiber dieser Entitat, die LyP als eine ,rhythmic paradoxical eruption“ und
beschrieb sie als eine selbstheilende und gewohnlich wieder auftretende papuldse
Hauterkrankung (Macaulay 1968). Im Gegensatz zu dem klinisch gutartigen
Erscheinungsbild zeigten sich mikroskopisch grof3e atypische Zellen mit einer
anaplastischen Morphologie, wie sie urspringlich nur in hochgradig bdsartigen
Lymphomen beobachtet wurden. Um die Diskrepanz zwischen dem klinisch benignen
und dem histologisch eher malignen Phanotyp hervorzuheben, erhielt diese neue
Entitdt den Namen ,Lymphomatoide Papulose®. Der Terminus ,lymphomatoid®
charakterisierte die morphologische Ahnlichkeit der Zellen zu Lymphozyten, da eine

immunhistochemische Phanotypisierung 1968 noch nicht existierte.

Trotz des eher malignen histologischen Bildes hat die LyP einen benignen klinischen
Verlauf mit einer Finfjahres-Uberlebensrate von >95 %. Diese widerspriichlichen
Merkmale warfen lange Zeit die Frage auf, ob es sich bei der LyP um einen reaktiv-
entzindlichen Prozess oder ein niedrigmalignes Lymphom handelt. Studien der
vergangenen Jahre haben jedoch inzwischen bewiesen, dass der LyP eine klonale
T-Zellpopulation zugrunde liegt (Weiss et al. 1986, Davis et al. 1992, Steinhoff et al.
2002). Des Weiteren konnte der identische T-Zell-Klon in unterschiedlichen
Hautlasionen detektiert werden sowie in Hautbiopsien, die zu unterschiedlichen
Zeitpunkten entnommen wurden (Chott et al. 1996). Sogar nach einer mehrere Jahre
andauernden Phase der klinischen Remission konnte die identische klonale
T-Zellpopulation wiederholt in neu auftretenden Hautveranderungen nachgewiesen
werden (Chott et al. 1996).

Bei ca. 10-20 % der Patienten mit LyP wird das Auftreten von weiteren malignen

kutanen Lymphomen beobachtet, wobei in einem Groldteil ein gemeinsamer klonaler
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Ursprung von LyP und assoziierten Lymphomen (Mf, ALCL, HD) gezeigt wurde (Davis
et al. 1992, McCarty et al. 1994, Wood et al. 1995, Chott et al. 1996).

Im Gegensatz zur LyP treten die Hautlasionen des cALCL in der Regel solitar auf oder
sind auf eine Korperregion beschrankt. Jedoch kénnen auch bei dieser Entitat in ca.
20 % der Falle spontane Remissionen beobachtet werden (Beljaards et al, 1993,
Willemze et al. 1997, Willemze und Meijer 2003). Im Gegensatz zu der systemischen
Variante (sALCL) hat das cALCL eine ahnlich gute Prognose wie die LyP mit einer
5-JUR von > 90 % (Bekkenk et al. 2000, Paulli et al. 1995, Gascoyne et al. 1999, Liu et
al. 2003, Assaf et al. 2006).

Das Wiederauftreten des identischen T-Zell-Klons nach einer Phase der klinischen
Remission zeigt, dass die klonalen T-Zellen persistieren missen. Bisher ist es jedoch
immer noch ungeklart, in welchen Kompartimenten die klonale T-Zellpopulation
persistiert. Eine mdgliche Hypothese ist, dass die neoplastischen T-Zellen im
peripheren Blut disseminieren und sich von dort immer wieder neu in der Haut

manifestieren und dadurch neue Hautlasionen hervorrufen.

Ziel dieser Arbeit war es zu klaren, ob der krankheitsverursachende T-Zell-Klon im
peripheren Blut persistiert. Um dieser Frage nachzugehen, wurden 43 Haut- und 83
korrespondierende Blutproben von insgesamt 31 histologisch und klinisch sicher
diagnostizierten Patienten auf ihre TCR-Genumlagerungen analysiert und verglichen.

Dabei wurde ein besonderes Augenmerk auf die Entitat der LyP gelegt.

6.1 Methodik

Bei Patienten mit suspekten kutanen Lymphoproliferationen kann in vielen Fallen durch
die gemeinsame Evaluation des klinischen und histopathologischen Bildes eine sichere
Diagnose bezlglich der Dignitat und Entitat der Hauterscheinung gestellt werden. Das
grole und zum Teil Uberlappende klinische und histologische Spektrum der kutanen
lymphoproliferativen Erkrankungen erschwert jedoch die Diagnose, so dass in 5-10 %
der Falle nicht immer sicher zwischen malignen CTCL und benignen lymphoproliferativ-
inflammatorischen Hauterkrankungen unterschieden werden kann (Van Dongen et al.
2003). Schwierigkeiten bereitet die Diagnosestellung insbesondere bei frihen Stadien
und bei seltenen Entitdten der CTCL. Die Diagnose einer bdsartigen Hautveranderung

wird dabei durch die Klonalitdtsanalyse unterstitzt, die darauf basiert, dass die
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malignen T-Zellen einen gemeinsamen klonalen Ursprung haben. In diesen Fallen ist
der Nachweis klonaler T-Zellproliferationen durch die identisch umgelagerten TCR-

Gene eine wertvolle Hilfe.

In der Vergangenheit wurden einige Methoden entwickelt, um Klonalitat unter den
T-Zellen zu detektieren. Die Southern-Blot-Analyse galt dabei viele Jahre lang als
Goldstandard (Weiss et al 1986). Trotz der hohen Zuverlassigkeit dieser Methode
wurde sie in den letzten Jahren immer mehr von der PCR-Methode abgeldst (Bourguin
et al, 1990, Weiss und Spagnolo 1993). Im Gegensatz zur Southern-Blot-Analyse
uberzeugte die PCR-Methode durch ihren geringeren Zeit- (Tage) und Kostenaufwand.
Des Weiteren ermdglicht sie die Verwendung geringerer Mengen an DNA, auch
niedriger Qualitat, und hat eine hohere Sensitivitat von 1-5%. Durch diese
Gegebenheiten konnte die PCR-Methode auch in der Routine Ublichen Formalin-
fixierten und Paraffin-eingebettetem Material angewandt werden. Ferner ist auch das
Arbeiten mit radioaktivem Material nicht mehr notwendig (Wan et al. 1990, Trainor et al.
1991, Slack et al. 1993, Hodges et al. 2003, Lukowsky 2003).

6.1.1  Auswahl des Primersystems

In der vorliegenden Arbeit wurde die Klonalitatsanalyse des TCR-y-Genlokus
durchgefuhrt. Der TCR-y ist eine bevorzugte Zielstruktur der Klonalitatsanalysen, da die
Gene bereits sehr frih wahrend der T-Zellreifung umgelagert werden. Ferner ist die
TCR-y-Genumlagerung im Genom der meisten reifen T-Zellen verankert, unabhangig
davon, ob diese an ihrer Zelloberflache das a/f oder y/& Herterodimer exprimieren
(Bachelez 1999).

Im Gegensatz zu den anderen TCR-Genloci ist die Genomstruktur des TCR-y einfacher
strukturiert. Die limitierte Anzahl von nur vier Vy-Genfamilien mit ihren 14
Gensegmenten und den funf Jy-Gensegmenten ermdglicht die Amplifizierung fast aller
modglichen Vy-Jy-Kombinationen mit nur wenigen Primern. Die diagnostische
Sensitivitat hangt dabei von dem Bruchstick der V- und J-Gensegmente ab, die von
den Primern erkannt werden. Fur eine optimale TCR-y-PCR sollten moglichst alle vier

y-Gensegmente in Kombination mit den J1- und J2-Segmenten analysiert werden.

In Bezug auf die CTCL konnten klonale TCR-Genulagerungen in 50-90 %
nachgewiesen werden (Wood et al. 1994, Algara et al 1994, Theodorou et al. 1995,
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Bakels et al 1997, Muche et al. 1997, Delfau-Larue 1998, Dippel et al. 1999, Lukowsky
et al. 2002, Humme et al. 2009). Diese grol’e Bandbreite resultiert sowohl aus der
Untersuchung unterschiedlicher Entitaten und variierender Stadien, als auch aus der
Verwendung von unterschiedlichen Primersystemen mit verschieden
Sensitivitatsgraden sowie der angewandten Techniken zur weiteren Auftrennung der
PCR-Amplifikate.

Bis zur Entwicklung der Biomed-2 Primer im Jahre 2003 (van Dongen et al. 2003)
wurden viele verschiedene Primersets mit unterschiedlichster Sensitivitat und Eignung
verwendet, was die Vergleichbarkeit der Klonalitatsergebnisse einzelner Studien stark
erschwerte. Erst die Biomed-2 Concerted Action entwickelte erstmalig standardisierte
und hoch sensitive Primer im Hinblick auf eine zuverlassige Klonalitatsdetektion in
suspekten Lymphoproliferationen. Die Verwendung dieser Primer ermdglicht daher
erstmalig den hochsensitiven Vergleich bezlglich der Klonalitatsdiagnostik zwischen
unterschiedlichen Insituten bzw. Studien (van Dongen et al. 2003, van Krieken et al.
2007, Bruggemann et al. 2007). Basierend auf diesen Grundlagen wurden die Biomed-2
Primer fur den TCR-y-Genkomplex in dieser Arbeit verwendet. Es handelt sich dabei
um vier Vy- und zwei Jy-Primer, die auf zwei Multiplextubes verteilt sind und alle
relevanten Gensegmente des TCR-y-Genkomplexes hochspezifisch erfassen. Da die
Genumlagerungen des Vy12-Segments extrem ungewodhnlich sind und ferner die
Analyse des Jy1.2-Gensegments zu falsch positiven Ergebnissen fuhren kann, wurden
diese Gensegmente bewusst von der Primersynthese ausgeschlossen. Somit entstand
eine minimale Anzahl an hochspezifischen und informativen Primern, die ferner das

Risiko falsch positiver Ergebnisse minimieren (van Dongen et al. 2003).

6.1.2 Auftrennung der PCR Amplifikate mittels Genescan

Die Detektionsstarke klonaler Genumlagerungen basiert jedoch nicht nur auf der PCR-
bzw. Primersensitivitat, sondern auch auf dem anschlieBenden Verfahren der Amplifi-
katauftrennung. Die geringe GroRenauftrennung der PCR-Amplifikate durch eine
herkdbmmliche Agarosegel- oder Polyacrylamidgelelektrophorese kann in vielen Fallen
nicht eindeutig zwischen einer monoklonalen und polyklonalen TCR-Genkonfiguration
unterscheiden (Kneba et al. 1994, Witzens et al. 1997, Scheller et al. 1998, Lukowsky et

al. 2002). Daher wurde die Agarosegelelektrophorese in dieser Studie lediglich zur
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Verifikation der PCR-Amplifikate verwendet, um so bei fehlenden PCR-Produkten die

folgenden kostspieligen Analyseverfahren zu vermeiden.

Um mit groBer Zuverlassigkeit klonale TCR-Genumlagerungen zu identifizieren, wird
daher eine hochentwickelte und technisch anspruchsvolle ,high resolution®
Elektrophorese wie die Genescan Methode erforderlich (Simon et al. 1998). Die hohe
Sensitivitdt und Uberlegenheit dieser Methode konnte bereits in mehreren Studien an
kutanen Lymphomen belegt werden (Kneba et al. 1995, Simon et al. 1998, Dippel et al.
1999, Assaf et al. 2000, Assaf et al. 2005). Im Vergleich zu anderen hochauflésenden
Elektrophoresen hat die Fluoreszent-Fragment-Analyse (FFA, Genescan) mehrere
Vorteile. Die genaue Bemessung der einzelnen PCR-Produktldangen ermdoglicht den
Klonalitatsvergleich unterschiedlicher Proben eines Patienten, ohne dass eine
Sequenzierung erforderlich wird. Dies ist z. B. bei der Tumorausbreitungsdiagnostik
(Monitoring) von praktischer Relevanz (Assaf 2004, Assaf et al. 2005). Die exakte
Analyse der Amplifikatgrolen mit bis zu einem Basenpaar Langenunterschied
ermoglicht es weiterhin im Vergleich mehrerer Proben eines Patienten denkbare
Kreuzkontaminationen zu erkennen. Die FFA funktioniert weiterhin automatisch und
schnell, bendtigt jedoch relativ teures Equipment (van Dongen et al. 2003, Lukowsky et
al. 2002, Dippel et al. 1999). Im Hinblick auf die Sensitivitat ermdglicht dieses Verfahren
ein Detektionslimit von ca. 0,5 % bis 1 % klonaler TCR-Genumlagerungen (Meyer et al.
1997, Dippel et al. 1999, Lukowsky et al. 2002, Lukowsy et al. 2010).

6.2 Detektionsrate klonaler T-Zellpopulationen in der Haut von
Patienten mit LyP

Weiss et al. waren die Ersten, die zeigten, dass der LyP eine klonale T-Zellpopulation

zugrunde liegt. Sie analysierten 1986 die DNA der Hautlasionen von sechs Patienten

auf ihre B- und y-TCR-Genumlagerungen mit der Southern-Blot-Technik und fanden in

funf der sechs Patienten (83 %) klonale Genumlagerungen (Weiss et al. 1986).

In darauffolgenden Studien konnten mittels Southern-Blot-Analyse klonale
Genumlagerungen in der Haut von Patienten mit LyP in 45 — 83% gezeigt werden
(Weiss et al. 1986, Kadin et al. 1987, Whittaker et al. 1991, EI-Azhary et al. 1994).
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1996 analysierten Chott et al. multiple Proben von elf Patienten mittels PCR und
detektierten bei neun der elf Patienten (82 %) Klonalitat in den Hautldsionen (Chott et
al. 1996).

Die in dieser Arbeit vorgelegte Detektionsrate eines dominanten T-Zell-Klons in der
Haut bei 81 % der analysierten Patienten mit LyP stimmt mit denen aus
vorausgegangenen Publikationen (45-83 %) Uberein (Humme et al. 2009). Des
Weiteren unterstreicht die vergleichbar hohe Detektionsrate die Sensitivitat der

analytischen Methode.

Trotz der Tatsache, dass es sich bei der LyP um ein kutanes T-Zell-Lymphom mit
klonalen T-Zellpopulationen handelt, kann nicht in allen Fallen eine klonale TCR-
Genumlagerung nachgewiesen werden (Weiss et al. 1986, Kadin et al. 1987, Whittaker
et al. 1991, EI-Azhary et al. 1994, Greisser et al. 2006, Kadin et al. 2006, Humme et al.
2009). Dies schlie3t jedoch nicht zwangslaufig die Abwesenheit eines solchen Klons
aus. Der fehlende Nachweis einer klonalen T-Zellopulation sowie die Schwankung der
unterschiedlichen Detektionsraten von 45-83 % Klonalitat in den Hautproben kénnen
sowohl a) auf methodischen als auch b) auf biologischen Gegebenheiten basieren, das

im Folgenden diskutiert wird (van Dongen und Wolvers-Tettero 1991).

Zu a) Die o. g. Ergebnisse basieren auf zwei unterschiedlichen analytischen Verfahren,
der Southern-Blot-Analyse und der PCR-Technik. Wie oben beschrieben werden zur
Klonalitatsdetektion mit der Southern-Blot-Methode gréRere Mengen hochwertiger DNA
bendtigt als bei der PCR-Analyse. Eine geringe Menge an klonaler DNA bzw. DNA
niedriger Qualitat durch z. B. bereits eingetretene DNA-Fragmentation kann somit zu

einem falsch negativen Klonalitatsnachweis fuhren.

Des Weiteren wurden in der Vergangenheit viele unterschiedliche Primersysteme und
Auftrennungsverfahren unterschiedlichster Sensitivitdt angewandt. Dabei waren viele
Primersysteme nicht befahigt, alle méglichen Genumlagerungen zu erkennen. Klone mit
seltenen Rearrangements wurden somit nicht amplifiziert und detektiert. Erst durch die
Biomed-2 Arbeit konnte nun erstmalig ein standardisiertes Primersystem entwickelt
werden, fur das gezeigt wurde, dass es so gut wie alle mdglichen Genumlagerungen

mit grol3er Zuverlassigkeit erkennt (van Dongen et al. 2003, van Krieken et al. 2007).

Zu b) Die fehlende Detektion einer klonalen T-Zellpopulation kann auch durch eine

niedrige Zahl klonaler Zellen in einem starken entzindlichen Infiltrat erklart werden, so
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wie es besonders fur den histologischen Typ A der LyP charakteristisch ist. Der klonale
Peak, der aus den wenigen klonalen T-Zellen hervorgeht, wird dabei durch das starke

polyklonale Profil der dominierenden inflammatorischen Zellen tUberlagert.

Diese analytischen und biologischen Herausforderungen kdnnten auch erklaren, warum
Greisser et. al 2006 in nur vier von 18 Patienten mit LyP der Nachweis eines T-Zell-
Klons mittels der Kombination aus PCR und Genescan Technik gelang. In Hinblick auf
die histologischen Subtypen wurde Klonalitat ausschliellich in vier von acht Proben mit
dem histologischen Subtyp C nachgewiesen, wohingegen keine der zehn Proben mit
dem histologischen Subtyp A und B Kilonalitdt aufzeigte (Greisser et al. 2006). Die
Diskrepanz zwischen dieser Studie und den hier prasentierten Daten kann dabei auf
den unterschiedlichen PCR-Protokollen, die zur Analyse der TCR-Genumlagerungen
verwendet wurden, beruhen. Im Gegensatz zur Studie von Greisser et al. kann die hohe
Sensitivitat der Biomed-2 Primer in dieser Arbeit zum Nachweis klonaler
T-Zellpopulationen auch in den fir LyP Typ A charakteristischen Hautveranderungen

mit niedriger Anzahl an Tumorzellen geflhrt haben.

6.3 Detektionsrate klonaler T-Zellpopulationen in der Haut von
Patienten mit cALCL und sALCL

Im Hinblick auf die Entitat des cALCL gelang uns der Nachweis einer klonalen
T-Zellpopulation in elf von zwdlf Hautproben (92 %) bzw. in sechs von sieben Patienten
(86 %). Diese Ergebnisse stimmen mit den meisten Studien Uberein, die den Nachweis
einer klonalen T-Zellpopulation in den Hautlasionen der meisten cALCL erbrachten
(Willemze und Meijer, 2003, Willemze et al. 2005, Greisser et al. 2006, Kadin 2006).
Das histologische Bild des cALCL ist dem Bild der LyP Typ C sehr ahnlich. Der hohe
Anteil rasenartig angeordneter CD30" Tumorzellen erklart somit die hohe
Detektionsrate klonaler T-Zellpopulationen. Der fehlende Nachweis einer klonalen
T-Zellpopulation kann auch hier durch seltene Genumlagerungen, die nicht von den
Primern erkannt werden, oder durch Maskierung der Tumorzellen durch ein stark
ausgepragtes inflammatorisches Umgebungsinfiltrat erklart werden. Bei den
sekundaren Hautmanifestationen der systemischen Form des ALCL konnte bei allen
vier Proben der drei Patienten Klonalitat aufgezeigt werden, was fir einen hohen Anteil

an Tumorzellen in den Hautveranderungen spricht.
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6.4 Klonale T-Zellpopulationen in PBMC von Patienten mit LyP

Bisher gab es nur wenige initiale Berichte Uber die Detektion klonaler
T-Zellpopulationen im peripheren Blut von Patienten mit LyP (Whittaker et al. 1991,
Schultz et al. 2005). Um diese Lucke zu schlielRen, wurden systematisch 52 Blutproben

von 21 Patienten mit LyP auf lhre TCR-y-Genumlagerungen analysiert.

Unsere Daten zeigen eine klonale T-Zellpopulation in 19 der 53 (36 %) Blutproben bzw.
bei acht der 21 (38 %) Patienten mit LyP. Jedoch zeigte der intra-individuelle Vergleich
der klonalen T-Zellpopulationen im peripheren Blut und den Hautlasionen eines jeden
Patienten  unterschiedliche = TCR-y-Genumlagerungen. Dies bedeutet unter
Berucksichtigung der PCR/Genescan Sensitivitat von 2-5%, die anhand der
Verdinnungsreihe bestimmt wurden, dass die klonalen Tumorzellen der Haut nicht im

peripheren Blut nachweisbar sind.

Whittaker et al. fUhrten bereits 1991 die Analyse der 8-, y- und 6-TCR-Gene der PBMC
von acht Patienten mit LyP durch. Um Klonalitat zu detektieren, wurden alle Proben mit
der Southern-Blot-Analyse untersucht. Hochsensitive Verfahren wie die PCR/Genescan
Methode waren zu diesem Zeitpunkt noch nicht etabliert. Die Ergebnisse zeigten keine
klonalen Genumlagerungen der PBMC bei sieben der acht Patienten. In
Ubereinstimmung mit unseren Daten zeigte nur ein Patient eine diskrete
Genumlagerung der y- und 0-Gene im peripheren Blut, wohingegen die
korrespondierende Hautprobe unterschiedliche Umlagerungen der B- und y-Gene sowie
eine Keimbahnkonfiguration des &6-TCR-Gens aufzeigte (Whittaker, 1991). Whittaker
und Mitarbeiter konnten also ebenfalls keinen identischen Klon in der Haut und dem

peripheren Blut nachweisen.

2005 publizierten Schultz et al. ihre Arbeit, in der sie Blut und korrespondierende
Hautproben von sechs Patienten mit LyP untersuchten (Schultz et al. 2005). Im
Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit beschrieben die Autoren identische
Genumlagerungen in der Haut und den PBMC von zwei der sechs (33 %) Patienten. Als
analytische Methode wurde auch hier die PCR-Methode zum Nachweis der TCR-y-
Genumlagerungen angewandt. Der Klonalitdtsnachweis erfolgte dabei jedoch nicht
durch eine ,high resolution eletrophoresis®, sondern durch eine herkdmmliche
Polyacrylamidgelelektrophorese zur Detektion klonaler Banden. Eine weitere

Auftrennung bzw. Sequenzierung zum Beweis der Identitat eines identischen T-Zell-
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Klons erfolgte jedoch nicht. Aufgrund der hier angewandten Methodik gibt es jedoch
zwei Grunde, die vermuten lassen, dass die Autoren die Detektionsrate eines
identischen T-Zell-Klons uUberschatzt haben kdénnten. Zum einen fand die Anwendung
eines Primersystems statt, das nur ca. 75 % der mdglichen TCR-y-Rearrangements
abdeckt (McCarthy et al. 1992), und zum anderen erlaubt die Aufteilung der PCR-
Amplifikate auf dem Polyacryamidgel nur die Unterscheidung von PCR-Produkten mit
einem Grolenunterschied von mehr als zehn Basenpaaren (Scheller et al. 1998). Dies
konnte falschlicherweise den Eindruck einer identischen T-Zellpopulation mit zwei

ahnlich grofen, jedoch unterschiedlichen PCR-Produkten vermittelt haben.

Die vorliegende Arbeit ist daher die erste, bei der gestutzt auf dem hochsensitiven
Biomed-2 Primerset in Kombination mit der PCR/Genescan Methode vergleichende
Klonalitatsanalysen der Haut und Blutproben systematisch an einem groReren

Patientenkollektiv mit LyP durchgefuhrt wurde.

6.5 Klonale T-Zellpopulationen in PBMC von Patienten mit cALCL
und sALCL

Bei den Patienten mit cALCL konnte in 16 von 27 Proben (59 %) bzw. bei sechs der
sieben Patienten (86 %) ein dominanter T-Zell-Klon detektiert werden. Auch bei dieser
Entitat konnte durch den Vergleich von Haut- und korrespondierenden Blutproben kein
identischer Klon in der Haut und im peripheren Blut nachgewiesen werden. Bisher gibt
es nur eine grolRere Studie, die Uber Klonalitat im peripheren Blut bei Patienten mit
cALCL berichtet. Gegensatzlich zu dieser Arbeit beschrieben Dereure et al. 2003 den
Nachweis von Klonalitat in PBMC bei drei von neun Patienten mit cALCL, wobei zwei
der Patienten identische TCR-y-Genumlagerungen in den beiden Kompartimenten Blut
und Haut zeigten. In Ubereinstimmung mit unserer Arbeit wurde auch hier die PCR-
Analyse mit der Genescan Methode zum Klonalitatsnachweis kombiniert. Jedoch geht
aus ihrer Arbeit nicht hervor, ob es sich bei den zwei 0.g. Hautbiopsien um primare oder
sekundare Hautlasionen des ALCL handelt, welche beide von den Autoren untersucht

wurden (Dereure et al. 2003).

Interessanterweise gelang uns bei der systemischen Form des ALCL (sALCL) bei
keinem der drei Patienten der Nachweis einer klonalen T-Zellpopulation im peripheren
Blut. Aufgrund der niedrigen Fallzahl Iasst sich jedoch eine klonale T-Zellpopulation im

peripheren Blut bei dieser Entitat nicht ausschlieRen. Ferner besteht auch hier die
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Moglichkeit, dass die Ubrigen polyklonalen T-Lymphozyten des peripheren Blutes den
klonalen Peak der transformierten T-Zellen Uberdecken. Hingegen finden beim sALCL
im fortgeschrittenen Stadium mit Knochenmarkbeteiligung, auch im peripheren Blut
Tumorzellen (Damm-Welk et al. 2007). Dieses aggressive Verhalten des sALCL findet

sich in der Regel nicht bei der kutanen Variante.

6.6 Pseudoklonalitat

Mit zunehmender Sensitivitat der Klonalitdtsdiagnostik konnte in vergangenen Studien
bei einigen T- und B-Zell-Entitaten Klonalitat detektiert werden, die sich bei wiederholter
Probenanalyse nicht verifizieren liel3 (Dippel et al. 1999, Klemke et al. 2002, Hummel
und Stein 2003, Hummel et al. 2006). Diese Falle, die nicht die identische TCR-
Genumalgerung in der wiederholten PCR-Analyse derselben Probe zeigen, werden per
Definition als ,pseudoklonal® bezeichnet. Die genaue Ursache dieses Phanomens ist
noch nicht geklart. Sie scheint jedoch auf einem PCR-Artefakt, basierend auf
eingeschrankter DNA-Qualitdt weniger reaktiver T-Zellen im Paraffinmaterial, zu
beruhen. Im Gegensatz zu den pseudoklonalen Fallen lassen sich die PCR-Produkte
der malignen Lymphoproliferationen exakt reproduzieren. Um falsch positiven
Ergebnissen durch Pseudoklonalitat entgegenzuwirken, wurde in den letzten Jahren
immer mehr auf die Relevanz der mindestens doppelten Probenanalyse hingewiesen
(Assaf et al. 2000, Klemke et al. 2002, Hummel und Stein 2003, van Krieken et al.
2007).

Bei der Analyse der Proben dieser Studie konnten die klonalen T-Zellpopulationen
meist durch identische TCR-Genumlagerungen in multiplen Haut- oder Blutproben
eines Patienten verifiziert werden. Von den Patienten, von denen nur singulare Haut-
oder Blutproben verflUgbar waren oder sich nur in einer Haut- bzw. Blutprobe ein
dominanter T-Zell-Klon zeigte, wurden erneute PCR/Genescan Analysen durchgefluhrt.
Durch die wiederholte Detektion des identischen T-Zell-Klons kénnen somit falsch
positive Ergebnisse durch Pseudoklonalitédt in dieser Studie mit groRRer Sicherheit

ausgeschlossen werden.
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6.7 Persistenz der klonalen T-Zellpopulation im peripheren Blut

Unsere Daten zeigen, dass sich die klonale Tumorzellpopulation der Hautlasionen bei
Patienten mit primar kutanen CD30" Lymphoproliferationen nicht im peripheren Blut

nachweisen lassen. Es gibt zwei Moglichkeiten, die diese Ergebnisse erklaren kénnen.

1) Die malignen klonalen T-Zellen zirkulieren in so geringer Anzahl im peripheren Blut,
dass sie durch die angewandte Methode nicht detektiert werden kdénnen. Die
Verdinnungsreihe zeigt, dass erst eine Gesamtanzahl von 2-5 % klonaler T-Zellen
unter allen T-Lymphozyten zum Nachweis eines klonalen Peaks Uber dem polyklonalen
Hintergrund fuhrt.

2) Die malignen Zellen persistieren nicht im peripheren Blut, sondern in einem anderen
Kompartiment. Gniadecki et al. veroffentlichten hierzu 2003 zwei Fallbeispiele. Sie
beschrieben zwei Patienten, die drei bzw. vier Jahre vor dem Auftreten der LyP wegen
eines Burkitt Lymphoms bzw. eines kleinzelligen B-Zell-Lymphoms behandelt wurden.
Die Autoren analysierten die TCR-Genumlagerungen der Hautlasionen, der PBMC
sowie des Knochenmarks mittels der PCR/Genescan Methode. Des Weiteren fand auch
die Untersuchung von archivietem Knochenmark, das Jahre vor dem Auftreten der
initialen LyP-Hautlasionen entnommen wurde, statt. In beiden Fallen konnte in den
Proben eine identische monoklonale TCR-Genumlagerung detektiert werden. Gniadecki
und Kollegen stellten die These auf, dass die initiale maligne Transformation der LyP im
Knochenmark und nicht in der Haut auftritt und somit das Knochenmark das
Kompartiment darstellt, von dem die klonalen Zellen der LyP ausgehen und
persistieren. Im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit gelang es ihnen jedoch bei
einem Patienten, den T-Zell-Klon auch im peripheren Blut aufzuzeigen, und das sogar
mit einer zehnfach hoheren Haufigkeit als im Knochmark. Aufgrund dieser Beobachtung
hielten die Autoren eine Rezirkulation der malignen Zellen zwischen der Haut- und dem
Blutkompartiment flr sehr wahrscheinlich (Gniadecki et al. 2003). Diese Hypothese

kann jedoch durch die Daten dieser Arbeit nicht bestatigt werden.
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6.8 T-Zell-Klonalitdt im peripheren Blut bei MF,
Autoimmunerkrankungen und anderen Malignomen

Obwohl bei keinem der 31 Patienten der identische T-Zell-Klon in der Haut und im

peripheren Blut nachgewiesen werden konnte, zeigten sich bei 14 der 31 Patienten

(45 %) klonale T-Zellpopulationen im peripheren Blut und lieRen sich zum Teil Uber

mehrere Jahre nachweisen.

In der Vergangenheit wurden Klonalitatsanalysen bereits flr andere Entitaten der primar
kutanen lymphoproliferativen Erkrankungen durchgeflhrt. Muche et al. detektierten
identische TCR-Genumlagerungen in der lasionalen Haut und dem peripheren Blut von
23 von 64 (36 %) Patienten mit Mycosis fungoides und zeigten somit die hamatogene
Ausbreitung der malignen T-Zellen (Muche et al. 1997). Signifikante Unterschiede in

Bezug auf die Tumorstadien wurden dabei nicht beobachtet.

In Analogie zu unseren Ergebnissen konnten in darauffolgenden Studien mit grof3en
Patientenzahlen ebenfalls unterschiedliche klonale T-Zellproliferationen in den beiden
Kompartimenten Blut und Haut aufgezeigt werden. Insgesamt konnten ungleiche
klonale T-Zellproliferationen im peripheren Blut in 48-73 % der Patienten detektiert
werden (Delfau-Larue et al. 1998, Muche et al. 2003).

Des Weiteren konnten klonale T-Zellpopulationen im peripheren Blut von gesunden
Probanden (5 von 38), bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen (3 von 8), mit MF
(8 von 64) und bei anderen Hautkrebsarten (keine Lymphome (neun von 39) (Muche et
al. 2003) sowie bei Patienten mit Kollagenosen (50 von 97) nachgewiesen werden
(Dereure et al. 2006).

Aus diesen Ergebnissen lasst sich die Hypothese ableiten, dass sowohl Autoimmun- als
auch maligne Erkrankungen in direktem Zusammenhang mit der Entstehung von

reaktiven nicht malignen T-Zellpopulationen stehen.

6.9 TCR-Repertoire Analyse

Wie aus den oben genannten Studien hervorgeht, ist der alleinige Nachweis eines
dominanten T-Zell-Klons im peripheren Blut nicht unbedingt mit einer T-Zell abhangigen
Erkrankung assoziiert. Um einen detaillierteren Einblick bezuglich der Konstitution des
gesamten T-Zell-Rezeptor-Repertoires zu erhalten, wurde aus den PBMC von zehn

Patienten die CDR3-Spectratyping Analyse durchgefuhrt. Die Darstellung der CDR3-
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Langenverteilungen aller 24 verschiedenen VB-Familiengene ermdglicht dadurch eine
klarere Vorstellung Uber Repertoireabweichungen sowie Uber klonale T-Zell

Expansionen bei einzelnen Patienten.

Im Gegensatz zur Genescan Methode, die auf der DNA-Analyse beruht, basiert das
Immunoscope/TcLandscape Verfahren auf mRNA Ebene. Dies hat zur Folge, dass
auch quantitative Aspekte wie z. B. T-Zell Aktivierung durch hdhere Transkriptionsraten

der TCR-kodierenden Gene in die Ergebnisse mit einflieRen.

Die Daten unserer Immunoscopeanalyse zeigen, dass die Erfassung einer klonalen
TCR-Genumlagerung im peripheren Blut in fast allen Fallen mit einer deutlichen
Veranderung der CDRS3-Langenverteilung und folglich auch des TCR-Repertoires
assoziiert ist. Im Gegensatz dazu demonstrierten die Patienten, bei denen kein T-Zell-

Klon im Blut detektierbar war, ein nahezu normales und balanciertes TCR-Repertoire.

Eine deutlich hervortretende Reprasentation einer bestimmten Vp-Familie auf dem
quantitativen Level weist somit auf die starke Proliferation einer T-Zellsubpopulation hin,
die mdglicherweise als Antwort auf tumorassoziierte Antigene hervorgerufen wird.
Albers et al. fuhrten TCR-Repertoire Analysen anhand von tumorinfiltrierenden
Lymphozyten und peripheren Blut T-Zellen bei Patienten mit Plattenepithelkarzinomen
des Kopfes und Halses durch. lhre Ergebnisse zeigten identische TCR-V[3-
Repertoireveranderungen bei den tumorinfiltrierenden T-Zellen und den zirkulierenden
Blut Lymphozyten. Da bestimmt TCR-Repertoireveranderungen ofters bei Patienten mit
der gleichen Tumorart auftreten wurde angenommen, dass sie Expansionen

tumorassoziierter T-Zellen darstellen (Albers et al. 2006).

Dies bedeutet, dass eine T-Zellpopulation ein bestimmtes Protein, das von den
Tumorzellen exprimiert wird oder auch sezerniert wird, als Antigen erkennt und
daraufhin diese T-Zellpopulation proliferiert (Kumamaru et al. 2004). Aufgrund der sehr
hohen Sensitivitat der Immunoscope/TcLandscape Analyse bzw. auch durch die
hochsensitive PCR/Genescan Methode konnen diese reaktiven, nicht malignen

T-Zellpopulationen detektiert werden.

Auch andere Arbeiten unterstutzen diese Hypothese. Bei Patienten mit Sézary Syndrom
konnten neben identischen T-Zell-Klonen der Haut und des peripheren Blutes noch
weitere transitorische Peaks im peripheren Blut mit der Immunoscopemethode

detektiert werden. Auch diese zusatzlichen T-Zell-Klone wurden als nichtmaligne
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reaktive Lymphoproliferationen auf ein unbekanntes Tumorantigen gedeutet (Ingen-
Housz-Oro et al. 2002). Ortonne et al. charakterisierten diese klonalen unspezifischen
T-Zellpopulationen des peripheren Blutes anhand ihrer TCR-V(B-, CD158k- und
Vimentinexpression an der Zelloberflache. Dabei wird CD158k von den malignen
Sézary Zellen exprimiert und Vimentin sowohl an der Zelloberflache von Sézary Zellen
als auch von nichtmalignen reaktiven Lymphozyten exprimiert. Ihre Ergebnisse zeigten
klonale T-Zellpopulationen mit einem groRen Anteil an Vimentin und dem Fehlen des
CD158k Oberflachenmarkers als weiteres Indiz fur die Gegenwart von nichtmalignen
reaktiven klonalen T-Zellen im peripheren Blut von Patienten mit Sézary Syndrom
(Ortonne et al. 2006).

Auch fir andere Tumorentititen wie das maligne Melanom oder das
Plattenepithelkarzinom konnten reaktive T-Zellpopulationen im peripheren Blut
identifiziert werden. Hier gelang bereits die Isolierung von tumorassoziierten Antigenen
(MART-1, SART-1) (Terheyden et al. 2003, Kumamaru et al. 2004).

6.10 Altersverteilung bei Patienten mit nicht tumorassoziierten
klonalen T-Zellproliferationen im peripheren Blut

In bisherigen Studien wurde das Auftreten von unspezifischen klonalen

T-Zellpopulationen im peripheren Blut, genauso wie Abweichungen des TCR-

Repertoires, besonders bei alteren Patienten beobachtet (Muche et al. 2003, Schwab et

al. 1997, Posnett et al. 1994, Naylor et al. 2005, Vallejo 2007).

Es konnte gezeigt werden, dass die TCR-Vielfalt fir gewdhnlich bis zum 65. Lebensjahr
beibehalten wird und anschlieRend rapide abschwacht und verloren geht (Naylor et al.
2005). Vallejo lieferte 2007 ein detailliertes Konzept, das die Veranderungen des TCR-
Repertoires wahrend des physiologischen Alterungsprozesses aufzeigte. Dabei kommt
es mit dem Einsetzen der Pubertat zur Thymusinvolution, was die Produktion von
neuen naiven T-Zellen stark abschwacht. Dadurch haben &ltere Menschen stark
eingeschrankte Moglichkeiten, ihren Pool nativer T-Zellen aufzufullen. Antigenkontakte
wahrend der Lebenszeit vermindern weiter die Reserve an nativen T-Zellen, indem die
nativen T-Zellen auf Antigenkontakte proliferieren und klonal expandieren. Die meisten
dieser T-Zellpopulationen gehen nach dem Antigenkontakt in die Apoptose Uber. Ein
kleiner Anteil Uberlebt jedoch in Form von langlebigen Memoryzellen. Diese zum Teil

klonalen Memory-T-Zellpopulationen resultieren im Zusammenhang mit der
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eingeschrankten  Vielfalt nativer T-Zellen in den detektierbaren TCR-

Repertoireveranderungen (Vallejo 2007).

Um auszuschlieBen, dass die Detektion der nicht tumorspezifischen klonalen
T-Zellpopulationen im peripheren Blut bei dem hier untersuchten Patientenkollektiv
lediglich die physiologischen Alterserscheinungen des Immunsystems widerspiegelt,
wurde eine Altersanalyse der Patienten durchgefuhrt. Im Gegensatz zu den oben
beschriebenen Daten war die Patientengruppe dieser Studie, die einen nicht
tumorspezifischen dominanten T-Zell-Klon im peripheren Blut demonstrierte, deutlich
junger als 65 Jahre (Durchschnittsalter 52 Jahre, 30-70 Jahre, n=8). Des Weiteren
waren auch alle Patienten mit TCR-Repertoireveranderungen junger als 65 Jahre (51,
59, 60 und 61 Jahre). Die Daten zeigen also, dass die nicht tumorspezifischen klonalen
T-Zellpopulationen bei Patienten mit CD30" kutanen Lymphoproliferationen bereits

frGher als physiologisch erwartet auftreten.

6.11 Bedeutung der nicht tumoridentischen klonalen
T-Zellpopulationen im peripheren Blut

Interessanterweise wurden Abweichungen des TCR-Immunrepertoires im peripheren
Blut auch bei jingeren Patienten, die an chronischen Erkrankungen wie z. B. CMV-
Infektionen leiden, beschrieben (Koch et al. 2006, Looney et al. 1999). Ferner wurde
darUber berichtet, dass Patienten, die seropositiv fur eine CMV-Infektion sind, ahnliche
T-Zell-Repertoireveranderungen aufzeigten, wie sie auch bei der Immunseneszenz zu
verzeichnen sind. Dies deutet darauf hin, dass Antigenstimulationen durch
persistierende oder periodische virale Infektionen vergleichbare Effekte auf das TCR-

Repertoire haben konnten.

Eingeschrankte CDR3-Langenverteilungen wurden, wie bereits oben erwahnt, auch far
andere Tumorentitaten beschrieben (Albers et al. 2006). Aber auch fur den Formenkreis
der kutanen T-Zell-Lymphome existieren solche Daten. Yawalker et al. untersuchten
periphere Blut T-Zellen von Patienten mit CTCL mittels der CDR3-Spectratyping
Analyse und fanden tiefgreifende Abweichungen der TCR-Repertoire Komplexitat in
Abhangigkeit vom Krankheitsstadium (Yawalker et al. 2003). Auch hier wurden
abermals nicht tumoridentische klonale T-Zellpopulationen detektiert. Yawalker und

Kollegen interpretierten das Auftreten klonaler T-Zell Expansionen als gleichzeitige
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Minderung und Kontraktion des Ubrigen TCR-Repertoires mit erheblichem Verlust der

TCR-Vielfalt sowie Verlust der Immunkompetenz.

Betrachtet man jedoch die Klonalitatsprofile der TclLandscape Analyse und die
Immunoscope Daten im Kontext des auf der PCR-Methode beruhenden Experiments
zur Sensitivitatsbestimmung, gibt es noch eine alternative Interpretation. Bereits 10 %
klonaler T-Zellen vermischt mit einer polyklonalen T-Zellpopulation generieren ein
Genescan Profil, das eine eindeutige Dominanz der klonalen T-Zellpopulation tUber den
ubrigen T-Zellen suggeriert. Die anderen T-Zellpopulationen scheinen deutlich reduziert
vorhanden zu sein, obwohl immer noch die Mehrzahl (90 %) aller T-Zellen polyklonal
sind. Da bei der Immunoscopeanalyse die 24 verschiedenen V3-Familien einzeln auf
diese Weise analysiert werden, wird die Sensitivitat der Detektion einer klonalen
T-Zellpopulation hier noch betrachtlich erhoht. Dies hat zur Folge, dass die Darstellung
eines einzelstehenden hohen Peaks in der TcLandscape Abbildung meist nur niedrige
oder gelegentlich auch keine Peaks der Ubrigen VB-Familien anzeigt. Dies bedeutet
aber nicht, dass die T-Zellpopulationen der anderen VB-Familen mit ihren
unterschiedlichen CDR3-Genumlagerungen nicht existieren, sondern resultiert aufgrund
der Darstellung der relativen Haufigkeiten der einzelnen T-Zellpopulationen im
Vergleich zueinander. Eine starke Abweichung der CDR3-Langenverteilung auf der
quantitativen Ebene muss daher nicht zwangslaufig mit einer reduzierten

Immunkompetenz assoziiert sein.

Vielmehr lassen die vorausgegangenen Studien sowie auch die hier prasentierten
Daten vermuten, dass die Veranderungen im TCR-Repertoire mit dem Hervortreten
einzelner nichtmaligner T-Zellproliferationen madglicherweise in Relation mit einer
persistierenden Stimulation der peripheren Blut T-Zellen durch unbekannte Antigene
stehen. Durch die Altersanalyse der Patienten konnte weiter gezeigt werden, dass die
klonalen T-Zellpopulationen bei Patienten mit kutanen lymphoproliferativen
Erkrankungen friher als physiologisch erwartet auftreten. Diese Beobachtung spricht
fur einen mdoglichen Zusammenhang der reaktiven klonalen T-Zellproliferationen mit

den CD30" Lymphoproliferationen.

Aufgrund dieser Daten resultiert die Hypothese, dass die unspezifischen klonalen
T-Zellpopulationen des peripheren Blutes den Ausdruck einer tumorantigenspezifischen

reaktiven T-Zellproliferation darstellen. Der genaue Pathomechanismus, mdgliche
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Antigenstrukturen sowie die prognostische Bedeutung der reaktiven T-Zellen bleiben

jedoch zunachst noch ungeklart.
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