5 Diskussion

5.1  Methoden zur Diagnostik von Lymphomen im Vergleich

In den letzten Jahren haben sich die PCR-gestiitzten, molekularbiologischen Methoden in der
Diagnostik kutaner T-Zell-Lymphome weitgehend gegen andere Methoden durchgesetzt.
Vornehmlich liegt dies daran, dass Klonalitét als mutmaBlich sicheres Zeichen einer malignen
Zelltransformation durch neue Auftrennungsmethoden mit hoher Trennschirfe zuverlassiger
nachgewiesen werden kann. Nichtsdestoweniger bleibt die Frithdiagnose mit der hdchsten
Potenz einer Lebenszeitverlingerung auch mit dieser Methode trotzdem kein leicht zu
gewdhrleistendes Ziel.

Fiir die Frithdiagnostik durch PCR ist hierbei die anfangs haufig geringe Dichte des klonalen
T-Zellinfiltrates ein limitierender Faktor. Diese liegt dann unter der im Einleitungsteil mit 1-
5% klonalen Zellen vor polyklonalem Hintergrund angegebenen Nachweisgrenze>’®. Aber
selbstverstindlich weisen auch alle {ibrigen diagnostischen Modalititen jeweils methoden-
bzw. pathomechanismusabhidngige Defizite auf. Die wichtigsten Methoden und deren
typische Nachteile sind im Folgenden dargestellt.

Histologisch wie klinisch dhnelt eine friilhe Mycosis fungoides in der Regel einem
chronischen Ekzem. So finden sich entsprechend neben Hautatrophie und milder (oder auch
fehlender) Parakeratose nur spérlich basalmembrannahe Lymphozyten, welche zudem nur
selten Kernatypien aufweisen’™. Die pathognomonischen cerebriformen Zellkerne sowie
sonstige Kernatypien sind gewohnlich spéteren Stadien der Erkrankung vorbehalten. Dazu
zdhlen iibergrofle Nuklei, bandformig unterhalb der Basalmembran gruppierte Lymphozyten
oder epidermale, zirkuldr um nekrotisch gewordene Keratinozyten angeordnete T-Zellen (so
genannte Pautriersche Mikroabszesse) sowie zytoplasmatische Halo-Phanomene.””

Die sehr spite Diagnose im Tumorstadium ist als solche unproblematisch. Hier herrscht das
Bild des unter Umstdnden metastasierenden Lymphoms vor, welches durch den verloren
gegangenen Epidermotropismus der Lymphomzellen zu erkldren ist. Die Zellen kdnnen in
diesem Fall alle Zeichen einer malignen Entartung bis zum Vorkommen von immun-
oblastischen Zellformen aufweisen.

Olerud et al. konnten zudem zeigen, dass bei einer histologischen Diagnosestellung hiufig
zahlreiche Probeentnahmen notwendig sind, die eine erhebliche Patientenbelastung
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darstellen . Diese Modalitit allein ist zudem in der Regel nicht fiir eine Diagnose in frithen

Krankheitsstadien ausreichend'”'. Es fehlt u.a. eine vereinheitlichte Bewertung von Bioptaten
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im Sinne eines Scores, welcher die histologischen Charakteristika von malignen Zellen
gewichtet' .

Ein anderes diagnostisches Mittel ist die Elektronenmikroskopie, die vornehmlich auf dem
ultrastrukturellen Nachweis malignitdtsverddchtiger Verdanderungen, insbesondere des Zell-
kerns beruht.

Hier handelt es sich vor allem um randstindige Chromatinkondensationen, tiefe Kern-
membraninvaginationen, ,,nukledre Taschen® sowie eine Erhoéhung des DNA-Inhaltes der
Kerne iiber das normale diploide Niveau. Dieser Methodik wurde eine Uberlegenheit
gegeniiber der herkdmmlichen Histologie bescheinigt'®.

Die Erfassung weiterer Aspekte der Mikroarchitektur kutaner Lymphome, die {iber die
Deskription der eigentlichen Lymphozyten hinausgehen, ist hingegen eher von akademischem
Interesse. In der Hauptsache wédren die Expressionsdiversitit von ICAM-1 und HLA-
Molekiilen auf der Oberfliche von Keratinozyten in der Epidermis von MF-Patienten im
Gegensatz zu anderen chronischen Dermatosen'®* zu nennen. Zu erwihnen ist schlieBlich der
hohe technische, zeitliche und nicht zuletzt infrastrukturelle und damit finanzielle Aufwand
der Elektronenmikroskopie. Zudem ist sie stark untersucherabhingig, so dass sie sich in der
Routinediagnostik von Lymphomen letztlich nicht durchsetzen konnte und besonderen
Fragestellungen vorbehalten blieb.

Auf die Immunphéanotypisierung als Methode zur Erfassung des Oberflichenmolekiilmusters
wurde bereits in der Einleitung eingegangen. Thre Aussagekraft in Bezug auf die Frithdiagno-
se von Lymphomen ist dabei stets kontrovers diskutiert worden. Wie bereits zuvor erwihnt,
ist der Verlust der CD-7-Expression bzw. anderer T-Zellantigene wie CD-2, CD-3, CD-4 oder
die neuere Beschreibung des auf klonalen Zellen offenbar fehlenden CD-158k'>!¢ diagnose-
erleichternd. Diese Befunde sind aber fiir sich allein nicht fiir eine Diagnose ausreichend,
zumal insbesondere der CD-7-Expressionsverlust erst im Plaque- bzw. Tumorstadium der MF
am ausgeprigtesten vorliegt'®.

Ein neuer Ansatz beruht auf der semiquantitativen Bestimmung der CD-8/CD-3-Ratio von
Lymphozyten der Dermis bzw. Epidermis. Laut Ortonne et al. ist dieser zudem fiir die Friih-
diagnostik geeignet'®®. Da die Mycosis fungoides meistens ein Lymphom der CD-4-positiven
Helferzellen ist, wird bei diesem Phénotyp eine Verringerung der CD-8/CD-3-Ratio (da CD-3
als Pan-T-Zellmarker auf Helfer- wie Effektor-T-Zellen exprimiert wird) als Hinweis einer
kutanen Invasion mit Lymphomzellen gewertet. Florell et al. verfolgten jiingst noch einen
anderen Ansatz durch die Bestimmung eines komplexeren Expressionsmusters. Sie

quantifizierten dabei die Expression von CD-2, -3, -4, -5, -7, -8, -20, -30 und MIB-1'"".
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Sowohl ein partieller CD-2-Verlust wie auch das Fehlen mehrerer Oberflachenantigene (auler
CD-7) gleichzeitig korrelierten stark mit dem Vorliegen von Mycosis fungoides-Infiltraten.

Daneben wurde ein weiterer Nutzen von immunhistochemischen Methoden unter anderem fiir
die Frage der Therapiebarkeit der Lymphome beschrieben. So identifizierten Talpur et al. eine
Korrelation der CD-25-Expression der Lymphomzellen mit dem Ansprechen der Erkrankung

auf eine Therapie mit Denileukin-Diftitox'®

. Dieser Marker zeigt zudem eine Expressions-
abnahme, wenn in spiten Stadien eine lymphatische Metastasierung eintritt'”. Fiir die
Problematik der Friihdiagnostik kutaner Lymphome (fiir andere Non-Hodgkin-Lymphome
wird der Immunhistochemie eine héhere Aussagekraft zugeschrieben''?) stellen jedoch all
diese Ansétze nur indirekte Hinweise ohne Beweischarakter dar.

AuBler der Untersuchung von entwicklungs- und stadien- bzw. transformationsabhidngigen
Oberflaichenmarkern kommt auch der Erfassung des vorherrschenden Zytokinmusters eine
diagnostische Bedeutung zu. Die bereits zitierten Arbeiten von Dummer bzw. Papadavid et
al.***” sowie die Gruppe um Sigurdsson''' dokumentieren die Pridominanz des Tho-
Helferzelltyps neben dem assoziierten Zytokinmuster aus IL-4 und IL-12 bei der Mycosis
fungoides. Die Kenntnis dieses Musters hat momentan jedoch eher eine Relevanz fiir neuere
therapeutische Ansitze (wie Agenzien, welche die, flir die Zell-Expansion integrale, IL-2-
Produktion hemmen''?).

Einen anderen Zugang zur diagnostischen Problematik stellt der Nachweis einer erhohten IL-
15-Produktion epidermaler Keratinozyten bei Mycosis fungoides dar, wobei die Datenlage
beziiglich dieser Beobachtung widerspriichlich ist. Dariiber hinaus scheint diese Interleukin-
erhohung erneut allenfalls spéteren Krankheitsstadien vorbehalten. Fiir die frithe Diagnostik
ist diese Nachweismodalitit keinesfalls ausgereift' ',

Einige Autoren nutzen fiir die Charakterisierung (wenn auch noch nicht fiir diagnostische
Zwecke) von Lymphomen das distinkte Expressionsmuster von Chemokinrezeptoren: Jones et
al. beschreiben hier fiir die Mycosis fungoides eine CCR4-Expression als konsistenten Befund

5 Des Weiteren beschreiben Poenitz et al. eine sich

bei einer groBzelligen Transformation
friih  manifestierende konstitutive c-myb-Uberexpression in verschiedenen kutanen
Lymphomentitdten. Dies ist ein proliferations-, differenzierungs- und apoptoseregulierendes
Gen, welches unter anderem die Interaktion der Lymphozyten mit c-myc oder bcl-2
vermittelt. Laut den oben genannten Autoren lisst diese Uberexpression eine Differenzierung

zwischen malignen und chronisch entziindlichen Dermatosen zu, allerdings ist auch diese

Erkenntnis noch nicht fiir die Routinediagnostik verwendbar''®.
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SchlieBlich kommt der Chromosomenanalyse eine Rolle in der Lymphomdiagnostik zu. Wie
zuvor erwéhnt, findet man bei den kutanen T-Zell-Lymphomen — analog zu anderen hidmato-
logischen Krankheitsbildern — numerische wie strukturelle Chromosomenaberrationen. Dies
sind héufig Deletionen, Verlust der Heterogenitit, Allelverluste oder Translokationen, die
jedoch fast alle spiten und entdifferenzierten Krankheitsstadien vorbehalten scheinen.
Lediglich die ebenfalls oben genannten Allelverluste bei 1p und 9p treten bereits frither bei
den Lymphomzellen auf. Der diagnostische Nutzen und die Spezifitit und Sensitivitit dieser
Erkenntnisse (und dies sogar weniger im Hinblick auf die Frithdiagnose als eher auf prognos-
tische Hinweise bei mittleren oder spiten Stadien) ist aber weiterhin stark umstritten''”.

Der Nachweis von Klonalitidt unter Verwendung von Antikorpern, die gegen die konstante
Region der T-Zell-Rezeptoren gerichtet sind, ist ein dlterer Ansatz. Er ist aufgrund zu geringer
Spezifitit und neuerer, effektiverer Methoden inzwischen weitgehend wieder verlassen
worden''®,

Zusammenfassend zeigt sich, dass ein Verfahren zur Diagnosestellung allein nicht
ausreichend ist. Gerade im Hinblick auf die angestrebte Diagnose im frithen Stadium der
Erkrankung wird die simultane Applikation mehrerer diagnostischer Modalititen

empfohlen'"*'%,

5.2  Molekularbiologisch gestutzte Lymphomdiagnostik

Im Verlauf dieser Arbeit ist mehrfach auf das Prinzip der Diagnose eines Malignoms durch
Nachweis von Klonalitdt der beteiligten Zellen eingegangen worden. Bosartige lymphozytire
Neoplasien erlauben dieses Vorgehen im Besonderen, da die Unzahl an realisierbaren,
genetisch determinierten Rezeptorstrukturen die Klonalitdtsdiagnose erleichtern.

Im Gegensatz dazu gehen benigne entziindliche Erkrankungen in der Regel mit der fortlau-
fenden Selektion von Zellen einher, die mit geeigneten Rezeptoren fiir die Abwehr
bestimmter Antigene ausgestattet sind. Deren anschlieBende Proliferation erfolgt auch durch
klonales Wachstum, jedoch findet sich hier durch die Selektion mehrerer Klone ein
oligoklonales Muster.

Klonalitdt ist jedoch nicht per se mit Malignitét gleichzusetzen. So kénnen klinisch benigne
Dermatosen klonale Hautinfiltrate aufweisen. Hierzu gehdren die

e Pityriasis lichenoides chronica bzw.

e varioliformis acuta (fiir die allerdings eine Spétentartung beschrieben wurde'*'""'*%)
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e kutane lymphoide Hyperplasie (welche als benigner Pol eines bis zur Malignitit reichen-
den Kontinuums gilt'>*'?%)
e angiolymphoide Dysplasie als Beispiel fiir einen Mischtumor'*
e Parapsoriasis en Plaque (im Allgemeinen als potentieller Lymphomvorldufer ange-
sehen'?).
Erschwerend kommt hinzu, dass die Zurechnung verschiedener Krankheitsentititen des
lymphatischen Gewebes zu benignen oder malignen Dermatosen einem zeitlichen wie klassi-
fikatorischen Wandel unterlegen ist'’.
Insgesamt ist somit auch der Nachweis von Klonalitét allein kein hinreichender, wohl aber ein
sensitiver und den Verdacht erhirtender Beitrag zur Gesamtdiagnostik'**. Im Folgenden wird
lediglich auf die auch in dieser Arbeit verwendete Methode der PCR eingegangen werden und
der Southern Blot ausgeklammert. Dieser Methode wird — im Gegensatz zur vorher genannten
— seitens der meisten Autoren eine deutliche Unterlegenheit vor allem im Hinblick auf die
niedrigere diagnostische Sensitivitit bescheinigt'”. Durch multizentrische Studien zur
Erarbeitung von effektiven PCR-Protokollen fiir Klonalititsanalysen bei verschiedenen T-
und B-Zell-Neoplasien wie der BIOMED-2-Studie®® konnte inzwischen eine Systematik von
Protokollen erstellt werden. In diesem Kontext wird fiir die o.g. Krankheitsentititen eine
diagnostische Sensitivitdt bis zu 0,1% monoklonaler Zellen vor polyklonalem Hintergrund
beschrieben(Tab. 2). Zudem ist aufgrund des multizentrisch angelegten Versuchsdesigns von

einer hohen Reproduzierbarkeit der Ergebnisse auszugehen.

5.3 PCR-Grundlagen in der Lymphomdiagnostik

Auf die zahlreichen Vorteile sowie die Systematik des Ablaufs einer PCR-Reaktion wurde
bereits ausfiihrlich eingegangen. Hierzu gehoren geringer zeitlicher, wie infrastruktureller
Aufwand, weitgehender Verzicht auf gesundheits- oder umweltschiadliche Reagenzien sowie
ganz wesentlich eine hohe generelle Sensitivitdt und Spezifitat.

Ergédnzend sollen hier nur einige konkrete Problemfelder der, in dieser Arbeit angewendeten,
Methodik der Ergebnisdiskussion vorangestellt werden.

Da das y-Rezeptorgen aus Griinden der Anzahl der V- und J-Segmente fiir die
Klonalitdtsdiagnostik am geeignetesten scheint, ist seine Amplifikation als Routinemethode in

den Augen der meisten Autoren legitimiert'*’

. Die eben zitierten Autoren ordnen der y—
Rezeptorgen-PCR in diesem Zusammenhang eine engere Korrelation zur histologischen

Diagnose zu als der Immunphéanotypisierung oder der TMN-Klassifikation.
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Die Forderungen an eine Routine-PCR miissen unter anderem sein, dass nur wenige Ansitze
zum Erfassen der hdufigsten Rearrangements notwendig sind und dass storende Faktoren
weitestgehend ausgeschlossen werden. Da die a- bzw. B- im Vergleich zur y-Rezeptorgen-
familie erheblich mehr V-, D- und J-Segmente besitzen, die zudem (im Falle von a wenige,
von [ immerhin einige) Sequenzhomologien aufweisen, ist bei diesen der Einsatz von
Konsensusprimern erschwert. Daher miisste eine Vielzahl von Ansdtzen gleichzeitig
verwendet werden, um zuverléssig alle Rearrangements abzudecken. Hinzu kommt, dass das
rearrangierte o-Gen ein ca. eine Kilobase langes Intron beinhaltet. Daher wire eine
Amplifikation nur auf Ebene der mRNA moglich. Diese ist allerdings gegen RNAsen-
bedingte Degenerationseffekte anféllig. Dennoch finden Amplifikationen des B-Genlocus in
der Klonalititsdiagnostik ihre Anwendung. Unter anderem konnten Morgan et al. jlingst
nachweisen, dass das J-B-1-Segment insbesondere bei fortgeschrittenen kutanen Lymphomen
bevorzugt umgelagert wird"".

Der 98-Genlocus scheidet schon deswegen fiir die Diagnostik aus, weil er aufgrund seiner
Position im Zuge der a-Rezeptorgenumlagerungen verloren geht (sieche oben), so dass rearran-
gierte Rezeptorgene nur bei dem Phéinotyp der vergleichsweise seltenen y—3-T-Lymphozyten

sowie bei den unreifen Lymphozyten der T-ALL vorliegen.

54  Kapillarelektrophorese und Fragmentanalyse

Wesentliches Ziel dieser Arbeit war die Klarung der Frage, ob die PCR unter der Verwendung
fluoreszenzmarkierter Primer mit anschlieBender Kapillarelektrophorese und Fragment-
analyse insbesondere die friilhe Diagnostik von Lymphomen optimieren kdnnte. Auf die
Grundlagen der elektrophoretischen Substrattrennung ist bereits eingegangen worden, so dass
hier nur einige Besonderheiten der Kapillarelektrophorese Erwdahnung finden sollen.

Hohe Trennschiarfe und Zeitokonomie wurden bereits als wesentliche Vorteile dieser
Diagnostik genannt. Eine hohe Trennschiarfe bezeichnet hierbei das Vermdgen,
Amplifikatfraktionen im Gel nach einer Langendifferenz von nur wenigen bp voneinander zu
trennen. Dies ist eine wesentliche Voraussetzung, um das klonale Amplifikat vor einem
polyklonalen Hintergrund darzustellen.

Verdiinnungsreihen, welche andere Autoren mit Stimmen klonaler T-Lymphozyten (Jurkat-
Zellen) durchgefiihrt haben, bescheinigten dem Einsatz dieser Methode eine Nachweisgrenze

von 0,001 % monoklonalen Zellen vor polyklonalem Hintergrund'**.
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Diese ausgesprochen hohe Sensitivitit konnte in den Verdiinnungsreihen, auf welche sich die
Methodik dieser Arbeit stiitzt, nicht bestitigt werden®'. Eine zu hohe Sensitivitit birgt jedoch
die Gefahr, dass kleine, reaktiv bedingte, klonal expandierte T-Zell-Populationen félschlich
als maligne interpretiert werden. Dieses Problem stellt eine Grenze der Aussagefahigkeit der
PCR-gestiitzten Klonalitdtsdiagnostik dar.

Die Kapillarelektrophorese weist jedoch noch weitere, teils systembedingte, teils artifizielle
Storgroflen auf: So ist bei der Prozessierung von zuvor mit Eosin gefdarbten Proben ein

3 Fir die y-

artifizieller Basenpeak beschrieben worden, der IgH-Klonalitit vortiuscht
Rezeptorgen-PCR ist dies allerdings ohne Bedeutung.

Ein weiterer systematischer Fehler scheint ferner die Tendenz zu Leitfahigkeitsveranderungen
der Trigersubstanz wihrend der Elektrophorese zu sein. Die Folge sind Anderungen der
Migrationsgeschwindigkeit und daraus resultierende Peak-Verschiebungen '**. Dieser Effekt
diirfte durch die Fragmentanalyse mit ihrem GrdéBenabgleich gegen einen internen Léngen-

standard in seiner Wirkung minimiert werden.

55  Ergebnisdiskussion

Anwendung zuvor etablierter Amplifikationsprotokolle:

Die Versuche zielten zundchst darauf ab, eine Optimierung der Methoden zu erreichen, die
bereits an der dermatologischen Klinik der Charité voretabliert waren®'. Vorrangiges Ziel war
die Erhéhung der Ausbeute an PCR-Produkten. AnschlieBend wurde dieses modifizierte
Versuchsprotokoll an bestimmten Stichproben angewendet. Untersucht wurde insbesondere
das Potenzial der Methodik zur frithen Diagnose maligner Entartung.

Die Giite einer PCR héngt nicht zuletzt von der Reinheit der Substratldsung ab, das heifit von
der weitgehenden Abwesenheit storender Faktoren. Da bei einer Zelllyse, welche der
Amplifikation genomischer DNA stets vorausgeht, neben den Nukleotiden eine Unzahl
anderer chemischer Verbindungen anfallen, ist eine Aufreinigung notwendig. Diese sollte
jedoch moglichst zu keiner Verminderung der Ausgangsmenge der DNA fiihren.

Der erste Versuch diente daher gemidss Kapitel 2 Punkt 1) der Frage, ob eine Substrat-
reinigung mittels kommerzieller Kits eine Verbesserung der PCR gegeniiber der oben
beschriecbenen Routineaufschlussmethode herbeifiihren konnte. Neben einem Kit, das
wihrend des Zellaufschlusses arbeitet, wurde ein weiteres verwendet, welches erst nach der

PCR deren Produkte nachreinigt.

62



Ein giinstiger Einfluss auf die generierte Produktmenge wére auf Grund des oben Gesagten
am chesten von dem letzteren Reinigungskit zu erwarten gewesen. Dies liegt daran, dass die
Wirkung eines Substratverlusts schon vor der Amplifikation durch die anschliessende PCR
zwangsldufig noch verstirkt werden miisste. Dennoch erzielte die Routinediagnostik, wie im
Ergebnisteil dargestellt, in der semiquantitativen Betrachtung die mit Abstand besten
Ergebnisse. Dies legt den Schluss nahe, dass die Amplifikation genomischer T-Zell-Rezeptor-
DNA weniger von Storgroflen beeinflussbar ist, als zum Beispiel die von mRNA. Deren
Prozessierung unterliegt ohnehin einer strikteren, auch enzymatischen, Regulation unter
anderem durch Nukleasen. Da diese schnell zu einer Degradation vorhandener
Nukleotidstrange fiihren konnen, ist bei mRNA der Einsatz von Reinigungskits daher obligat.
Bei der bekannten, im Vergleich zu unmarkierten Primern geringeren, Sensitivitét farbstoff-
markierter Primer, war eine grofere Substratmenge vorrangiges Ziel. Demzufolge fiel nach
diesen Versuchen die Wahl des Aufschlussverfahrens auf die Routinemethode. Somit ldsst
sich im Sinne der Problemstellung konstatieren, dass bei dem in dieser Arbeit verwendeten

PCR-Protokollen zusétzliche Aufreinigungsschritte keinen Vorteil darstellen.

5.5.1 Modifikation der Amplifikationsprotokolle

Der zweite Versuchsteil diente der eigentlichen Modifikation des Versuchsprotokolls. Es
konnte hierbei bei der bloBen Wiederholung der Routinediagnostik keine wesentliche
Anderung zu den Vorbefunden aufgezeigt werden. So blieben Proben, bei denen zuvor kein
Amplifikat generiert werden konnte, weiterhin negativ.

Die primire Zielsetzung dieser Versuche insgesamt war es, die PCR-Effektivitidt mit Einsatz
von farbstoffmarkierten Primer zu erhéhen. Die Beeinflussung der etablierten Methodik
erfolgte daher aufgrund der vermuteten geringeren Sensitivitdt dieser Primer in einer gezielten
Erhohung der zugegeben Primermenge. Bei Vorversuchen war der origindre PCR-Ansatz
bereits vor Beginn der PCR mit einer héheren Primermenge angesetzt worden. Dabei trat
regelmifig das Phidnomen der diffusen Verteilung ungebundener Primermolekiile in der
Gelelektrophorese auf. Dies machte eine Auswertung der Elektrophorese unmdoglich.

Daher fiel die Entscheidung, erst nach der Hilfte der Zyklen mit der Primerzugabe zu
beginnen. Zu diesem Zeitpunkt ist bereits genug Amplifikat vorgeneriert, um unspezifische
Bindungen auch der Primer untereinander zu minimieren.

Der erste Versuchsteil zeigte im Vergleich zum unmodifizierten Ansatz eine deutliche

Verbesserung der Ausbeute, dies auch in der Wiederholung. Die Zugabezeitpunkte zum 20.,
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30., 35. oder 40. Zyklus hingegen zeitigten diesbeziiglich keine signifikanten Unterschiede.
Es kann daher angenommen werden, dass nicht widhrend des Starts der Amplifikation,
sondern in den Folgezyklen, welche primér der weiteren Erh6hung der Menge an Amplifikat
(theoretisch eine Verdopplung der Substratmenge pro Zyklus) dient, die Problematik

geringerer Sensitivitit ausbeutemindernd wirkt.

Hierbei zeigte der zweite Versuchsteil, dass eine weitere Erh6hung der zugegebenen Konzen-
tration an Primern (zwei- bzw. zehnfach) nach dem 20. bzw. 40. Zyklus ebenfalls keine
Verbesserung des Verfahrens mehr herbeifiihren konnte.

Als Konsequenz dieser Versuche wurde ein Protokoll erstellt, in welchem jeweils nach der
Hilfte der PCR-Zyklen nochmals die doppelte Primermenge, wie im Standardprotokoll
vorgesehen, zugegeben wurde. Dieses wurde konsekutiv in allen weiteren Versuchen
angewendet.

Zu diskutieren ist der Grund fiir die Beobachtung, dass einerseits eine zu frith erfolgende
Primerzugabe keinen Vorteil zu erbringen vermag und andererseits eine Zugabe zu einem
spiateren Zeitpunkt, dann offenbar mengenunabhingig, ausbeuteerhohend wirkt.
Offensichtlich stellt ein Uberschuss von farbstoffmarkierten Primern eine groBere Fehler-
quelle dar, wenn nur eine relativ geringe Menge an komplementiren Bindungsmoglichkeiten
vorliegt. Dieses Ungleichgewicht nimmt folgerichtig mit der Menge bereits amplifizierter
DNA im Verlauf der PCR immer weiter ab. Somit ist dieser Ansatz zur Uberwindung des
Sensitivitdtsdefizits als geeignet anzusehen. Zu erwihnen sind allerdings zwei Defizite dieser
Methode. Zum einen das zeitaufwendige Unterbrechen der laufenden Amplifikation fiir die
Primerzugabe, zum anderen das Risiko einer Kontamination. Allerdings zeigten sich in den
Folgeversuchen (insbesondere bei der Methodenanwendung an gesicherten Lymphomen Kap.
4.4) im Vergleich zur bisherigen Routinediagnostik stets gleich gute oder sogar bessere

Ergebnisse.

5.5.2 Farbstoffvergleich

Wie bereits dargestellt, ist die lymphozytdre DNA des y-T-Zell-Rezeptors aufgrund ihrer oben
beschriebenen Struktur am zuverldssigsten auf Klonalitit zu untersuchen. Allerdings existiert
kein Primersystem, welches allein mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit alle
realisierbaren Kombinationen an V- und J-Segmenten amplifizieren kann. Der Konsensus-

primersatz Vyl / Jy1/2 besitzt das Potenzial, etwa 70-80 % der mdglichen Rearrangements zu
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erfassen’®

. Durch die Hinzunahme der y-2- bzw. y-3-PCR sollte dieses Verhéltnis
anndhernd auf 100 % anzuheben sein, wenngleich diese Ansétze fiir sich allein weniger
geeignet wiren.

Insgesamt wurden in dieser Arbeit drei Farbstoffe fiir die Fluoreszenzmarkierung verwendet
(6-FAM, HEX und TET). Da diese in ihrer Struktur differieren, war zu erwarten, dass sie die
Bindungstdhigkeit der Primer unterschiedlich stark beeinflussen wiirden. Folglich war in
diesem Versuch der geeigneteste Primer fiir die zuverldssigste PCR zu bestimmen.

Da — was unten noch genauer zu erldutern sein wird — hiufiges Auftauen und Einfrieren zur
Degradation der genomischen DNA fiihren, wurden fiir diesen Versuch frisch angefertigte
Praparate aus Paraffinschnitten fiir die Beurteilung herangezogen. Eindeutiges Ergebnis
dieses Versuches war die deutliche Uberlegenheit des TET-, gegeniiber dem HEX- und dem,
deutlich dagegen abfallenden, 6-FAM-Farbstoffes. Folgerichtig fiel die Wahl auf TET-
markierte y-1-Primer, HEX- wurden fiir die y-2- und 6-FAM-Markierungen fiir die y-3-Primer
verwendet.

Es ist zu erwdhnen, dass sicherlich nicht einfach aus der generellen Struktur der Molekiile auf
ihre Beeinflussung der Bindungsfdhigkeit der assoziierten Primer geschlossen werden kann.
Hierfiir ist das Primer-Farbstoffmolekiil in seiner sterischen Gesamtformation zu komplex. Da
auch spektrale Eigenschaften der Molekiile als Einflussgrof3e auf die Fluoreszenzintensitit in
Betracht kommen, ist die Sensitivititsminderung daher am ehesten als empirisches Faktum zu
betrachten.

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass 6-FAM (wie aus Abb. 6 ersichtlich ist) zwei
Wasserstoffatome an Bindungsstellen besitzt, an denen bei TET ein und bei HEX zwei
Chloratome gebunden sind. Dies ldsst diese Molekiile (geringfiigig) polarer werden.
Allerdings ldsst diese Beobachtung keine unmittelbaren Schliisse auf die Giite einer PCR zu.
Im Gegensatz hierzu sind die Phédnomene des Einflusses auf die Bindungsstabilitidt von
Nukleotiden an sich bzw. die Verdnderungen der Migrationsgeschwindigkeit im Kapillar-
elektrophoresetridgergel genauer spezifiziert:

So konnten Moreira et al. zeigen, dass die Bindung von verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen
an Nukleotidstrdnge diese eher noch stabilisiert. Von den drei in dieser Arbeit verwendeten
Farbstoffen weist 6-FAM sogar die stabilste Bindung auf'*.

Eine potenziell grofere Fehlerquelle ist jedoch der Effekt auf die Wanderungsgeschwin-
digkeit: Hahn et al. demonstrierten eine fluorophorenvermittelte Migrationsverlangsamung
von DNA-Einzelstrangen in der Kapillarelektrophorese. Fiir 5'-markierte Short-tandem-

repeats (einem bestimmten DNA-Polymorphismustyp) von 100 Bp Linge ergab sich ein
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Langenbestimmungsfehler von ca. 6,5 Bp. Dieser nimmt fiir kiirzere Stringe noch zu, bei
lingeren ab'*®. Begriindet ist er in der Geschwindigkeitsdifferenz zu mitlaufenden internen
Langenstandardfragmenten. Als systematischer Fehler sollte dieser Effekt auch die Ergeb-
nisse der vorliegenden Arbeit betreffen. Gleichwohl er bei Genotypisierungsfragestellungen
stark verfélschend wirkt, ist er jedoch fiir Klonalititsnachweise zu vernachlissigen. Hier wird
ein Peak innerhalb eines geniigend gro3en Toleranzbereiches von 230 bis 260 Bp dargestellt.
Bei dieser Fragmentlidnge diirfte — wie zuvor ausgefiihrt — der Fehler ohnehin noch kleiner als
6,5 Bp Abweichung sein. Fiir die Klonalititsdiagnostik ist eine Abweichung in dieser

GroBenordnung jedoch zu vernachlissigen.

5.5.3 Gesamtbeurteilung der VVorversuche

Die bisherigen Versuche dienten der Erarbeitung eines PCR-Protokolls, welches unter
sinnvollstem Einsatz der zur Verfiigung stehenden farbstoffmarkierten Primer mit hoher
Sicherheit ein Amplifikat zu generieren vermag. Da der Einsatz der drei eingesetzten
Primersysteme annihernd alle Rearrangements erfassen kann und ein automatisiertes System
fiir Kapillarelektrophorese und Fragmentanalyse zur Verfligung stand, war eine der in Kapitel
2 formulierten Forderungen erfiillt: Das Design eines Protokolls, welches zeitokonomisch und
mit einer hohen analytischen Sensitivitit arbeitet. Hierbei ist zu erwdhnen, dass das
verwendete Gerit als Einkapillarsystem lediglich eine Probe gleichzeitig auswerten kann. Der
Einsatz neuerer Systeme (bis zu 96 Kapillaren) beschleunigt die Auswertung noch weiter.

Die weiteren Versuche Trennschirfe dienten nun der Klirung folgender Fragen: der
generellen Anwendbarkeit und insbesondere der Fahigkeit dieses diagnostischen Protokolls,

in Frihstadien bereits Klonalitit nachzuweisen..

5.5.4 Methodentest an Lymphomstichprobe

Nach Abschluss der Protokollmodifikationen erfolgte der erste Teil der Versuchsreihe an
histologisch gesicherten Lymphomen. Ergebnis war einerseits die Bestdtigung der hohen
Trennschérfe der Kapillarelektrophorese und Fragmentanalyse, da einige vorher in der
Routine nicht als klonal erkannte Proben nun als klonal identifiziert wurden. Bei sdmtlichen
Mycosis fungoides-Fillen dieser Stichprobe konnte zudem Klonalitét diagnostiziert werden.
Dariiber hinaus wiesen die Fragmentanalyseergebnisse stets sehr hohe Peaks auf.

Auffillig hingegen war die (in allen Versuchen und Vorversuchen beobachtete) niedrige

Erfolgsquote der y-3-PCR, wobei sich mutmaBlich Primer wie Farbstoff in ihren Defiziten
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ergdnzten und zur Sensitivitidtssenkung beitrugen. Die Frequenz des wichtigsten in der y-3-
PCR erfassten Rearrangements (V-y-9/JP) betragt bei reifen T-Lymphozyten jedoch auch nur
ca. 1%°”"%7. Daher ist der weitgehende Ausfall dieses PCR-Protokolls fiir die Klonalitits-
diagnostik am ehesten verzichtbar.

Ferner bestand eine geringe Erfolgsquote der PCR bei den pleomorphen T-Zell-Lymphomen.
Ob dies ein entitdtstypisches Phdnomen ist, lasst sich jedoch bei der geringen Stichproben-
groBe (n=4) nicht entscheiden. Die vorhandene Literatur beschreibt denn auch die
Anwendbarkeit molekularbiologischer Methoden in der Klonalititsdiagnostik vornehmlich fiir
die weitaus hiufigsten Formen von CTCL, der Mycosis fungoides sowie des Sézary
Syndroms. Daher miisste die Frage nach tatsédchlichen Sensitivititsdifferenzen dieser Methode
innerhalb der recht heterogenen Gruppe der kutanen T-Zell-Lymphome und deren Ursache
durch zukiinftige Studien erhellt werden.

Sollte die Zugehorigkeit zu einer bestimmten Untergruppe der Erkrankungsfamilie einen
relevanten Faktor fiir das Funktionieren der Diagnostik darstellen, wire besonders die
Untersuchung von Proben der (relativ seltenen) CD-8-positiven T-Zell- oder NK-Neoplasien
von Interesse. Diese verfiigen im Gegensatz zu den CD-4-exprimierenden Lymphomen {iber
ein génzlich differentes Korezeptoren- und Chemokinrepertoir. Sie &hneln zumeist jedoch
histologisch der Mycosis fungoides'*®, weswegen eine molekularbiologische Differenzierung
hier hilfreich wére. Gleichzeitig weisen sie zumeist einen deutlich aggressiveren Verlauf auf,
was zumindest klinisch diagnoseerleichternd wirkt. Jedoch konnten Briiggemann et al.'*
unter Einsatz einer Kombination aus y- und B-PCR (gemiB BIOMED2™) bei 99% eines
Kollektivs von 188 Patienten und fiinf verschiedenen T-Zell-Neoplasien Klonalitét

nachweisen. Pleomorphe TCL oder NK-Neoplasien waren allerdings nicht darunter.

5.5.5 Methodentest an der Stichprobe lymphomahnlicher Dermatosen

Wenn Klonalititsdiagnostik mittels PCR und Elektrophorese als Hilfsmittel zur Diskrimina-
tion zwischen benignen und malingen Dermatosen dienen soll, sollten histologisch &dhnliche
aber gutartige Erkrankungen moglichst nicht mit klonaler T-Zellexpansion vergesellschaftet
sein. Dies ist eine Prdmisse, die nicht immer zutrifft. Dennoch ist Klonalitdt bei benignen
Hauterkrankungen selten und ein eindringliches Warnzeichen. Das zeigten auch Chen et al.,
die vor der PCR durch eine Lasermikrodissektion aus paraffinisierten Hautproben
Einzelregionen préiparierten. Dadurch konnten sie den Einfluss reaktiver klonaler

Expansionen als Fehlerquelle minimieren und so den positiven priadiktiven Wert der
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Klonalititsdiagnostik noch weiter erhohen'’”. Die eben genannten Autoren ordnen ihrer
Methode eine Spezifitdt von 86 % in der Erkennung von Lymphomen oder prineoplastischen
Zustinden zu. Jedoch konnte in der bereits mehrfach zitierten BIOMED-2-Studie auch
gezeigt werden, dass bei 10 % der Fille mit lediglich entziindlichen Hautinfiltraten
Monoklonalitit vorlag'®.

In der hier untersuchten Stichprobe konnte fiir ein Bioptat Monoklonalitit als Abweichung
von der vorherigen, TGGE-gestiitzten Routinediagnostik attestiert werden. Folgehistologien,
welche unter Umsténden eine spétere maligne Transformation hétten aufweisen konnen, lagen
jedoch nicht vor. Demzufolge wire jedoch eine Reevaluation, gegebenfalls sogar eine erncute
Probenentnahme an einer alternativen Lokalisation sinnvoll gewesen.

Nach einer Lagerungszeit von mehreren Monaten bis bereits einigen Jahren treten bei aus
paraffinisierten Proben gewonnener und bei Temperaturen von —20°C gelagerter DNA
deutliche Degradationserscheinungen auf. Das bedingt zum Teil eine deutlich geringere
Amplifikatmenge und Fluoreszenzintensitit als bei den entsprechenden, zeitnah erhobenen
Routinediagnostikbefunden. Auf dieses Phdnomen wird noch eingegangen, diese
Beobachtung lésst sich jedoch bereits hier fiir diese Stichprobe konstatieren.

Allerdings weist das erarbeitete PCR-Protokoll insgesamt offenbar keine Tendenz zur
gehduften Generierung falsch positiver Klonalitdtsbefunde bei per definitionem gutartigen T-

Zell-Erkrankungen auf.

5.5.6 Methodentest zur Beurteilung der Friihdiagnosepotenz

Auf folgende StorgroBen muss vorweg hingewiesen werden:

a) Insbesondere bei den Probenkollektiven, welche zur Abschitzung der Frithdiagnose-
fahigkeit eingesetzt wurden, waren die Stichproben in ihrem Umfang begrenzt. Dies lag an
der Tatsache, dass in der Lymphomdatenbank der Hautklinik der Charité keine groflere
Anzahl geeigneter Proben dokumentiert vorlag.

b) Bei den Biopsien war retrospektiv nicht immer zu beurteilen, ob eine Probeexzision
aus einer im Hinblick auf die Diagnose reprisentativen Lokalisation entnommen wurde. Auch
anhand der Patientenakten war meistens nicht ersichtlich, von wo eine Probe entnommen
wurde.

Wie bereits ausgefiihrt, ist eine hohe Sensitivitit das herausragende Merkmal einer Methode
fiir die friihzeitige Klonalitdtsdiagnostik. Die Probleme und Defizite, welche die Zusammen-

stellung der vorliegenden Stichprobe zwangslaufig mit sich brachte, wurden bereits erldutert:
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Es sind dies das Alter der ersten Probe sowie die Tatsache, dass bei der friihen Probe wegen

des fehlenden Lymphomverdachtes keine molekularbiologische Diagnostik bemiiht wurde.

Daher konnte im Gegensatz zu den bisherigen Versuchen der Methodenvergleich nicht

durchgefiihrt werden. Im Hinblick auf die langsame Progression konnte folgerichtig nur mit

einer jahrelangen Léngsschnittstudie das tatsdchliche Frithdiagnosepotenzial aufgeklirt
werden.

Nichtsdestoweniger gelang trotz dieser kleinen Stichprobe fiir die beiden aussagefdhigen

PCR-Ansitze in vier Féllen ein Nachweis klonaler T-Zell-Expansion im Bioptat. Das ldsst

zwei Schliisse zu:

1) Die Indikationsstellung fiir die PCR-Diagnostik sollte groBziigiger gestellt werden. In
diesem Versuch war, wie erwihnt, kein Methodenvergleich zwischen Fragmentanalyse
und TGGE moglich. Daher ist nicht einzuschétzen, ob Letztere, wire sie zur Anwendung
gekommen, nicht auch Klonalitdt nachgewiesen hétte. Jedoch haben die iibrigen Versuche
der Fragmentanalyse im Vergleich zur TGGE durchgehend ein groeres Vermogen zum
Klonalitdtsnachweis bescheinigt.

2) Erstrebenswert wire andererseits eine Steigerung der Sensitivitdt auch der histologischen
Diagnostik. Auf Literatur, in welcher ein reformiertes und score-basiertes Wertungs-
system fiir die Erleichterung und Vereinheitlichung der (Verdachts)-Diagnoseerhebung
gefordert wird, wurde bereits in Kapitel 5.1 eingegangen.

Die Fihigkeit PCR-basierter Methoden, den Verdacht auf ein Lymphom zu erheben bevor die

Histologie fiir ein malignes Geschehen spricht, ist durch die Versuche unter Kap. 4.6 und 4.7

jedoch eindriicklich dokumentiert worden.

5.5.7 Beurteilung des Vermogens zur Spat- bzw. Rezidivdiagnostik

Trotz differierender Stichprobenkollektive verfolgte dieser Versuchsteil eine &hnliche
Fragestellung wie der vorige. So ist das Vermdgen, ein Rezidiv einer Lymphomerkrankung
frith zu erkennen bzw. auszuschlieB3en, erneut in erster Linie eine Funktion der Sensitivitit
eines diagnostischen Verfahrens. Zum Teil im Gegensatz zu den obigen Versuchen gelang in
diesem Durchgang keine Anderung eines Klonalititsbefunds, sei es zur histologischen oder zu
TGGE-gestiitzten Vordiagnostik. Da aber im Design prinzipiell keine wesentlichen Unter-
schiede zu dem vorgehenden Versuch bestehen, sollte von einer &hnlichen Potenz zur
Frithdiagnostik ausgegangen werden. Der Nachweis einer solchen ist aber einer

multizentrischen Studie vorbehalten, wenn selbst in einer universitiren Dermatologie mit dem
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Schwerpunkt Hautlymphome nur eine ungeniigende Menge an Einzelproben der geforderten
Konstellation vorliegt.

Der Nutzen einer solchen Methode fiir Nachsorgeuntersuchungen ist hingegen offensichtlich.
Es ist jedoch ebenso zu erwéhnen, dass regelmifige Hautbiopsien im Rahmen von Kontroll-
untersuchungen nicht klinischer Standard sind. Dariiber hinaus ist ein erneutes Auftreten
chronischer Ekzematisationen nach erfolgter Therapie per se rezidivverddchtig. Daher ist die

Rezidivdiagnostik nicht als Haupteinsatzgebiet der Methode anzusehen.

Insgesamt lassen sich die Vorteile der in dieser Arbeit etablierten Methode, im Vergleich zu

praexistenten Diagnoseprotokollen, wie folgt zusammenfassen:

- Im Vergleich zu vorherigen Protokollen bietet sie durch die zusitzliche Primerzugabe
wihrend der Amplifikation eine erhdhte Ausbeute an PCR-Produkt. Das bekannte
Sensitivititsdefizit farbstoffmarkierter Primer wird hierbei verringert. Es muss jedoch
erwahnt werden, dass die Unterbrechung der PCR zur Primerzugabe sowohl einen
aufwindigen Schritt darstellt als auch das Risiko einer Verunreinigung bedeutet.

- Die Methode weist durch die Anwendung der Fragmentanalyse im Vergleich zur TGGE
eine hohere Auflosung auf, was eine prazisere Diagnosestellung erlaubt.

- Sie verfiigt liber eine hohe Friihsensitivitidt im Vergleich zur TGGE und zur Histologie,
wobei der letztgenannte Umstand noch einer Bestitigung durch deutlich gréere Proben-
kollektive bedarf.

Nicht unerwéhnt darf jedoch bleiben, dass in einer groBangelegten multizentrischen Studie

(BIOMED?2, 2003*") ein umfassender Ansatz fiir die molekularbiologische Diagnostik von B-

und T-Zell-Neoplasien definiert wurde. Anhand dieses Datenmaterials ist erstmalig auch ein

Leitfaden fiir den Ablauf einer molekularbiologischen Diagnostik erstellt worden, der den

Anspruch erhebt, in Routinelaboren reproduzierbar gute Ergebnisse zu liefern. Van Krieken et

al. gehen hierbei von einer diagnostischen Sensitivitit von 94 % bei T-Zell-Lymphomen

aus'"', andere Autoren leiten aus dem vorhandenen Datenmaterial sogar eine Sensitivitit von

99%'* her. Das gewonnene Datenmaterial wir zur Zeit von verschiedenen Arbeitsgruppen

(von denen einige bereits zitiert worden sind) auf weitere Aussagekraft hin untersucht.

Aussagen zu Friith- und Rezidivdiagnosepotenz sind allerdings noch nicht publiziert. Es steht

jedoch zu erwarten, dass analog zu den in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen auch die

Anwendung der BIOMED-Protokolle diese diagnostischen Fragestellungen zuverlédssig

beantworten konnen sollte.
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5.6  Abbauprozesse bei der Generierung genomischer DNA

Der Nachweis von Nukleinsduresequenzen aus Blut oder Gewebe, der unter Idealbedingun-

143, wird durch verschiedene Faktoren erschwert bzw. die

gen iiber Jahrtausende moglich ist
Ausbeute an DNA vermindert. In der Regel fixiert man durch Probeentnahmen gewonnenes
Gewebe in Formalin, bettet sie in Paraffin ein und gefriert aus ihnen gewonnene DNA
anschlieBend. Diese Methode erlaubt sowohl die Aufrechterhaltung der geweblichen
Architektur wie auch das Verhindern der DNA-Degradation durch die formalinvermittelte
Enzymdenaturierung. Fiir die weitere Prozessierung ist ein Auftauen sowie ein DNA-
Aufschluss, wie oben beschrieben, notwendig. Bei allen diesen Schritten konnen
Degradationseffekte auftreten. Gut untersucht ist hierbei der Einfluss wiederholten Gefrierens
und Auftauens. Fiir Blut konnte hier ein Verlust der Nukleinsdureausbeute um 25 % bereits
durch einmaliges Gefrieren gezeigt werden'*, andere Autoren schitzen diesen Effekt als

5

geringer ein'®. Bisher war das Gefrieren zur Vermeidung gréBerer Verluste jedoch

146 Zwei Uberlegungen

unverzichtbar, da sonst eine rasche Degradation der DNA eintritt
werden somit interessant:

e die Moglichkeiten einer nichtkryogenen Lagerung von Proben sowie

e cin sofortiger DNA-Aufschluss mit anschlieBender Lagerung.
Letzteres wird bereits ldnger durchgefiihrt, dabei wurden Lagerungszeiten ohne nennenswerte
Degradation von bis zu drei Jahren bei 4°C nach Isolierung der DNA beschrieben'*’.
Selbstverstindlich steht nach einer solchen Behandlung kein intaktes Gewebe mehr fiir die
weitere Diagnostik zu Verfligung. In den letzten Jahren wird zudem vermehrt an nonkryo-
genen Konservierungsmethoden gearbeitet. Fiir die DMSO(Dimethyl-Sulfoxid)-Losung als
Lagerungsmedium fiir Gewebe wurde nach zwei Jahren Aufbewahrung das Vorliegen von
weitgehend intaktem Material beschrieben'*®.
Neben der Lagerung bedingen auch Extraktion und Fixation die sofortige Degradation eines
Teils der DNA. Deswegen werden neben Konservierungsmedien auch Fixationsmedien mit
einer geringeren Neigung zu DNA-Verlusten zunehmend Gegenstand der Forschung'®.
So soll dieser Exkurs verdeutlichen, dass multiple Faktoren das Ergebnis einer sensitiven
diagnostischen Methode kumulativ ungiinstig beeinflussen. Dies erkldrt dariiber hinaus die
Schwierigkeiten, die bei der Reproduktion einer vormals problemlos funktionierenden PCR
auftreten. Ferner wird hierdurch verdeutlicht, dass ein zeitnaher polypragmatischer Einsatz

mehrerer Diagnostika sinnvoll ist. Wegen der Insuffizienz eines Verfahrens allein fult die
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Hautlymphomdiagnostik weiterhin auf einer Synthese aus Klinik und Paraklinik (Histologie,

Immunohistochemie, Molekularbiologie).

72



