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Einleitung

Kutane Lymphome repridsentieren eine heterogene Gruppe von lymphatischen Neoplasien, die
tiberwiegend von T- und B-Lymphozyten abstammen. Sie manifestieren sich in der Haut und bilden
nach den gastrointestinalen Lymphomen die zweithdufigste Gruppe extranodaler Lymphome.
Seltenheit und Heterogenitét der kutanen Lymphome erschweren die Diagnosestellung im klinischen
Alltag. Die genaue Zuordnung erfordert die Integration klinischer, histologischer und

molekularbiologischer Daten.

1.1 Epidemiologie

Kutane Lymphome sind die zweithdufigsten extranodalen Non-Hodgkin Lymphome. Die Inzidenz
wird auf eine Neuerkrankung pro Jahr und 100 000 Einwohner geschétzt mit einer Verteilung von
ca. 65 % T-Zell-Lymphome und ca. 25 % B-Zell-Lymphome; der Rest verteilt sich auf seltene
Lymphome'. Die Mycosis fungoides (MF) und das Sézary-Syndrom (SS) als hiufigste Vertreter
kutaner T-Zell-Lymphome zeigen anhand von Daten aus neun Krebsregistern in den USA® eine
Inzidenz von 0,29 Fille pro Jahr und 100 000 Einwohner, was 2,2 % aller Lymphome entspricht.
Ferner zeigte sich in der Zeit von 1973 bis 1984 eine 3,2 fache Zunahme der Inzidenz.” Der Anteil
der MF/SS stieg ebenfalls wéhrend dieses Zeitraumes von 1,6 % auf 2,8 %. Fiir Deutschland liegen
hierzu nur vorldufige Daten vor.? Insgesamt besteht eine Haufung der Erkrankung mit zunehmendem

Alter sowie eine Geschlechterverteilung zwischen Mann und Frau von 2:1.

1.2 Atiologie

Die Atiologie kutaner T-Zell-Lymphome ist bisher nicht geklirt. Verschiedene Faktoren, die eine
chronische Antigenstimulation als Folge haben, wurden diskutiert. Hierzu wurden insbesondere
virale Infektionen® baktericlle Hautinfektionen®’, familidre Haufung® und atopische Diathese’
diskutiert. Allerdings konnte bisher bei keinen der genannten Faktoren ein é&tiologischer

Zusammenhang bewiesen werden.'%!!1%13



1.3 Pathogenese

Der molekulare Mechanismus fiir die Pathogenese der Mycosis fungoides ist komplex und
multifaktoriell und ist bisher nicht vollstindig aufgekldrt. Die bisherigen Daten weisen auf eine
Mehrschrittgenese hin, wobei die T-Zellen wahrscheinlich sich initial wie reaktive (nicht-maligne)
T-Zellen verhalten und im Verlauf zunehmend epidermotrope Eigenschaften erwerben. Im weiteren
Verlauf befinden sich diese T-Zellen in einem Aktivierungsstatus und erreichen schlieBlich durch
Akkumulation weiterer Mutationen eine klonale Dominanz, was zur klinischen Progression der

Erkrankung fiihrt. 1

1.3.1 Epidermotropismus

Charakteristisch fiir die Mycosis fungoides ist im Initialstadium die Migration von neoplastischen T-
Zellen in die Epidermis. Die Expression des kutanen Lymphozytenantigens (cutaneous lymphocyte
antigen, CLA) sowie des CC Chemokinrezeptors 4 (CCR4) ermoglicht T-Zellen in die Haut zu
migrieren.15 ‘1 Durch die Interaktion von CLA mit E-Selektin, ein Adhisionsmolekiil, das sich auf
Endothelzellen von kleinen Venolen in der Haut findet, kommt es zur Extravasation der T-Zellen in
die Dermis.!” Dieser Prozess wird durch sog. Haut-assoziierte Chemokine (,,cutaneous chemokine

ligand“ CCL) wie die beiden Liganden von CCR4, nimlich CCL 17 und CCL 22 getriggert.'®
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Abb.1: Zytokine und Chemokine, die am Epidermotropismus von T-Zellen beteiligt sind.




Im Rahmen der Entstehung einer Mycosis fungoides Lasion kommt es zur Sekretion von Zytokinen
und Chemokinen auch durch basale Keratinozyten, die fiir die Initiierung oder auch Unterhaltung der
Primérlesion wichtig ist. Hier spielen eine Reihe von Chemokinen wie das INF-y induzierende
Protein-10 (IP-10) und Zytokine wie IL-1, IL-7, IL-10 und IL-15 eine entscheidende Rolle.
19.20.21.22.23.24 o5 Weiteren konnen in diesem Prozess beteiligte T-Lymphozyten Integrin-
Adhésionsmolekiile (z.B. alpha E beta 7 Integrin) und Chemokinrezeptoren (z.B. CCR4 und CXC3)

exprimieren, womit sie in der Lage sind Liganden auf Endothelzellen, Keratinozyten und

Langerhanszellen zu binden.*® Dies ermoglicht ihnen die Migration in die Epidermis.

1.3.2 T-Zell Aktivierung

Zusitzlich zu den epidermotropen Eigenschaften zeigen diese bereits neoplastischen T-Zellen in
frithen Stadien eine erhohte IL-4- und IL-5-Produktion, was klinisch in der Erhohung des Gesamt-
IgE-Spiegels sowie der Bluteosinophilie fassbar sein kann. Dies ist bedingt durch eine verstirkte
Expression von GATA-3, einem Transkriptionsfaktor, der zu einer TH,-Differenzierung flihrt sowie
von JunB, einem Regulator der IL-4 Expression.”®*” Die aktivierten Zellen der Mycosis fungoides
haben auch durch die Féhigkeit IL-10 und TGF-f zu produzieren einen regulatorischen
(inhibitorischen) Effekt auf die eigene Tumorabwehr.?®** Mycosis fungoides-Zellen kénnen grofe
Mengen an 16slichem IL-2-Rezeptor bilden, der kompetitiv das Zytokin IL-2 bindet und dadurch die
Aktivierung von normalen T-Zellen verhindert.*® All diese Faktoren dienen dem Selbstschutz der

Tumorzellen, die schlief3lich in einer Inhibition der Zell-mediierten Immunitét resultieren.

1.3.3 Klonale Dominanz der T-Zellen

Zum Teil erst im Verlauf der Erkrankung kommt es zu chromosomalen Abberationen, die direkte
Effekte auf die Expression von Onkogenen haben oder zur Inaktivierung von Tumorsuppressor-
Genen und damit zu einer klonalen Expansion fithren.’ Hier ist z.B. die Mutation des Zellzyklus-
Regulatorgen p53 oder Deletionen des NAV3-Gens bei der Mycosis fungoides beschrieben.*
Mikrosatelliten-Instabilititen scheinen jedoch weder bei der Entstehung noch bei der Progression der
Mycosis fungoides eine groBere Rolle zu spielen.™

Aber auch Mutation die zum weiteren Selbstschutz der Tumorzellen vor der eigenen Immunantwort
schiitzen konnen entstechen. So gehen normalerweise T-Zellen nach Antigenstimulation und
Expansion unter physiologischen Bedingungen wieder in die Apoptose iiber. Dies geschieht
physiologischerweise iiber den Fas-Rezeptor in Interaktion mit dem Fas-Liganden. So exprimieren
z.B. zytotoxische T-Lymphozyten den Fas-Liganden und leiten in der Regel iiber den Fas-Rezeptor

der Tumorzellen eine Antitumor-Antwort also Apoptose ein.>*



Die Mycosis fungoides-Zellen zeigen bei Fortschreiten der Erkrankung eine relative Reduktion der
Fas-Rezeptorexpression. Ursdchlich dafiir sind verschiedene Mutationen als auch Splice-Varianten
im Fas-Rezeptorgen identifiziert worden. Die meisten davon fithren zu einem nicht funktionierenden

Fas-Protein.>”*

Diese fiihrt zu einer Verhinderung der Fas-mediierten Stimulation der Apoptose,
und scheint ein wichtiger und zunehmender Mechanismus der Tumorzellen zu sein, um dem
Immunsystem zu entkommen (,,tumor escape®).>’ Zusitzlich sind die Tumorzellen paradoxerweise
sogar in der Lage den Fas-Liganden selbst zu exprimieren und somit die CD8-positiven T-Zellen

Abwehrzellen® zu eliminieren.>®
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1.4 Klassifikation

Die aktuelle WHO-EORTC-Klassifikation® beschreibt nosologische Entititen, die durch klinische
und histo- und zytomorphologische sowie phino- und genotypische Merkmale definiert sind. Sie
integriert groBtenteils Entititen, die zuvor von der Projektgruppe ,kutane Lymphome* der EORTC™*
vorgeschlagen wurden als auch Entitéiten, die in der WHO-Klassifikation*' beschrieben wurden. Sie

ist die erste gemeinsame Klassifikation von Hamatopathologen und Dermatologen fiir kutane

Lymphome (sieche Tab 1).

Tab 1. WHO-EORTC KlassifiKation kutaner Lymphome

Kutane T-Zell und NK-Zell Lymphome

Mycosis fungoides (MF)

Mycosis fungoides Varianten und Subtypen

Follikulotrope MF
Pagetoide Reticulose
Granulomatous slack skin

Sézary Syndrom

Adulte T-Zell Leukemie/Lymphom

Primar kutane CD30-positive Lymphoproliferationen

Primar kutanes anaplastisch grof3zelliges
Lymphom
Lymphomatoide papulose

Subkutanes panniculitis-like T-Zell Lymphom

Extranodales NK/T-Zell Lymphom, nasal type

Primar

kutanes  peripheres T-Zell Lymphom,

unspezifiziert

Primar kutanes aggressives epidermotropes CD8-
positives T-Zell Lymphom (provisorisch)

Kutanes y/6 T-Zell Lymphom (provisorisch)

Primar kutanes CD4+ klein/mittelgrof3zelliges
pleomorphes T-Zell Lymphom (provisorisch)

Kutane B-Zell Lymphome

Primar kutanes Marginalzonen B-Zell Lymphom
Primar kutanes Follikelzentrumslymphom
Primar kutanes diffuses groRzelliges B-Zell
Lymphom, leg type

Primar kutanes diffuses groRzelliges B-Zell
Lymphom, andere

Intravaskulares grofRzelliges B-Zell Lymphom

Vorlaufer hamatologische Neoplasie

CD4+/CD56+ Hematodermische
(friher: Blastisches NK Zell Lymphom)

Neoplasie
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1.5 Klinische Prasentation

Im Folgenden werden die Klinik der hdufigsten kutanen T-Zell Lymphome wie die Mycosis
fungoides, Sézary Syndrom, das grosszellig anaplastische CD30+ Lymphom und die
Lymphomatoide Papulose beschrieben. Diese Entititen nehmen mehr als 70 % aller primér kutanen

Lymphome ein.*”**

1.5.1 Mycosis fungoides und Varianten

Die Mycosis fungoides reprisentiert die hiufigste Form kutaner T-Zell-Lymphome. Alibert*
beschrieb 1806 den ersten Patienten mit einer MF. Dieser présentierte sich mit Hautverdnderungen,
die sich zu pilzartigen Tumoren entwickelten. Sein Schiiler Bazin™ beschrieb erstmals die drei
klassischen Phasen der kutanen Progression der Mycosis fungloides, in der die Erkrankung mit
einem pramykosiden Stadium beginnt, sich dann in ein Plaquestadium entwickelt und schlieB8lich in
Hauttumore tbergeht. Im prdmykosiden (patch) Stadium findet man verschieden grofe, scharf
begrenzte, runde, ovale, serpingidse oder polyzyklisch begrenzte Herde. Sie sind meist nur gering
entziindet und gerdtet und kdnnen pityriasiform schuppen. Die Anzahl der Herde wechselt von
Patient zu Patient. Pradilektionsstellen existieren nicht. Rumpf, Extremitdten und Kopf einschlielich
Gesicht konnen betroffen sein. Vielfach besteht Juckreiz. Die Hauterscheinungen im pramykosidem
Stadium konnen klinisch als auch histologisch leicht mit entziindlichen Dermatosen wie atopischem

Ekzem oder Psoriasis vulgaris sowie den Formen der Parapsoriasisgruppe verwechselt werden.

Bei Progression der Erkrankung werden die makuldsen Patches zunehmend infiltrierter und bilden
dann die fiir das infiltrative Stadium typischen Plaques. Man findet jetzt scharf abgegrenzte, oft
bizarr konfigurierte, infiltrierte, erhabene, plattenartige Herde von entziindlich rétlicher oder mehr
braunlich-rotlicher Farbe. Die Herde vergroBern sich langsam und koénnen scharf begrenzte Inseln
normaler Haut (sog. ,,nappes claires*) umschlieen.

Das mykoside (tumordse) Stadium tritt nach unterschiedlich langer Krankheitsdauer auf. Innerhalb
der plattenformig infiltrierten Herde oder auch de novo wachsen halbkugelige oder auch
unregelmédBig konfigurierte, rotlich-braunliche Tumoren. Diese fungoiden (schwammartigen) Knoten
konnen ulzerieren und nekrotisch zerfallen.

Die beschriebenen Hautverdnderungen miissen nicht nacheinander auftreten, sie konnen in den
fortgeschrittenen Stadien auch gleichzeitig bestehen. Eine Progression iiber das priamykoside
Stadium hinaus muss nicht regelmédBig erfolgen; die Erkrankung kann in diesem Stadium lebenslang

persistieren.
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1.5.2 Sézary-Syndrom

Das Sézary-Syndrom, das ca. 5 % aller kutaner Lymphome ausmacht™, ist klinisch durch die Trias
Rotung und Schuppung meist des gesamten Integuments (Erythrodermie), Lymphknotenschwellung
und leukemische Ausschwemmung von Tumorzellen charakterisiert. Haufig sind die Hautsymptome
von starkem Juckreiz begleitet. Typisch fiir diese Erkrankung ist der Nachweis von atypischen
Lymphozyten, sog. Sézary-Zellen im peripheren Blutbild. Die ,,International Society for Cutaneous
Lymphoma (ISCL)“ hat insbesondere zur Differenzierung des Sézary Syndroms von einer
erythrodermischen Form einer MF folgende Kriterien Vorgeschlagen.45 (1) Sezary Zellen > 1000
/mm’; (2) eine CD4/CD8 Ratio > 10, sowie der Anteil CD4/CD7-negativer Zellen < 40 %; (3)
erhohte Lymphozytenzahl im peripheren Blut sowie der Nachweis eines T-Zell Klons mittels der
Southern blot- oder Polymerase-Kettenreaktion (PCR)- Technik; oder (4) Nachweis chromosomaler

Aberrationen des T-Zell-Klons.

1.5.3 Grosszelliges anaplastisches CD30 positives T-Zell-Lymphom

Das grosszellige anaplastische CD30 positive T-Zell-Lymphom erstmals von Stein et al.*® 1985 als
malignes Lymphom des Lymphknotens beschrieben. Als primére kutane Manifestation présentiert es
sich durch knotige Hautldsionen mit einem Durchmesser von 1 bis 15 cm. Typischerweise treten sie
beim Erwachsenen auf. Histologisch finden sich typischerweise groB3e blastire CD30 positiven T-
Zellen (>75 % des Infiltrates). Meist findet sich ein einziger Knoten oder gruppierte Knoten in einem

anatomischen Areal. Spontane Regressionen werden bei bis zu 25 % der Patienten beobachtet.

1.5.4 Lymphomatoide Papulose

Die Lymphomatoide Papulose (LyP) wurde erstmals von Dupont*’ 1965 als Erkrankung beschrieben
und 1968 mit diesem Namen von Macaulay®® bezeichnet. Sie ist eine chronische, zum Teil
selbstheilende, papulonoduldre Hauterkrankung mit dem histologischen Bild eines kutanen T-Zell-
Lymphoms. Die Patienten présentieren sich mit papuldsen, papulonekrotischen oder noduldren
Hautlésionen, die sich in unterschiedlichen Entwicklungsstadien befinden kénnen, und zeigen in der
Regel einen gutartigen, aber chronischen Verlauf mit einer Krankheitsdauer von 3 Monaten bis zu 40
Jahren. Die einzelnen Lisionen verschwinden spontan innerhalb einiger Wochen und hinterlassen in
der Regel eine kleine Narbe. Dennoch konnen etwa 10 —20 % der Patienten mit einer LyP im Verlauf
ein anderes Lymphom entwickeln. Dabei handelt es sich meist um eine MF, ein CD30 positives

grosszelliges Lymphom oder um einen Morbus Hodgkin.”
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1.6 Diagnostik

Die Diagnosestellung bei kutanen Lymphomen erfordert umfangreiche klinische Erfahrung und
beruht auf anamnestischen Angaben, klinischen Befunden, histologischen Analysen- einschlieBlich
Immunbhistologie, molekularbiologische Untersuchungen (Klonalititsnachweis) in der Haut und bei
Verdacht auf ein Sézary-Syndrom auch im Blut, sowie bildgebenden Verfahren zum Ausschluss von

extrakutanen Manifestationen.

1.6.1 Histologie/Immunhistologie
Die Histologie einschlieBlich der Immunhistologie stellt nach wie vor den Goldstandard in der
Diagnostik lymphoproliferativer Erkrankungen dar. Haufig vermag sie, bis auf die Friihstadien

kutaner Lymphome, eine klare Diagnose zu stellen.

1.6.1.1 Mycosis fungoides/Sézary-Syndrom

Histologisch ist eine klare Diagnose bei der MF sowie der SS gerade in den Friihstadien schwierig.
In der Himatoxylin- und Eosinfiarbung zeigt sich typischerweise eine Exozytose von Lymphozyten
in die Epidermis. Des Weiteren zeigt sich im Bereich der dermo-epidermalen Junktionszone héufig
ein bandformiges Entziindungsinfiltrat bestehend aus mononuklidren Zellen, z.T. untermischt mit
eosinophilen Granulozyten. Die Zellkerne der Lymphozyten zeigen oft gyrierte Formen. Allerdings
sind diese atypischen Lymphozyten untermischt mit vielen reaktiven Lymphozyten, und somit sind
die atypischen Zellen nicht sicher abgrenzbar. In dieser Phase der Erkrankung, in der sich
histologisch hédufig nur unspezifische Verdnderungen zeigen, sind Verlaufsbiopsien meist
unerlaBlich.

9

Aufgrund  dieser  Schwierigkeiten hat Glusac*®®  verschiedene Studien internationaler

Lymphomgruppen’®-'-*?

(wie die EORTC und ISCL) zusammengefait und 5 reproduzierbare
Kriterien zur Diagnose eines Frithstadiums einer MF erarbeitetet: 1) Pautriersche Mikroabzesse, 2)
Intraepidermale Lymphozyten sind groBer als dermale Lymphozyten, 3) ,,Lining* von atypischen
Lymphozyten entlang der Basalmembran, 4) 7-um bis 9-um groBle gyrierte Lymphozyten, 5)
pagetoide Ausbreitung intraepidermal von atypischen Lymphozyten. Diese Kriterien konnten
groftenteils durch die Grazer Arbeitsgruppe an 745 Mycosis fungoides Fillen bestitigt werden.>

Bei Progression der Erkrankung in das Plaque-Stadium nimmt die Anzahl der epidermotropen T-

Lymphozyten zu und sie neigen zu einer nest-artigen Ansammlung innerhalb der Epidermis, sog.

,,Pautrierschen Mikroabzessen*.
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Im Tumorstadium zeigt sich dann ein dichtes Infiltrat mit iiberwiegend pleomorphen Lymphozyten,
das bis in das Fettgewebe reichen kann. Der Epidermotropismus ist in diesem Stadium héufig wenig
ausgepragt.

Immunhistologisch handelt es sich um T-Lymphozyten mit einem CD3+, CD4+ und CD45RO+
Phénotyp. Des Weiteren exprimieren die Tumorzellen betaF1 (Betakette des T-Zellrezeptors). Diese
Antigene werden aber auch von physiologischen Nicht-Tumor- Lymphyozyten exprimiert, so daf3
diese keine CTCL-spezifischen Antigene reprisentieren’?. Eine immunhistologische Unterscheidung
einer MF von einem SS ist bisher mit den verfiigbaren Antikérpern nicht méglich®. Nur in seltenen
Féllen findet sich eine MF mit einem zytotoxischen Phéinotyp mit Expression von CD8+ und

TIA-1.5%

1.6.1.2 Grosszelliges anaplastisches CD30 positives T-Zell-Lymphom

Histologisch zeigt sich ein knotiges dermales Infiltrat, das bis in das Fettgewebe reichen kann. Ein
Epidermotropismus ist vorhanden meist jedoch nur gering ausgepragt. Charakteristisch sind grof3e
blastire Zellen mit unregelmifBig geformten Zellkernen und hellem weitem Zytoplasma. Zum Teil
haben die Tumorzellen mehrere Kerne. Die Tumorzellen wachsen kohesiv im Verband. Grosszellige
CD30+ T-Zell Lymphome sind durch Infiltrate von mehr als 75 % CD30+ neoplastische T-Zellen
charakterisiert. Im Gegensatz zu den primdr nodalen anaplastisch grosszelligen Lymphomen zeigt
sich meist keine Translokation 2;5 mit Expression des NPM/ALK-Gens™. In Abgrenzung zur

Lymphomatoiden Papulose zeigen die CD30+ Tumorzellen hier meist keine TRAF1-Expression.™

1.6.1.3 Lymphomatoide Papulose

Hier zeigt sich histologisch in einer voll entwickelten Lision ein dermales knotiges gemischzelliges
Infiltrat aus Lymphozyten, eosinophilen Granulozyten und manchmal auch neutrophilen
Granulozyten. Abhingig von der GroBe der Lymphozyten lisst sich die LyP nach Willemze® in drei
zytologisch unterschiedliche Formen unterteilen: LyP Typ A besteht aus grofen blastiren
Lymphozyten (< 50 %) beigemischt mit Neutrophilen und Eosinophilen Granulozyten sowie
Histiozyten; LyP Typ B iiberwiegend kleinen Lymphozyten mit cerebriformen Zellkernen &hnlich
wie einer bei einer Mycosis fungoides und LyP Typ C aus > 50 blisteren CD30-positiven Blasten
dhnlich einem CD30-positiven grosszelligem Lymphom.

Immunbhistologisch entsprechen diese Lymphozyten aktivierten T-Helfer-Zellen mit Expression des

CD30-Molekiils: CD30+, CD3+, CD4+, CD5+, TRAF1+, CD8-, CD15-.%%:61:62.63

14



1.6.2 Molekulare Diagnostik

Aufgrund der Schwierigkeiten bei der differenzialdiagnostischen Abgrenzung besonders der frithen
Formen der CTCL von chronisch entziindlichen Dermatosen, z.B. chronische Ekzem, wurden
molekularbiologische Nachweismethoden entwickelt, die die umgelagerten T-Zellrezeptor-(TCR)-
Gene als Ziel haben.

Wihrend der Entwicklung der T-Zelle im Thymus entstehen T-Zellen mit einem riesigen Repertoire
unterschiedlicher T-Zellrezeptoren. Die Generierung der Vielfalt von Antigenrezeptoren beruht
vorwiegend auf zwei genetischen ProzeBen, zum einen auf der rekombinatorischen Diversitat und
zum anderen auf der junktionalen Diversitat.** 1. Die rekombinatorische Diversitat umfaBt die
moglichen Rekombinationen der variablen- (V), Diversikation- (D) und Junktionssegmente (J) zu
einem funktionellen VDJ-Genabschnitt. Dazu mufl eines der V-Genelemente mit einem J-
Genelement rekombiniert werden. Existieren D-Elemente, wie im Genlokus fiir die - und d-Kette
des T-Zellrezeptors, vollzieht sich die Genumlagerung in zwei Schritten. Zuerst wird ein D-
Gensegment mit einem J-Segment rekombiniert, darauf folgt im zweiten Schritt die Anlagerung
eines V-Genes an den bereits neukombinierten D-J-Komplex. Diese Rekombination wird durch
spezifische Rekombinasen (RAG1 und RAG2) vermittelt, die bestimmte Signalsequenzen erkennen,

welche die einzelnen Gensegmente an ihrem 5"-und 3’-Ende flankieren. %

Die Signalstrukturen fiir
diese Rekombinasen gliedern sich in eine heptamere und eine nonamere Basenfolge, die jeweils -
unabhédngig von ihrer Lokalisation — eine nahezu identische Sequenz aufweisen. In Abhédngigkeit von
threr 5'- oder 3’-Position zum variablen Genelement sind Heptamere und Nonamere entweder durch
12 oder 23 Basenpaare lange Einschiibe voneinander getrennt, deren Sequenzen jedoch beliebig sind.
Die zueinander homologen Heptamer/Nonamer-Sequenzen benachbarter Genelemente gehen unter
Herausschneiden aller dazwischenliegenden Bereiche, Basenpaarungen ein. Es impliziert auch die
Deletion aller d-Kettengene bei der Umlagerung der Genregion fiir die a-Kette des TCRs. Ist diese
sogenannte “stem- & loop-Konfiguration” erreicht, katalysieren die Rekombinasen die

Verkniipfungen der variablen Gensegmente, wobei die zuvor entstandene “Loop-Region”

ausgeschnitten wird.
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Abb.2 Schematische Darstellung der Lokalisation der Hepatamer/Nonamer Signalsequenzen
relativ zu den Gensegmenten.

2. Durch die junktionale Diversitat wird die Vielfalt der TCRs noch erheblich durch ein sogenanntes
“imprecise joining” der an der Rekombination beteiligten Gensegmente gesteigert. Von
entscheidender Bedeutung sind dabei die Moglichkeiten der Deletion von terminalen V-3'- und J-5°-
Nukleotiden durch Nukleasen sowie die Insertion von nach dem Zufallsprinzip eingebauten
Nukleotiden (N-Nukleotide) an den Verkniipfungsstellen der einzelnen Keimbahnsegmente durch
das Enzym terminale Desoxynukleotidyltransferase (TdT). N-Nukleotide konnen sowohl an der V-D
als auch an der D-J Junktion eingefiigt sein. Dariiber hinaus konnen die D-Elemente génzlich fehlen,
nur teilweise oder mit verschiedenen D-Elementen fusioniert vorliegen. Die beschriebenen Prozesse
stellen die Grundlage fiir die Generation von mehr als 10° verschiedenen funktionellen TCR dar. Die
resultierende hypervariable Genkonfiguration (V-N-D-N"-J) stellt somit  einen
molekularbiologischen Fingerabdruck fiir jede individuelle T-Zelle und alle aus ihr entstehenden
Tochterzellen dar.

Bei einer malignen Entartung, d.h. ein klonale Proliferation, die von einer einzelnen malignen
transformierten T-Zelle ausgeht, finden sich daher viele Zellen mit einer identischen hypervariablen
Region des T-Zellrezeptorgens (V-N-D-N’-J-Region); man bezeichnet diese T-Zellen dann als
monoklonal. Im Gegensatz dazu findet man bei einem reaktiven — entziindlichen- Geschehen
unterschiedliche T-Zellen mit unterschiedlichen TCR-Genmlagerungen (polyklonal). Aufgrund
dieses Charakteristikums eignet sich diese hypervariable Region in Kombination mit
molekularbiologischen Analysemethoden als DNS-Tumormarker klonaler T-Zellen.

Zum Nachweis klonaler Antigenrezeptor-Genumlagerungen wurden in den letzten 15 Jahren enorme

Anstrengungen unternommen. Anfangs stand die Southern-Blot-Hybridisierungstechnik®” im
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Vordergrund, mit deren Hilfe sich klonale B- und T-Zellpopulationen aus DNS-Extrakten aus
schockgefrorenem Gewebe nachweisen lieBen. Untersuchungen der T-Zellrezeptor-f3-
Genumlagerung mit der Southern-Blot-Hybridisierungstechnik konnten zeigen, dass die Mycosis
fungoides als auch das Sézary-Syndrom eine monoklonale Erkrankung darstellen.®®* Diese Technik
hat sich jedoch in der Routinediagnostik wegen der radioaktiven Belastung, der geringen Sensitivitat
(mindestens 5-10 % monoklonale T-Zellen in einem Gemisch polyklonaler, reaktiver T-Zellen)
sowie aufgrund des hohen Zeitaufwandes von mindestens 5 Tagen nicht durchsetzen konnen.
Besonders einschriankend ist die Erfordernis groBer Mengen hochmolekularer DNS (ca. 10 pug pro
Ansatz) aus Frischmaterial und nicht aus dem in der alltdglichen Routine verwendeten Formalin-
fixiertem Paraffingewebe.

Mit der Entwicklung der Polymerase Kettenreaktion’”””' (PCR) folgten verschiedene PCR-basierte
Methoden, die in der Lage waren, einen friihen Nachweis klonal expandierter T-Zellen mit einer
niedrigen Nachweisgrenze zu fiihren. Die meisten Klonalitdtsanalysen konzentrierten sich auf die
Untersuchungen der TCR-B— und TCR-y-Gene, da die Gene der TCR-a-Kette fiir routinemifie
Untersuchungen zu komplex aufgebaut und die dazwischenliegenden TCR-3-Gene meist deletiert
sind.”” Aufgrund der einfacheren Konfiguration der TCR-y-Gene” (12 V- und 5 J-Segmente mit
hoher Sequenzhomologie im Vergleich zum TCR-B-Gen74 mit 65 V- und 13 J-Segmenten mit
niedriger Sequenzhomologie) wurden zundchst TCR-y-PCR Varianten etabliert, beruhend auf z.B.
Konsensus-Primern, segment-spezifischen Primer oder GC-Klammer-Primer,”>-76-77-78.79- 8081
Insgesamt kann mit der Analyse des TCR-y Rearangements eine Detektionsrate von 50-90 % erreicht
werden. Sie ist somit eine wichtige Hilfestellung in der Diagnose von kutanen T-Zell-Lymphomen

auch in frithen Stadien.
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Abb.3 A) Schematische Darstellung der TCR-Genumlagerung wahrend der Entwicklung der T-Zelle
sowie die resultierenden Bindungstellen der Primer fiir die PCR-Analyse.
B) Darstellung der PCR-Produkt-Analyse im Gelbild als auch in der Genescan-Analyse.
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1.6.3 Ausbreitungsdiagnostik

Zur Stadieneinteilung der kutanen T-Zell-Lymphome wird die TNM-Klassifikation verwendet.®
Diese Klassifikation wurde vor allem fiir die Mycosis fungoides entwickelt und wird anderen
Hautlymphomen wie z.B. den CD30 positiven CTCL nur bedingt gerecht. Sie enthidlt auch
Kategorien wie z.B. N2 (klinisch keine vergroBerten Lymphknoten aber histologisch Infiltrate eines

CTCL), die im klinischen Alltag keine Bedeutung haben.

Tab 2. Staging-System fur MF/SS*

Klinisches Stadium T (Tumor) N (Lymphknoten) M (Metastasen)
IA T1 NO MO
IB T2 NO MO
A T1orT2 N1 MO
1B T3 NO or N1 MO
M T4 NO or N1 MO
IVA T1-4 N2 or N3 MO
VB T1-4 NO-N3 M1

T1: Patch/Plaque < 10% der Korperoberflache; T2: Patch/Plaque > 10% der Korperoberflache; T3: Hauttumore; T4:
Erythrodermie; NO: normale Lymphknoten; N1: Palpable Lymphknoten ohne histologischem Nachweis eines
Lymphoms; N2: Lymphknoten nicht palpabel aber histologischer Nachweis eines Lymphoms; N3: Palpable
Lymphknoten mit histologischem Nachweis eines Lymphoms; M0: Keine viszerale Manifestation; M1: Histologischer
Nachweis einer viszeralen Manifestation

*nach Bunn and Lamberg (1979).

Bei Erstdiagnose wird zur Ausbreitungsdiagnostik neben komplettem Routinelabor
(Differenzialblutbild, LDH, BSG sowie Leber — und Nierenparameter, Elektrolyte) sowie
bildgebende Verfahren wie Ultraschall der peripheren Lymphknoten und Abdomen sowie Rontgen-
Thorax durchgefiihrt. Bei in dieser Diagnostik suspekten Befunden werden zusétzlich gezielte CT-
Untersuchungen, ggf. Knochenmarksbiopsie durchgefiihrt. In Anlehnung an die ISCL sollte
zusitzlich bei Verdacht auf Sézary-Syndrom neben der Quantifizierung von Sézary-Zellen im
peripheren Blut eine Untersuchung der Lymphozytensubpopulation (CD4/CD8 Ratio, Anteil der
CD4+CD7- Zellen) sowie eine Klonalitdtsanalyse durchgefiihrt werden. Diese Diagnostik wird im

weiteren Verlauf der Erkrankung jéhrlich oder bei Anzeichen einer Progression wiederholt.
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1.8 Therapie

Therapie von kutanen T-Zell Lymphomen

Das Prinzip bei der Therapie von kutanen Lymphomen, das rein palliativ ausgerichtet ist, beruht auf
drei konzeptionelle Uberlegungen:

1) Induktion einer Remission durch eine stadienorientierte Therapie;

2) Verlingerung der Remissionsdauer und der Uberlebenszeit;

3) Lebensqualitit.

Fiir die MF und ihre Sonderformen wird im Gegensatz zu den nodalen Non-Hodgkin- Lymphomen
eine stadiengerechte eher zuriickhaltende Therapie empfohlen. Friihzeitige aggressivere
TherapiemaBnahmen (z.B. Polychemotherapie) erzielen keine verlingerten Uberlebenszeiten, sind
aber mit einer erhdhten Morbiditit verbunden und minimieren zudem Therapiemdglichkeiten bei
Progression der Erkrankung.®

Im Folgenden werden fiir die unterschiedliche Entitdten in Anlehnung an die deutsche Leitlinie fiir
kutane Lymphome (www.ado-homepage.de/Leitlinie Lymphome ADO 2005.pdf) Therapie-

empfehlungen erlédutert.

1.8.1 Therapie der Mycosis fungoides/Sézary Syndrom

In frithen Stadien (Stadium I und II) stehen lokale Therapieverfahren im Vordergrund wie topische
Steroide und Phototherapie (UVB1, PUVA: Psoralen plus UVA). Bei grofleren Tumoren kann
zusitzlich eine  Radiotherapie mit schnellen Elektronen (30-40 c¢Gy) bzw. eine
Rontgenweichteiltherapie (10x2 Gy, 30-50 kV, 2x/Woche) durchgefiihrt werden.® In den USA und
den skandinavischen Léndern werden auch lokal applizierte Zytostatika wie Mechlorethamin und
Carmustin (BCNU) eingesetzt, in Mitteleuropa jedoch selten.®>-*

In fortgeschrittenen Stadien (II, III) bieten sich eine Kombination von lokalen und systemischen
Therapic an, z.B. eine Kombination aus PUVA mit Retinoiden®” (RePUVA) und/oder
rekombinantem Interferon-Alpha (PUVA, alpha-RePUVA). Hier zeigt sich auch insbesondere das

88,89
*®, das ebenso zur

neue Retinoid Bexarotene (Targretin®) als besonders wirksam bei CTCL
Wirkungspotenzierung mit alpha-INF kombiniert werden kann.”® Eine weitere erfolgversprechende
Phototherapie stellt die extracorporale Photophorese (ECP) dar, die insbesondere in Kombination mit
alpha-INF-ECP) eine etablierte Therapie fiir das Sézary Syndrom ist.”'"**

Erst bei weiterer Progression der Erkrankung (Stadium IV) kommen Chemotherapien zum Zuge.
Man beginnt zundchst mit milden Regimes wie Chlorambucil in Kombination mit Prednison

(,,Knospe-Schema*) oder mit Methotrexat (MTX). Das neuentwickelte pegylierte Doxorubicin
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(Caelyx™) mit einer Ansprechrate von 83% scheint ebenso als Monotherapie in Betracht zu
kommen.

Bei Nichtansprechen auf diese Therapien kommen als ultima ratio Polychemotherapien z.B. nach
dem CHOP-Schema (Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin, Prednisolon) oder neuere
Nucleosidanaloga wie das Gemcitabine in Betracht.”* Hier ist zu Bedenken, dass sich in der Regel
ein schnelles Ansprechen zeigt aber meist im weiteren Verlauf ein nicht mehr zu beherrschendes
Rezidiv auftreten kann. Die Patienten sterben hédufig unter der Polychemotherapie an Infektionen und
Kachexie.* Neuere immunologische Therapien wie Denileukin-Diftitox (DAB389IL-2, Ontak®), ein
Fusionsprotein aus Diphterietoxin und IL-2, welches bei IL-2 Rezeptor positiven (CD25) MF sind
als Alternativen in diesem Stadium zu iiberlegen. Dieses Préparat zeigt in der Multicenter Studie
Ansprechraten von 30% auch in fortgeschrittenen Stadien bei multiplen Vorbehandlungen.’
Aufgrund eigener Erfahrungen ist hiermit, allerdings nur in Einzelfdllen, Langzeitremission im

Tumorstadium bis zu 3 Jahren zu erreichen. ¢

1.8.3 Therapie von kutanen CD30+ Lymphoproliferationen

Im Gegensatz zu nodalen CD30+ Lymphomen weisen primér kutane CD30+ lymphoproliferative
Erkrankungen, die Lymphomatoide Papulose und das anaplastisch grosszellige Lymphom, eine
ausgezeichnete Prognose auf. Daher ist von einer aggressiven den sonst fiir nodale CD30+
Lymphomen iiblichen Chemotherapien in der Regel abzusehen. Die Hautverdnderungen der
lymphomatoiden Papulose und gelegentlich auch die der CD30+ grosszelligen Lymphomen koénnen
spontan in eine Regression eintreten, die typischerweise mit einer Narbenbildung verbunden ist. Bei
Beschrinkung auf die Haut werden zunichst Lokalmafinahmen erwogen, in der Regel eine komplette
Exzision und/oder ggf. eine Nachbestrahlung. Erst bei ausgedehnten Herden oder bei Lymphknoten-

oder Organbefall kommt eine MTX-Therapie (15-25 mg/Woche) in Betracht.
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2 Eigene Befunde

2.1  Untersuchung der Spezifitit  und Sensitivitit  von T-Zellrezeptor

Genumlagerungsanalysen bei CTCL (Projekt 1)

2.1.1 Erlduterung des Projekts

Die Mycosis fungoides, als hédufigste Form von kutanen malignen T-Zell-Lymphomen, zeigt ein
breites Spektrum klinischer und histologischer Erscheinungsformen, so dass haufig eine zuverlédssige
Unterscheidung zwischen benignen und malignen kutanen T-Zell-Proliferationen schwierig ist. Dies
gilt insbesondere fiir die frithen Mycosis fungoides Stadien, die nur schwer von entziindlichen
Hauterkrankungen abzugrenzen sind. In diesen Féllen erwies sich fiir die Diagnosestellung der
Nachweis identischer TCR-Umlagerungen von klonal proliferierenden T-Zellen hilfreich.

In den bisherigen Klonalititsstudien von kutanen T-Zell-Lymphomen wurde hauptséichlich die
TCR-y PCR verwendet. Mit dieser Technik gelang der Nachweis einer monoklonalen T-Zell
Population in 53-90 % der Fille. Dabei ist unklar, ob diese groe Spannbreite der Detektionsrate
eher methodisch oder aufgrund des unterschiedlichen Patientenkollektivs (unterschiedliche Stadien)
bedingt ist.

Um diese diagnostischen Unsicherheiten bei den Frithformen der CTCL auszuschlieBen,
untersuchten wir zundchst Patienten in fortgeschrittenen Stadien (II-IV) mit einer optimierten TCR-y
PCR und nachfolgender GENESCAN-Analyse. Mit dem Ziel moglicherweise hohere
Detektionsraten zu erreichen erweiterten wir das Patientenkollektiv und untersuchten diese mittels
einer von uns erstmals entwickelten TCR-3 PCR in Kombination mit der Genescan-Technik und
DNA-Sequenzierung.

Nach Erhalt dieser Daten analysierten wir die Sensitivitit und Spezifitit der TCR-PCR in
Kombination mit der Genescan-Methode von Patienten mit Mycosis fungoides in Friihstadien.
Hierbei ergab sich auch die Frage, ob sich moglicherweise bereits bei initialen Stadien klonale T-
Zellpopulationen im Blut nachweisen lassen. Des Weiteren beabsichtigten wir die Frage zu
beantworten, ob sich eine Parapsoriasis en grand plaque, die einer Mycosis fungoides klinisch und

histologisch dhneln kann, mittels Klonalititsanalysen abgrenzen ldsst.
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2.2 Nachweis der Klonalitat zur Charakterisierung der T- bzw. B-Zell-

Linienzugehorigkeit (Projekt 2)

2.2.1 Erlduterung des Projekts

Ein Teil der malignen Lymphome, wie z.B. beim CD30-positiven grosszelligen Lymphom oder der
Morbus Hodgkin, exprimieren auf der Oberfliche weder T- noch NK- oder B-zellspezifische
Antigene. Damit konnen diese Lymphome weder der T-Zell- noch der NK-Zell- oder der B-Zellreihe
zugeordnet werden. Aber auch die Beziehung zueinander bleibt unklar, entwickelt sich doch
manchmal beide Lymphome in einem Patienten.

Ahnliches Problem ergibt sich hiufig bei einer weiteren CD30-positiven lymphoproliferativen
Erkrankung, ndmlich der lymphomatoiden Papulose. Bei dieser Entitdt stellen sich zwei Fragen, zum
einem ist es nicht klar, ob die groBen CD30-positiven Zellen der T-Zellreihe angehéren und zum

zweiten, ob diese Zellen klonal sind.

Um diese Fragen zu kldren haben wir Klonalititsanalysen an DNA aus dem Gesamtextrakt von
Tumorgewebe beim CD30-positven grosszelligem Lymphom durchgefiihrt. Da bei der
lymphomatoiden Papulose und beim Morbus Hodgkin die groBen CD30-positiven Zellen nur eine
geringe Minderheit im Gewebe reprisentieren, haben wir zusitzliche Untersuchungen auf Einzel-
Zell Niveau durchgefiihrt. Hierzu wurden einzelne CD30-positve Zellen aus dem Gewebe isoliert
und deren DNA extrahiert und amplifiziert. Die PCR-Produkte jeder einzelnen Zelle wurden

sequenziert und miteinander verglichen.
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2.3  Nachweis der T-Zell- Klonalitat in der Ausbreitungsdiagnostik bei kutanen
T-Zell-Lymphomen (Projekt 3)

2.3.1 Erlduterung des Projekts

Der Nachweis klonal expandierender T-Zellen in der Ausbreitungsdiagnostik erfordert eine
hochsensitive Methode. Dies gilt insbesondere fiir den Nachweis klonaler T-Zellen im Blut oder
Lymphknoten, wo die malignen T-Zellen physiologischerweise von einem ausgepragten
,»lymphozytidren Hintergrund*“ umgeben sind. Hierfiir eignen sich die von uns entwickelten und
etablierten TCR-3 und TCR-y-PCR Techniken, die in der Lage sind etwa 1 % klonal umgelagerter T-
Zellen in einem polyklonalen Hintergrund (ca. 1 ng T-Zell Linien-DNA in 100 ng Tonsillen DNA)

aufzuzeigen.

Im vorliegenden Projekt fiihrten wir Klonalitdtsuntersuchungen exemplarisch bei einem Patienten
mit Sézary Syndrom vor und wéhrend einer Therapie mit extracorporaler Photophorese im
Primértumor als auch im Blut und Lymphknoten sowie im weiteren Verlauf bei Progression der
Erkrankung auch in den verschiedenen Organmanifestationen durch. Hier stellte sich insbesondere
die Frage, ob wahrend der initial erreichten klinischen Remission auch eine molekularbiologische
Remission vorliegt, und ob sich der Tumorzellklon bei Progression hinsichtlich seiner

klonspezifischen Sequenz (V-N-D-N-J-Region) verdndert.

Des Weiteren haben wir in einer groBeren Pilotstudie die diagnostische und prognostische
Bedeutung des Nachweises einer klonalen T-Zellpopulation im Lymphknoten {iberpriift. Anhand
eines klinisch und histologisch gut charakterisiertem Kollektiv von Patienten mit kutanem T-Zell-
Lymphom untersuchten wir klinisch palpable Lymphknoten sowie die Lymphommanifestation an
der Haut mittels TCR-P und zum Vergleich TCR-y PCR. Dabei verglichen wir die PCR-Produkte der
Haut und der Lymphknoten hinsichtlich ihrer AmplifikatgroBe (Genescan-Technik) wie auch der
DNA-Sequenz. Die Klonaltitisergebnisse der Lymphknoten setzten wir in Relation zur
histologischen Klassifizierung. Um die klinische bzw. prognostische Bedeutung diese Befunde zu
evaluieren verglichen wir die Klonalititsergebnisse mit den klinischen Verldufen hinsichtlich

Stadienwechsel und Gesamtiiberleben.
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3 DISKUSSION

Kutane T Zell-Lymphome stellen eine heterogene Gruppe von klonal expandierenden T-
Lymphozyten mit unterschiedlich klinischer Manifestation, Histologie, Immunphinotyp und

Prognose dar.

Schwierigkeiten bereitet die Diagnosestellung insbesondere in Frithstadium der Erkrankung, da
sowohl klinisch als auch histologisch Ahnlichkeiten zu anderen entziindlichen Dermatosen, wie z.B.
chronisches Ekzem, vorliegen. Die Immunhistologie als moderne Methode zur Objektivierung der
histologischen Diagnose vermag Frithformen der Mycosis fungoides nicht sicher von reaktiven
Lisionen zu unterscheiden, da die malignen T-Zellen in der Regel kein auffélliges Markerprofil
aufweisen, sondern klassische T-Zell-Oberflachenmarker exprimieren (CD2, CD3, CD4, CD5, CD7)
wie sie auch bei anderen entziindlichen Hauterkrankungen gefunden werden.

Obwohl die Mycosis fungoides nicht durch einen rasch-progressiven Verlauf gekennzeichnet ist, ist
das adiquate Management der Patienten doch entscheidend abhidngig von 1) einer frithen
Diagnosestellung und 2) einem akkuraten Staging der Erkrankung, die eine stadiengerechte Therapie
dem Patienten ermdglicht. Mittlerweile sind molekularbiologische Methoden entwickelt worden, um
bei histologisch suspekten T-Zell-reichen Hautinfiltraten als Hinweis auf eine mogliche Malignitét
des Infiltrates monoklonale T-Zellpopulationen nachzuweisen. Die vorliegende Arbeit hat hierzu
mittels Untersuchungen der T-Zellklonalitdt diverse Aspekte des kutanen T-Zell-Lymphoms
untersucht, die unter anderem zum Verstdndnis der Biologie der Mycosis fungoides und der aus ihr
tranformierten Lymphome beigetragen haben. Des Weiteren konnten hiermit auch grundlegende
Daten beziiglich der diagnostischen (sowohl in der primdren Hautldsion als auch in der
Ausbreitungsdiagnostik  z.B. Lymphknoten) als auch prognostischen Bedeutung von

Klonalitdtsuntersuchungen beim kutanen T-Zell-Lymphom gewonnen werden.

31 Sicherung der Klonalitit in der Diagnostik des kutanen T-Zell-Lymphoms

Die Mycosis fungoides als haufigste Variante primér kutaner T-Zell-Lymphome (CTCL) ist initial
nur auf die Haut beschrinkt. Im weiteren Verlauf tritt jedoch bei einem Teil der Patienten eine
Progression auf, zunédchst mit Befall der hautnahen Lymphknoten, spéter auch der inneren Organe.
Fiir Patienten in den friihen Stadien mit alleinigem Hautbefall (I-II) wurde eine 10-Jahres-

97,98,99 Bei

Uberlebensrate zwischen 100 und 67,4 % errechnet. Auftreten extrakutaner

Lymphommanifestationen sinkt die mittlere Uberlebensrate drastisch auf nur 13 Monate. '°*'! Eine
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frithe Diagnosestellung ist daher besonders wichtig, wird doch die Prognose wesentlich durch den

Zeitpunkt der Diagnosestellung bestimmt.

Die Diagnose der Mycosis fungoides ist allerdings sowohl klinisch als auch histologisch in den
Frithstadien héufig schwierig zu stellen. Eine groe Anzahl entziindlicher Dermatosen zeigt doch
einer Mycosis fungoides dhnliche klinische und histologische Merkmale.'"*'*" Insbesondere die
histologischen Verdnderungen beim Sézary-Syndrom sind hdufig dezenter ausgeprigt als bei einer
Mycosis fungoides im Plaque-Stadium, aber auch unspezifische Verdnderungen werden héufig
gesehen.'”  Histologische Verdnderungen wie Pautrier'sche Mikroabszesse, epidermale
Lymphozyten mit groBerem Zellkern im Vergleich zu denen von dermalen Lymphozyten, finden
sich meist nur bei Mycosis fungoides und sind daher recht zuverldssige Kriterien fiir die Diagnose.
Sie finden sich allerdings nur bei einer kleineren Zahl von initialen Mycosis fungoides Fallen und
sind daher nicht sensitiv.*’ Als weiterer erschwerender Faktoren bei der histopathologischen
Begutachtung frither Mycosis fungoides-Lasionen kommt die intra- und interindividuelle-Variabilitat

der begutachtenden Dermatopathologen. '°

Diese Schwierigkeiten bei der differenzialdiagnostischen Abgrenzung von Friihstadien der Mycosis
fungoides von chronischen Dermatosen, fiihrten zur Entwicklung molekularbiologischer
Nachweismethoden. Diese beruhen auf der Tatsache, dass bei malignen T-Zell-Neoplasien eine
klonale Proliferation von transformierten T-Zellen angenommen wird. Die proliferierenden T-Zellen
miissten daher eine identische hypervariable Region des T-Zellrezeptorgens (V-N-(D)-N"-J-Region)
aufweisen, die an die Tochterzellen weitergegeben werden. Im Gegensatz dazu findet man bei
reaktiven Geschehen unterschiedliche T-Zellen mit unterschiedlichen TCR-Genumlagerungen.
Aufgrund dieses Charakteristikums eignet sich die hypervariable V-N-(D)-N’-J Region in
Kombination mit molekularbiologischen Analysemethoden als DNA-Tumormarker klonaler T-
Zellen.

Anfangs stand die Southern-Blot-Hybridisierungstechnik im Vordergrund, mit deren Hilfe sich
klonale T-Zellpopulationen aus DNA-Extrakten aus schockgefrorenem Gewebe nachweisen lieR3en.
Die Southern-blot-Technik wurde jedoch in den letzten Jahren immer mehr von der PCR-Technik
abgelost, mit der man Untersuchungen auch an, in der Routine iiblichen, Formalin-fixiertem und
Paraffin-eingebettetem Material durchfiihren kann. Zudem ist die PCR-Technik sensitiver, mit
geringerem Zeit- und Kostenaufwand verbunden und das Arbeiten mit radioaktivem Material ist

nicht notwendig.
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Aufgrund der einfacheren Konfiguration der TCR-y-Gene werden {iiberwiegend TCR-y-PCR-
Varianten verwendet. Zahlreiche TCR-y-PCR-Varianten, z. B. mit Verwendung von
segmentspezifischen Primern, Konsensus-Primern, radioaktiv-markierten Primern, GC-Klammer-
Primer oder geschachtelte (,,nested”) PCR kommen zum Einsatz. Mit diesen Methoden konnte bei
der Mycosis fungoides unterschiedlichen Detektionsrate von 53-90 % gefunden werden. >®' In den
vorliegenden Arbeiten war es bisher unklar, ob die voneinander weit divergierenden Nachweisraten
durch die Anwendung verschiedener Techniken oder durch Untersuchung unterschiedlicher Stadien
der Mycosis fungoides bedingt waren. In der vorliegenden Arbeit beschrinkten wir uns daher
anfangs auf Klonalitdtsuntersuchungen von klinisch und histologisch klar charakterisierten Mycosis
fungoides Fillen. Hierbei konnten wir mittels einer etablierten TCR-y PCR eine Nachweisrate von
76 % (16/21 Patienten) bei fortgeschrittenen Mycosis fungoides Fillen zeigen.'* Diese Arbeit belegt
erstmalig, dass auch in einem Teil der klinisch und histologisch klar definierten Lymphome der
Nachweis einer T-Zell-Klonalitdt nicht gelingt.

Dass diese Einschriankung primir methodisch bedingt ist und diese Mycosis fungoides Félle doch in
der iiberwiegenden Zahl der Fille eine klonale T-Zellpopulation enthalten konnten wir in weiteren
Experimenten zeigen. '*” Nach Entwicklung einer neuen TCR-p PCR untersuchten wir insgesamt 24
Patienten mit Mycosis fungoides, einschlielich der 21 zuvor mit der TCR-y PCR untersuchten Fille.
Hier konnten wir in allen (24/24) der fortgeschrittenen Mycosis Féllen eine T-Zellklonalitit

nachweisen.'”’

Diese Daten belegen eine signifikante Korrelation zwischen Klonalitdit und dem
Vorliegen einer Mycosis fungoides. Der fehlende Nachweis klonaler TCR-y-Genumlagerungen bei
Vorhandensein klonaler TCR-3 Genumlagerungen ist wahrscheinlich durch die hdufigen Mutationen
im TCR-y- Genlokus bedingt. Diese Mutationen des TCR-y-Gens konnen mdglicherweise nicht
durch die verwendete PCR-Primer erkannt werden und somit keine TCR-y spezifische PCR-
Produkte generiert werden. Dieses Phdnomen ist auch bei den B-Zell-Lymphomen vom
Keimzentrumstyp bekannt; sog. somatische Mutationen in den Immunglobulin-Genen, sind die

Ursache, dass in bis zu 30 % der Keimzentrums-Lymphome ein Klonalititsnachweis nicht gelingt.'"

Die unterschiedlichen Nachweisraten sowohl bei Lymphomen als auch bei Kontrollen diirften hdufig
wie bereits erwdhnt durch unterschiedliche PCR-Varianten aber auch durch unterschiedliche
Analysemethoden der PCR-Produkte bedingt sein. Die Kenntnis dieser technischen Unterschiede ist
daher eine unerléssliche Voraussetzung bei der Bewertung einer Klonalitét.

Zur Identifizierung von PCR-Produkten stehen diverse Methoden zur Verfligung, die von der
einfachen Agarose-Gel-Elektrophorese bis hin zur hochauflosenden Fraktionierung von

Sequenzgelen reichen. Scheller et al. konnten zeigen, dass die Detektionsrate identischer klonaler

81



PCR-Produkte mit Hilfe der PCR-Produktanalyse mit der Polacrylamid-Gelelektrophorese 42 % (;
22/53 CTCL Fille) und mit der Genescan-Analyse 62 % (33/53 CTCL Fille) betrigt.'” Ferner
zeigte sich, dass die Interpretation der PCR-Produkte unter Verwendung der Denaturierenden-
Gradienten- (DGGE) und der Temperaturgradienten-Gelelektrophorese (TGGE) mit mdglicherweise
starkem Hintergrundsignal haufig schwierig ist. Hier ldsst die Bewertung von so genannten
»schwachen Banden* einen grof3en interpretatorischen Spielraum.

Eine wesentliche Verbesserung der Analysetechniken zum Nachweis von TCR-B/y-
Genumlagerungen wurde im Rahmen unserer Arbeiten durch den Einsatz von Primern erreicht, die
mit Fluoreszenzfarbstoffen markierter waren und eine computergestiitzte Analyse der PCR-
Produkten in einem automatischen DNA-Sequenzierer erfolgte (Genescan-Analyse). Die
elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte fand analog zur Analyse von DNA-
Sequenzierreaktionen in einem hochauflésenden denaturierenden Polyacryamid-Gel statt.'%!0711°
Das entwickelte Genescan-Verfahren ermoglicht durch préazise GroBenbestimmung und Messung der
Fluoreszenzintensitdt eine Trennschérfe von einem einzigen Basenpaar und gestattet damit eine
objektive Unterscheidung monoklonaler von polyklonalen PCR-Produkten. Zusétzlich ist es

moglich, durch die genaue Bestimmung der PCR-ProduktgroB3e verschiedene Gewebeproben von

gleichen Patienten, z. B. im Rahmen der Ausbreitungsdiagnostik, zu vergleichen.

Erst nach Erkenntnis der Sensitivitidt der verschiedenen PCR-Methoden (TCR-y/B-PCR) an klar
definierten kutanen T-Zell-Lymphomen haben wir frithe Stadien der Mycosis fungoides untersucht.
Hier konnten wir in 67 % der untersuchten Fille (8/12 Patienten im Stadium Ia/Ib) eine klonale T-
Zellpopulation nachweisen.''” Diese Daten stimmen mit den in der Literatur beschriebenen

75,76,77,78,80

Detektionsraten weitgehend {iiberein. Trotz der eingeschrinkten Nachweisrate (keine

Klonalitdt in 33 %) scheint diese Methode sensitiver als jedes einzelne histologische Kriterium in
den Friihstadien der Mycosis fungoides zu sein und damit eine zusitzliche diagnostische Hilfe.'"

Eine klare Abgrenzung eines Friihstadiums der Mycosis fungoides von einer Parapsoriasis en plaque
ist mittels Klonalititsuntersuchungen nicht méglich. So lieBen sich in unserer Arbeit''’ in 19 %
(5/26) und bei Theodorou et al.** sogar in 100 % (5/5) eine klonale T-Zellpopulation nachweisen.
Hierbei muss kritisch bemerkt werden, dass eine sichere Differenzierung einer frithen Mycosis
fungoides von einer grof3fleckigen Parapsoriasis klinisch und auch histologisch bisher nicht moglich

ist. Nach Burg et al. entsprechen diese klonalen Parapsoriasisfidlle moglicherweise doch einer

Mycosis fungoides.''*
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3.2 Klonalitit als Methode zur Charakterisierung von Lymphomen

Als Beispiel sei hier die lymphomatoide Papulose genannt. Klinisch ist fiir diese Erkrankung das
wiederholte Vorkommen von spontanen Regressionen der papulonoduldren Hautldsionen
charakteristisch. Nur in 10-20 % der Fille ist die Erkrankung mittel- bzw. langfristig mit einem
malignen T-Zell-Lymphom, z.B. mit einem grosszelligen CD30-positivem Lymphom oder einem
Morbus Hodgkin assoziiert,''*''*'"* die meisten Fille der lymphomatoiden Papulose zeigen einen
benignen Verlauf und gehen nicht in ein T-Zell-Lymphom iiber. Die 10-Jahres Uberlebensrate der
betroffenen Kranken wird in der WHO-Klassifikation mit 100 % angegeben.

Interessanterweise wird jedoch in den meisten Féllen eine monoklonale T-Zell-Population
nachgewiesen, unabhingig davon, ob die Patienten im Verlauf ein malignes T-Zell-Lymphom

116,117,118,119

entwickelten. Des Weiteren zeigten mehrere Studien, dass sowohl zeitliche als auch von

der Lokalisation unterschiedliche Lésionen der lymphomatoiden Papulose bei einem Patienten den

identischen T-Zell-Klon représentierten.'>*-'*!

Wir konnten erstmals auf Einzell-Ebene zeigen, dass
die grofBen CD30-positiven Blasten dhnlich wie beim Morbus Hodgkin Ursprung der Klonalitit sind.
Diese Daten belegen, dass die lymphomatoide Papulose eine klonale Erkrankung ist.

Moglicherweise ist die Klonalitidt ein Ausgangspunkt fiir Malignitit und die klonalen CD30-
positiven T-Zellen der Ursprung fiir ein malignes CD30-positives Lymphom. Mehrere
Arbeitsgruppen sowie auch unsere Ergebnisse belegen, dass sich sowohl bei lymphomatoider
Papulose als bei anderen Lymphomen, z.B. beim CD30-positven grosszelligem Lymphom oder beim
Morbus Hodgkin, identische T-Zellpopulationen bzw. identische TCR-B bzw. TCR-y
Genumlagerungen nachweisen lassen.'”*'?* Dies beweist die klonale Verwandtschaft dieser CD30-
positiven Lymphoproliferationen. Moglicherweise entstehen diese CD30-positive Lymphome aus
dem Ursprungsklon der lymphomatoiden Papulose nach Akquirierung zusétzlicher Mutationen. So
konnte das Auftreten von Mutationen, die z.B. im TGF-B-Rezeptorgen'** nachgewiesen wurde, die
fehlende FasL-Expression'? sowie ein Defekt in der CD30/CD30 Ligand-Interaktion'*® zu einer
malignen Transformation fiihren, die in ein CD30-positives grosszelliges Lymphom miindet.
Aktuelle Daten zeigen, dass die initiale Transformation moglicherweise bereits im Knochenmark
erfolgt.'?’

Dieses Konzept einer klinisch benignen klonalen Vorldufererkrankung (Prdlymphom), die in eine
echte Neoplasie libergeht ist nicht nur fiir kutane Lymphome beschrieben, sondern z.B. auch bei der
benignen monoklonalen Gammopathie undeterminierter Signifikanz bekannt, die im Rahmen einer

Mehrschritt-Tumorgenese in ein Plasmozytom iibergehen kann.'**
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Unterschiedliche Ergebnisse beziiglich einer T-Zell-Klonalitdt zeigen verschiedene Studien bei
benignen entziindlichen Hauterkrankungen, die nicht mit einer Neoplasie assoziiert sind. So konnte
die Arbeitsgruppe um Sander'*® beim Lichen ruber planus in 25 % der Fille (9/36) eine klonale T-
Zell Population nachweisen. Anderseits fanden Staib und Sterry"*® sowie andere Gruppen''-'*>:133
bei dieser Erkrankung keine Klonalitit. In einer groBeren Studie konnte Lukowsky et al. beim
Lichen sclerosus et athrophicus in nahezu der Hélfte der Félle (49 %; 19/39) mittels TCR-y PCR und
Genescan-Analyse eine klonale T-Zellpopulation nachweisen. Als Kriterium wurde in dieser Studie
der Nachweis eines T-Zell Klones in einer von zwei durchgefiihrten PCR-Analysen mit
nachfolgender Genescan-Auftrennung der PCR-Produkte gewdhlt.

Diese Daten stimmen z.T. mit unseren Ergebnissen iiberein. Bei der Analyse von chronischen
Dermatosen wie bei Psoriasis vulgaris oder chronischem Ekzem, konnten wir in den Hautproben ein
betont oligoklonale T-Zellproliferation, teilweise mit einer Dominanz einzelner ProduktgrofBen
darstellen. Diese dominanten Banden konnen jedoch im Gegensatz zu den T-Zell-Lymphomen bei
wiederholter Untersuchung nicht reproduziert werden, so dal wir diese als pseudoklonal gewertet
haben. Die Tatsache, dal diese PCR-Resultate in wiederholten Untersuchungen eine
unterschiedliche Bandengrofle und Sequenz zeigen, 146t weniger an einen biologischen Prozess im
Sinne einer Neoplasie denken. Vielmehr konnen die dominanten PCR-Amplifikate in Hautproben
von Patienten mit Psoriasis und Ekzem durch die hohe Sensitivitidt der PCR-Technik erklart werden,
die auch wenige proliferierende reaktive T-Zellklone darstellen kann, moglicherweise im Rahmen
einer T-Zellantwort auf ein bestimmtes Antigen. Als ein Ergebnis unserer Arbeiten ist daher die
Reproduzierbarkeit der klonalen Amplifikate in verschiedenen, unabhingig durchgefiihrten

Amplifikationen als Charakteristikum einer “echten” malignen T-Zellproliferation zu fordern.

3.3  Bedeutung der Klonalitiit in der Ausbreitungsdiagnostik

Ist die Diagnose eines kutanen T-Zell-Lymphoms bei einem Patienten gestellt, so ist die néchste
wichtige Frage das Stadium der Erkrankung, das fiir die Wahl sowie das Ansprechen der Therapie
und damit letztendlich fiir das Uberleben entscheidend ist. Voraussetzung dafiir ist eine akkurate
sowie individuell-angepasste Ausbreitungsdiagnostik. Ein Stadienwechsel wird in der Regel mit
klinischen Mitteln erst spit entdeckt. Insbesondere der Nachweis des Befalls von Lymphknoten oder
peripheren Blutes ist eine schwierige diagnostische Herausforderung. Mittels der TCR-y/B- PCR
wurden hierzu in den letzten Jahren enorme Anstrengungen durchgefiithrt klonale T-Zell

Populationen in den Rezirkulationsorganen zu detektieren.
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Der Lymphknotenbefall, der erfahrungsgemél3 als erste extrakutane Manifestation des kutanen T-
Zell-Lymphoms gilt, stellt sowohl den Kliniker als auch den Histologen vor diagnostische Probleme.
VergroBerte Lymphknoten treten sowohl bei malignen Hauterkrankungen als auch bei ausgedehnten
benignen entziindlichen Dermatosen auf. Sofern ein Antigen vorwiegend eine T-Zell-Reaktion
hervorruft, bewirkt dies in den hautnahen Lymphknoten eine Verbreiterung des Parakortex und ggf.
auch der interfollikuliren Zonen'**. Vermehrt sind nicht nur kleine T-Lymphozyten und T-
Immunoblasten, sondern auch Antigen-prisentierende Zellen, wie die interdigitierenden
Retikulumzellen, Makrophagen und Langerhans-Zellen, ebenso die sog. hochendothelialen Venolen.
Histologisch entsprechen diese Verdnderungen einer sog. ,,dermatopathischen Lymphadenopathie®,
die eine Reaktion des Lymphknotens bei juckenden chronischen Hauterkrankungen verschiedenster

Ursache (Ekzeme, Hautlymphome, atopischer Dermatitis u.a.) darstellt.'*>*°

Typischerweise wird
neben kutanen Antigenen auch Melanin in die Lymphknoten transportiert und in Makrophagen
(Melanophagen) gespeichert. Bei der dermatopathischen Lymphadenopathie finden sich zusitzlich
aktivierte T-Lymphozyten, die zytologisch dhnlich den atypischen malignen T-Zellen sein konnen.
Diese konnen weder morphologisch noch immunhistologisch in ihrer Dignitét sicher charakterisiert
werden, insbesondere bei Patienten mit kutanem T-Zell-Lymphom kann bei einer dermatopathischen
Lymphadenopathie eine frilhe Lymphknoteninfiltration weder sicher diagnostiziert noch
ausgeschlossen werden. "’

Weiss et al."*® konnten erstmals basierend auf der Southern-Blot-Hybridisierungstechnik zeigen,
dass in dermatopathischen Lymphknoten von Patienten mit einem CTCL in der Mehrzahl der Fille
(7/9) eine monoklonale TCR-B-Umlagerung nachweisbar ist. Diese Daten konnten durch
nachfolgende Untersuchungen zum Teil unterstiitzt werden.*”'**"*! Allerdings konnten diese
Studien in einigen Lymphknoten, die histologisch sicher einen Lymphombefall zeigten, keine
klonale T-Zellpopulation mittels der Southern-Blot-Technik nachweisen. Moglicherweise ist hierfiir
die niedrige Sensitivit der Methode verantwortlich, die mindestens 5-10 % monoklonale T-Zellen in
einem Gemisch polyklonaler T-Zellen bendtigt. Wir konnten anhand einer groeren Fallzahl mittels
TCR-B- und TCR-y-PCR in Kombination mit der Genescan-Technik zeigen, dass sich eine klonale
T-Zell Population in 50 % der klinisch vergroBerten und histologisch als dermatopathisch
klassifizierten Lymphknoten eine klonale T-Zellpopulation nachweisen ldsst. Dariliber hinaus
konnten wir erstmals anhand GréBen- und Sequenzvergleich der PCR-Produkte zeigen, dass dieser
T-Zell Klon identisch mit dem malignen T-Zell Klon in der korrespondierenden befallenen

Hautlésion ist. Dies beweist, dass die klonale T-Zellpopulation des Lymphknotens eine Infiltration

den Primirtumor, d.h. kutane Lymphom reprisentiert. = Im Gegensatz dazu konnten in
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dermatopathischen Lymphknoten bei Patienten mit chronischen entziindlichen Dermatosen keine
klonale T-Zellpopulationen nachgewiesen werden.'*

Zusammenfassend belegen die bisherigen Southern-Blot-Daten sowie insbesondere unsere
Ergebnisse, dass die TCR- Klonalitdtsanalysen eine wichtige Hilfe in der schwierigen Diagnostik bei
suspektem Lymphknotenbefall durch ein kutanes T-Zell-Lymphom sind und dadurch ein akkurates

Staging von Lymphompatienten ermoglichen.

3.4  Bedeutung der Klonalitit im Hinblick auf die Prognose der Lymphomkrankheit

Mit den heutigen molekularen Techniken, die eine hohe Sensitivitdt haben, lassen sich geringste
Mengen von Tumorzellen in den verschiedenen Geweben wie Lymphknoten oder Blut nachweisen.
So lassen sich auch bei Patienten mit initialen Stadien einer Mycosis fungoides wie z. B. im Patch-
Stadium, (Stadium IA) mittels PCR-basierten Klonalititsanalysen Tumorzelklone im Blut
nachweisen. Dariiber hinaus wissen wir aber aus mehreren klinischen Studien, dass Patienten im
Stadium IA eine Uberlebensrate dhnlich der Normalbevolkerung haben. Hieraus ergibt sich die
Frage, ob das sensitive molekulare Staging eine klinische Bedeutung hat oder, ob der Nachweis von
Tumorzellen in Blut oder Lymphknoten lediglich eine physiologische Rezirkulation zwischen Haut

und Lymphknoten iiber den Lymph- oder Blutweg entspricht.

Wie zuvor erwéhnt konnten mehrere Southern-Blot-basierte Studien als auch unsere TCR-B- und
TCR-y-PCR basierte Arbeiten zeigen, dass im Lymphknoten klonale T-Zellpopulationen sowohl in
histologisch befallenen (80-100 %) als auch in dermatopathischen Lymphknoten (40-50%)
nachgewiesen werden konnen. Die bisher publizierten Arbeiten, die die Klonalitdtsergebnisse in
Relation zum klinischen Verlauf setzten, zeigten, dass Patienten mit dermatopathischen
Lymphknoten in denen sich eine Monoklonalitit nachwiesen lieB eine geringere Uberlebensrate

- - . e 139,140,141
zeigten als die ohne Nachweis einer Klonalitdt. ” ™

Dartiber hinaus konnten wir zeigen, dass es
keinen signifikanten Unterschied in der Uberlebensrate von Patienten mit Nachweis einer klonalen
T-Zellpopulation in dermatopathischen Lymphknoten oder in histologisch nachweisbar befallenen

Lymphknoten gibt.'*

Dieses deutet darauf hin, dass es in einigen dermatopathischen Lymphknoten
eine geringe Zahl von Lymphomzellen gibt im Sinne einer weiteren Ausbreitung der Erkrankung und
nicht als physiologische Rezirkulation.

Zusammengefalit belegen die Daten der Lymphknotenuntersuchungen, dass die TCR-

Klonalitdtsnanalysen ein wichtiges Hilfsmittel in der Differenzialdiagnostik einer benignen
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dermatopathischen Lymphadenitis von einer frilhen Lymphominfiltration sind und eine
prognostische = Bedeutung  haben.  Basierend auf diesen Daten  werden  daher
Klonalitdtsuntersuchungen im Lymphknoten in der neuen Klassifikation zur Stadienteilung der
Mycosis fungoides und des Sézary Syndroms der International Society of Cutaneous Lymphoma

beriicksichtigt.'*?
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4 ZUSAMMENFASSENDE BETRACHTUNG UND PERSPEKTIVEN

Kutane  T-Zell-Lymphome treten in  verschiedenen klinischen und histologischen
Erscheinungsformen auf, die ihre Abgrenzung von nicht-malignen T-Zell-Lymphoproliferationen
hiufig schwierig macht. Der Nachweis klonaler T-Zellrezeptor-Umlagerungen bietet fiir diese
Unterscheidung eine wichtige Hilfestellung, da T-Zell-Lymphome sich durch eine klonale T-
Zellpopulation mit identischen T-Zellrezeptor-Umlagerungen auszeichnen.

Zum besseren Verstindnis der bisherigen Daten haben wurden initial Klonalitdtsuntersuchungen bei
klinisch und histologisch eindeutig definierte Mycosis fungoides-Féllen fortgeschrittener Stadien
durchgefiihrt. Dabei wurden Hautmanifestationen sowohl mit einer TCR-f als auch TCR-y -PCR
und analysierten die Amplifikate mit der Genescan-Technik bzw. DNA-Sequenzierung untersucht.
Die hierbei gewonnenen Ergebnisse, zeigen, dass die Mycosis fungoides in diesen Stadien in der
Regel eine klonale Erkrankung ist. In manchen Féllen wird jedoch keine T-Zellklonalitit gefunden.
Hier konnten wir zeigen, dass dies eher ein methodisches Problem ist. Wir definierten erstmals die
Pseudomonoklonalitit, die gerade hédufiger in Hautproben mit geringem Anteil reaktiver T-Zellen
gefunden wird, aber im Gegensatz zu den ,,echten kutanen T-Zell-Lymphomen* nicht reprodzierbar
ist. Basierend auf diesen Erkenntnissen untersuchten wir Frithformen der Mycosis fungoides. Hier
konnten wir eine klonale T-Zellpopulation in 66,7 % der Fille in der Haut und nur in 26 % im
peripheren Blut nachweisen. Diese Daten unterstiitzen das pathogenetische Konzept, dass sich
wahrscheinlich in der Frithphase der Mycosis fungoides hdufig noch keine klonale Dominanz
ausgeprigt, bzw. ein Tumorzellklon selektioniert wurde.

Des Weiteren wurde der Nachweis der T-Zell-Klonalitit auf Einzell-Ebene zur Charakterisierung
von Lymphomen, die aus wenigen Tumorzellen bestehen und daher in der konventionellen PCR
hdufig nicht detektiert werden, eingesetzt. Die Untersuchungen der Lymphomatoiden Papulose und
des Morbus Hodgkin mittels Einzell-PCR zeigen erstmals, dass beide Lymphoproliferationen eine
monoklonale Erkrankung sind, wobei die Klonalitdt in beiden Erkrankungen den CD30-positiven
Zellen entstammen und damit Tumorzellen reprisentieren. Dariiber hinaus konnten wir erstmals die
Existenz eines Morbus Hodgkin mit T-Zellabstammung beweisen.

Schlieflich  wurde die  Bedeutung von  T-Zell-Klonalititsuntersuchungen in  der
Ausbreitungsdiagnostik von Patienten mit kutanem T-Zell-Lymphom analysiert. Hier konnten wir
erstmals an einem grofleren Kollektiv zeigen, dass basierend auf der TCR-f3 und TCR-y PCR in
Komibnation mit der Genescan-Analyse, Klonalitdtsunteruchungen im Lymphknoten sowohl einen

diagnostischen als auch prognostischen Wert haben. Insbesondere helfen hier die
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Genumlagerungsanalysen bei der Unterscheidung einer reaktiven Lymphadenitis von einer frithen
Lymphominfiltration.

In der Gesamtheit tragen die durchgefiihrten Experimente zum Verstindnis der Klonalitit bei
kutanen T-Zell-Lymphomen bei, das eine Voraussetzung fiir die Interpretation der
Klonalitétsergebnisse in der schwierigen Diagnostik von kutanen Lymphomen ist.

Perspektivisch gilt es zundchst die Techniken der Klonalitidtsanalysen in den Laboren zu
standardisieren um fiir die Diagnostik und die Ausbreitungsuntersuchungen vergleichbare
Ausgangsbedingungen und schlielich Daten zu haben. Hierzu hat sich bereits eine europidische
Projektgruppe ausgebildet (BIOMED-2 concerted action)'** das sich mit der Entwicklung neuer
Primer fiir alle T-Zellrezeptor- und Immunglobulingene befasst. Die Ergebnisse dieser Arbeitsgruppe
sind bisher vielversprechend.'*

Basierend auf diesen standardisierten Primern wird es u.a. Ziel sein eine Quantifizierung von
Tumorzellen durchzufiihren (z.B. mittels Real-time PCR), die als Biomarker zur Induktion und

Fortfiihrung einer Therapie dienen konnte.
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