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1 Einleitung
1.1 Immunologie

1.1.1 Das Immunsystem

Das Abwehrsystem des menschlichen Korpers ist ein komplexes System von
Zellen und Faktoren, welches den Organismus dazu befahigt, Infektionen aller
Art, Erreger (Bakterien, Viren, Pilze, Protozoen), Fremdzellen sowie
Tumorzellen abzuwehren und den Kdrper vor entsprechenden schéadlichen

Einflissen zu schitzen.!

Dem menschlichen Organismus stehen fir seine Abwehrfunktion zwei
verschiedene komplexe Systeme zur Verfiigung. Dies ist zum einen das
angeborene, unspezifische Immunsystem, dessen Bedeutung vor allem in der
frihen Phase der Abwehr liegt. Zum anderen ist es das adaptive, erworbene
bzw. spezifische Immunsystem, das verzogert, d.h. nach einigen Stunden bis
Tagen, zur gezielten Abwehr von Mikroorganismen fuhrt. Die beiden Systeme
kooperieren und aktivieren sich gegenseitig Gber verschiedene Botenstoffe
(Chemokine, Zytokine) und stehen tber Zell-Zell-Kontakte miteinander in
Verbindung. Dies ist fur eine schnelle und adaquate Immunantwort von grof3er

Bedeutung.™®

Alle am Immunsystem beteiligten Zellen stammen von hdmatopoetischen

Stammzellen im Knochenmark ab.>*®

Das angeborene, unspezifische Immunsystem ist von Geburt an vorhanden und
besteht aus zellularen und humoralen Komponenten. Seine Hauptaufgaben
sind die rasche Beseitigung des Erregers sowie die Aktivierung des adaptiven,
spezifischen Immunsystems. Das angeborene Immunsystem spielt somit in der
frihen Phase der Abwehr eine zentrale Rolle.™ > * Die folgende Tabelle 1 zeigt
die zum angeborenen Immunsystem gehdérenden zellularen und humoralen

Bestandteile.



Tabelle 1: Bestandteile des angeborenen Immunsystems

Zellulare Bestandteile Humorale Faktoren
Granulozyten (neutrophile, basophile, Komplementsystem
eosinophile)

Monozyten, Makrophagen, Dendritische
Zellen

Naturliche-Killer-Zellen (NK-Zellen)

Das adaptive, spezifische Immunsystem zeichnet sich aus durch ein hohes
Mafd an Spezifitat und der Unterscheidung zwischen Selbst und Nichtselbst
(Fremd). Es besitzt die Eigenschaft ein immunologisches Gedachtnis zu bilden
und so beim Zweitkontakt mit einem Erreger schneller und praziser als beim
Erstkontakt zu reagieren.™ * Das adaptive Immunsystem besteht ebenso aus
zellularen und humoralen Bestandteilen. Zu den humoralen Bestandteilen
gehoren die Immunglobuline, die von den B-Lymphozyten gebildet werden.™ * >
" In Tabelle 2 sind die zellularen Bestandteile mit ihren jeweiligen Aufgaben

gezeigt.

B- und T-Lymphozyten entwickeln sich beide aus einer lymphatischen
Vorlauferzelle.®  Die Reifung der B-Lymphozyten erfolgt im Knochenmark, die
der T-Lymphozyten im Thymus. Nach Aktivierung des adaptiven Immunsystems
kommt es zu zeitaufwendigen Differenzierungsschritten der beteiligten B- und
T-Lymphozyten und fuhrt in der Regel zur vollstdndigen und gezielten,
spezifischen Beseitigung des Erregers bzw. des Antigens. Das adaptive
Immunsystem besitzt die Fahigkeit zwischen unterschiedlichen Antigenen zu
unterscheiden. Dies wird unter anderem durch Genumlagerungsprozesse in B-
und T-Zellen, die sog. somatische Rekombination, ermdglicht, wodurch erst die
Vielfalt an Immunglobulinen bzw. T-Zell-Rezeptoren entsteht (geschatzt etwa
10 firr die T-Zell- und 10* fiir die B-Zell-Population).* > 8 9.1:°



Tabelle 2: Bestandteile und Aufgaben des adaptiven Immunsystems

Zellulare Bestandteile Haupteigenschaften

B-Lymphozyten Bildung und Sezernierung von Immunglobulinen
Antigenprasentation

Spezifitat

Toleranz

Immunologisches Gedachtnis

T-Lymphozyten Direkte Elimination infizierter oder transformierter
Zellen (CD8+ T-Lymphozyten)

Aktivierung von Zellen des angeborenen
Immunsystems (z.B. Makrophagen) und Unterstitzung
bei der Elimination von Fremdpartikeln Uber
Phagozytose (CD4+ T-Lymphozyten)

Toleranz

Die Abwehrfunktionen des menschlichen Immunsystems spielen sich im
lymphatischen Gewebe ab, welches sich in ein primares und sekundares
lymphatisches Gewebe unterteilt. Tabelle 3 zeigt die Komponenten der

primaren und sekundéaren lymphatischen Gewebe.

Die lymphatischen Geweben stehen tber im Blut zirkulierende Lymphozyten
miteinander in Verbindung, wobei an fast jedem Ort und in jedem Organ des
menschlichen Kérpers sekundar lymphatisches Gewebe neu entstehen kann.*°

Das Immunsystem des menschlichen Organismus kann allerdings auch
fehlreguliert sein und dem Organismus schaden. Dies spielt bei der Entstehung
von Autoimmunerkrankungen und Immundefekten, aber auch bei malignen

Lymphomen eine Rolle.* ¢ 1012




Tabelle 3: Lymphatisches Gewebe

Primar lymphatisches Gewebe Sekundar lymphatisches Gewebe
Thymus Lymphknoten
Knochenmark Milz

Mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe:
z.B.

* Peyer-Plagues
» Konjunktiven

 Tonsillen

1.1.2 B-Zellen und die B-Zell-Entwicklung

Wie oben bereits beschrieben, bilden B-Lymphozyten zusammen mit T-
Lymphozyten die zentralen Bestandteile des adaptiven Immunsystems. B-
Zellen bilden hierbei die humorale Immunantwort. Nach Aktivierung kdnnen
diese sich zu Plasmazellen differenzieren und spezifisch Immunglobuline
produzieren. Desweiteren haben sie an ihrer Oberflache die Moglichkeit
Antigene (iber MHC-Klasse-lI-Proteine zu prasentieren.” % ** Wahrend der B-
Zell-Entwicklung durchlauft die B-Zelle verschiedene Differenzierungsstufen, die

zum Teil auch zytologisch unterscheidbar sind.

1.1.2.1 Antigenunabhéangige Entwicklung im Knochenmark

Wie oben bereits erwahnt, entwickeln sich B- und T-Lymphozyten sowie NK-
Zellen aus einer gemeinsamen lymphoiden Vorlauferzelle im Knochenmark.® ’
Diese Vorlauferzelle entwickelt sich wiederum aus einer multipotenten
hamatopoetischen Stammzelle.” Die sich nun anschlieBende Differenzierung
hin zur B-Zelle ist abh&ngig von den Stromazellen des Knochenmarks, die in
engem Kontakt zur hamatopoetischen Vorlauferzelle stehen und Signale

aussenden, welche fir die B-Zell-Entwicklung entscheidend sind. Die B-Zell-



Differenzierung im Knochenmark erfolgt bis hin zur unreifen B-Zelle,
wohingegen die Differenzierung zur reifen B-Zelle aul3erhalb, antigenabhangig,

in den peripheren lymphatischen Organen erfolgt.™ * ©

Als erstes entwickelt sich aus der hdmatopoetischen Vorlauferzelle unter den
Signalen der Stromazellen des Knochenmarks die sog. Pro-B-Zelle. IL-7 und
Transkriptionsfaktoren wie Pax5, PU.1, E2F und EBF sind hierftr von
Bedeutung. In der frGhen Pro-B-Zelle beginnt nun die Umlagerung der Gene fir
die Schwerkette, welche sich dann zur spaten Pro-B-Zelle entwickelt. Mit
vollstandiger Bildung einer funktionsfahigen Schwerkette (u-Kette) und eines
Pra-B-Zell-Rezeptors, der sich teilweise auf der Zelloberflache und im
Zytoplasma befindet, differenziert die spate Pro-B-Zelle hin zur grof3en Pra-B-
Zelle. Diese grof3e Pra-B-Zelle fuhrt mehrere Zellteilungen durch, arretiert und
entwickelt sich hin zur kleinen Pra-B-Zelle mit Pra-B-Zell-Rezeptor und
assoziierten Proteinen Iga, IgB (CD79a, CD79b). B-Zellen, die keinen
funktionsfahigen Pra-B-Zell-Rezeptor exprimieren, werden eliminiert. Die kleine
Pra-B-Zelle beginnt daraufhin mit der Umlagerung der Gene fir die Leichtkette.
Nach erfolgter Umlagerung der Leichtkettengene entstehen Leichtketten, die an
die p-Kette binden und damit ein komplettes IgM-Molekdl bilden. Es entstehen
die sog. unreifen B-Zellen. Wichtig ist nun noch die Uberpriifung der unreifen B-
Zellen hinsichtlich ihrer Autoreaktivitat. Die unreifen B-Zellen verlassen nun das
Knochenmark und siedeln sich in den sekundar lymphatischen Organen an. In
den Lymphfollikeln erfahren die unreifen B-Zellen eine erneute Selektion.
Hierfur von Bedeutung ist BAFF (B-Zell aktivierender Faktor der TNF-Familie).
Die unreifen B-Zellen entwickeln sich so zu reifen, naiven B-Zellen, die IgM und
IgD (BCR) gleicher Antigenspezifitdt auf der Zelloberflache exprimieren. Diese
kreisen nun im Blut und in den peripheren lymphatischen Organen und warten
auf die Stimulation durch ein Antigen, welche zur weiteren antigenabh&ngigen

B-Zell-Differenzierung fiinrt.* 4% 1% 113
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Abbildung 1: B-Zell-Differenzierung und die verschiedenen Differenzierungsstufen, aus
Janeway's immunobiology *

1.1.2.2 Antigenabh&ngige Entwicklung in peripheren lymphatischen
Organen

Die naiven, reifen B-Zellen kénnen direkt durch Antigene oder durch T-
Helferzellen aktiviert werden und zu Antikérper-produzierenden Plasmazellen

differenzieren.® 13

B-Zellen, die auf ein Antigen treffen, kbnnen dieses lber ihren
membranstandigen B-Zell-Rezeptor binden, ins Zellinnere einschleusen und
Uber MHC-Klasse-II-Proteine an ihrer Oberflache aktivierten T-Zellen
prasentieren. Findet so eine Interaktion zwischen B- und T-Zelle statt, regt die
T-Zelle durch bestimmte Signale die B-Zelle zur Proliferation an. Von zentraler
Bedeutung sind hier das CD40 der B-Zelle, der CD40-Ligand sowie das IL-4,

die beide von der aktivierten T-Zelle nach Kontakt sezerniert werden.®*

Ein Teil der nun aktivierten B-Zellen wandert direkt zum sog. Primarfokus, der
sich in den Markstrangen der Lymphknoten oder in der roten Pulpa der Milz
befindet und differenziert Gber Plasmablasten direkt zu Plasmazellen (sog.
short-lived Plasmazellen), die IgM produzieren. Dies fuhrt zur frihen
Immunantwort ohne genaue Spezifitat.> ” * 1% 12 1% Der andere Teil der

aktivierten B-Zellen wandert in die nachstgelegenen Lymphfollikel, bildet



sekundare Lymphfollikel mit Keimzentren und beginnt zu proliferieren. Primar-
und Sekundarfollikel kbnnen sich unter bestimmten Bedingungen auch in nicht-

lymphatischen Geweben ausbilden.®

Keimzentren sind speziell organisierte Strukturen und sind aufgebaut aus einer
dunklen und einer hellen Zone, die von einer sog. Mantelzone umgeben sind.*
Im Keimzentrum entwickeln sich die aktivierten B-Zellen zunachst zu
Zentroblasten, die sich in der dunklen Zone des Keimzentrums vermehren und
anschlieBend zu Zentrozyten differenzieren. In diesen Differenzierungsphasen
finden nun somatische Rekombination, Hypermutation und Klassenwechsel
statt. So entstehen mit jeder Teilung neue somatische Mutationen in den
hypervariablen Regionen des Immunglobulinrezeptors, welche dessen
Bindungseigenschaft verandern.? ° Das hierfiir wichtige Enzym AID (activation-
induced cytidine deaminase) wird spezifisch von diesen beiden
Differenzierungsstufen (Zentroblasten und Zentrozyten) exprimiert.® %1% 14 Mmit
Hilfe weiterer Keimzentrumszellen, wie follikulare dendritische Zellen und
follikulare Helfer-T-Zellen, werden die B-Zellen in der hellen Zone des
Keimzentrums auf ihre Funktionsfahigkeit Gberprift und selektioniert.
Funktionslose B-Zellen gehen in Apoptose und werden durch die sog.
Kerntrimmer- bzw. Sternhimmelmakrophagen des Keimzentrums
phagozytiert.” 1+ 1314 Fynktionsfahige B-Zellen entwickeln sich anschlieRend
uber Plasmablasten zu Plasmazellen. Diese sind terminal differenzierte B-
Zellen, die nun die gewinschten spezifischen Antikorper produzieren, sog.
langlebige Plasmazellen. Ein anderer Teil entwickelt sich zu sog. langlebigen

Gedéchtniszellen.* #1014
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Abbildung 2: Aufbau eines Keimzentrums mit typisch dunkler und heller Zone,
umgeben von einer Mantelzone, aus Janeway's immunobiology*
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Abbildung 3: Keimzentrumsreaktion und die Differenzierung von aktivierten B-Zellen
hin zu Antikérper-produzierenden Plasmazellen, aus Heesters et al.'®



1.1.2.3 Cluster of Differentiation

Wahrend der B-Zell-Entwicklung kommt es an der Oberflache der B-Zellen zu
unterschiedlicher Expression von Oberflachenantigenen, sog. Cluster of
Differentiation (CD)-Molekule. Anhand dieser CD-Molekdle lasst sich jeder B-
Zell-Entwicklungsstufe ein bestimmter Immunph&notyp zuordnen, der diese
voneinander unterscheidet. Dies spielt eine entscheidende Rolle in der
Diagnostik von Lymphomen und Leukamien. CD79a (Iga), CD79b (IgB), CD179
(V preB) und CD179b (Lambda5) sind typische CD-Antigene, die mit dem BCR
assoziiert sind. Weitere, nur auf B-Zellen vorkommende CD-Molekdle, sind
CD19, CD20 und CD22. Tabelle 4 zeigt die unterschiedlichen B-Zell-

Entwicklungsstadien mit dem jeweils spezifischen Immunphanotyp.?

Tabelle 4: B-Zell-Differenzierung und spezifischer Immunphanotyp

B-Zell-Entwicklungsstufe CD-Molekul/ Immunphéanotyp
Pro-B-Zelle CD19, CD10, CD34

Pra-B-Zelle CD19, CD10, CD79a, CD20
Unreife B-Zelle CD19, CD10, IgM, CD79a, CD20
Reife B-Zelle CD19, IgD, CD79a, CD20
Keimzentrums-B-Zelle CD19, CD38, CD79a, CD20
Gedéchtnis-B-Zelle CD19, CD27, CD79a, CD20
Plasmazelle CD38, CD138, CD79a

1.1.3 Immunglobuline

Immunglobuline bzw. Antikérper sind Glykoproteine mit B-Faltblattstruktur. Sie
konnen Strukturen von Fremdantigenen erkennen und binden. Zudem haben
sie weitere Aufgaben im Immunsystem und gelten als Verbindungsglied

zwischen angeborener und adaptiver Immunitat.* 1" 18




Immunglobuline kommen auf der Oberflache von B-Zellen vor,
membrangebunden in Form des B-Zell-Rezeptorkomplexes oder kdbnnen von
Plasmazellen direkt gebildet und als sog. l6sliche Form ins Blut abgegeben

werden.* 1920

Der B-Zell-Rezeptorkomplex entspricht, wie oben beschrieben, der
membrangebundenen Form der Antikorper der Klassen IgM oder IgD. Zum
Komplex gehéren weiterhin zwei Proteine, Iga (CD79a) und IgB (CD79b), die
fur die Signalubertragung ins Zellinnere verantwortlich sind, sowie die weiteren
Oberflachenantigene CD19, CD21 und CD81, welche zur Signalverstarkung

beitragen.* *°

BCR

Ch21 CD20 ‘.

Abbildung 4: Aufbau des B-Zell-Rezeptor-Komplexes (membrangebundene Form),
modifiziert nach Janeway's immunobiology*

Im Folgenden wird nun der Aufbau der I6slichen Form der Immunglobuline

beschrieben, der in Abbildung 5 dargestellt ist.

Immunglobuline bestehen jeweils aus zwei identischen Schwer- und
Leichtketten (H- und L-Ketten) und kommen als Y-Form zur Darstellung. Die
beiden Schwer- und Leichtketten stehen jeweils tUber Disulfidbriicken
miteinander kovalent in Verbindung, bilden B-Faltblattstrukturen und lassen sich
in Proteindoméanen von ca. 110 Aminosauren unterteilen. Jede dieser Doméne

enthalt mindestens eine Disulfidbriicke.* '

10



Die beiden Leichtketten bestehen jeweils aus einer variablen Doméane (V) und
einer konstanten Doméane (C,). Es gibt zwei unterschiedliche Typen von
Leichtketten, Kappa und Lambda, wobei immer nur eine Variante in einem
Antikdrper vorkommen kann, was auch als sog. Allelausschluss bezeichnet

wird.* 1920

Die beiden Schwerketten bestehen ebenfalls aus je einer variablen Region (Vy)
und je drei bis vier konstanten Doméanen (Cyl, Cy2, Cy3, Cpd), mit denen sie
die Antikdrperklasse definieren. Es gibt funf verschiedene Klassen von
Antikdrpern, die zum Teil in weitere Subklassen unterteilt werden kénnen
(Tabelle 5).

Tabelle 5: Immunglobulinklassen

IgM IgD 19G; 19G, 19G3 19G4 19A1 19A; IgE

IgG, IgA und IgD haben jeweils drei konstante Domanen (Cyl, Cy2, Cy3),
wahrend IgM und IgE aus je vier konstanten Domanen bestehen (Cyl, Cy2,
Cu3, Cu4). Desweiteren unterschieden sich die funf verschiedenen
Immunglobulinklassen in der Ausbildung einer sog. Hinge-Region. Die Hinge-
Region ist eine sog. Gelenkregion, wodurch das Antikérpermolekil eine
gewisse Flexibilitat erhalt. Dies tragt zur Erhéhung der Effizienz der
Antigenbindung und Quervernetzung bei.?* Ein weiterer Unterscheidungspunkt
der Immunglobulinklassen liegt in ihrem Aufgabenbereich innerhalb des

menschlichen Immunsystems.* 17 9

Der Stamm der Y-Form wird von den konstanten Domé&nen der Schwerketten
gebildet und bestimmt die Antikdrperklasse. Die beiden variablen Doméanen der
Schwer- und Leichtketten (Vy, V) befinden sich an den Armen des Y und bilden
zusammen die sog. Antigenbindestelle. Jedes Antikorpermolekil besitzt somit
zwei Antigenbindestellen, die in ihrer Struktur und Spezifitat identisch sind.

Betrachtet man die Antigenbindestelle genauer, so finden sich innerhalb dieser
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Stelle drei sog. hypervariable Regionen (HV1, HV2, HV3), auch als
complementary determining regions (CDR1, CDR2, CDR3) bezeichnet, die das
Antigen binden. Hier findet sich eine starke Variation in der
Aminosaurezusammensetzung, was fir die Antigenspezifitdt von Bedeutung ist.
Zwischen den HV-Regionen liegen vier konservierte Regionen, framework
regions (FR1, FR2, FR3, FR4), die eine geringere Variabilitat zeigen.* *" 1°

Durch die genannte Variabilitat in der Aminosauresequenz der
Antigenbindungsstellen (V-Domanen), die unter anderem durch somatische
Hypermutationen zustande kommt, resultiert ein grof3es Spektrum an
Antigenspezifitaten, das sog. Antikérperrepertoire, das in einem menschlichen

Individuum ca. 10* verschiedene Immunglobuline umfasst.*

(9‘23 * CH1

‘Sw -5

Abbildung 5: Aufbau eines Immunglobulinmolekiils am Beispiel von 1gG, modifiziert
nach Janeway's immunobiology*

Die Y-Form der Antikérper kann durch enzymatische Spaltung in Fragmente
zerlegt werden. Dabei entstehen drei Teile: Die beiden F4,-Fragmente, welche
die variablen Domanen enthalten, sowie ein F.-Fragment, das die konstante

Region der Schwerkette enthalt und die Antikorperklasse bestimmt.* **
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Immunglobulin M:

Das Immunglobulin M ist das Immunglobulin, das als Erstes bei einem
Antigenkontakt von einer aktivierten B-Zelle gebildet wird und gilt somit als

Zeichen einer akuten Infektion.* " 18

IgM kommt als Monomer auf der Oberflache von naiven reifen B-Zellen vor
(membrangebundene Form). In der I6slichen Form lagern sich funf IgM-
Molekile zu einem Pentamer zusammen, stabilisiert durch eine sog. Joining
(J)-Kette (Polypeptidkette). Ein IgM-Molekll besteht aus vier konstanten
Domanen, Cyl-4, wobei die Hinge-Region hier fehlt. Durch die Bildung eines
Pentamers kdnnen mehrere Antigene gleichzeitig gebunden werden, woraus

eine hohe Bindungsaviditét, also eine hohe Gesamtbindungsstarke, resultiert.*

17,18

Immunglobulin D:

Immunglobulin D wird zusammen mit IgM auf der Oberflache naiver B-Zellen
exprimiert. Es kommt nur in geringen Mengen, < 1 % aller
Immunglobulinklassen, als l6sliche Form im Blut vor. Die genaue Funktion ist
bisher nicht geklart, wobei es wohl eine Rolle bei der B-Zell-Reifung spielen
soll.* 1" 22 |gD hat drei konstante Regionen, C1-3, und besitzt eine zusatzliche

Hinge-Region.*

Immunglobulin A:

Immunglobulin A ist das am meisten, allerdings nicht im Serum, produzierte
Immunglobulin.* #* Es existieren zwei Subklassen, IgA; und IgA,. Als
sezerniertes Immunglobulin kann es als Monomer oder als Dimer vorkommen,
wobei letztere Form dominiert. Als Dimer besteht es aus zwei IgA-Molekulen,
die Uber eine J-Kette verbunden sind. IgA-Molekile besitzen drei konstante

Domanen, Cy1-3, und eine Hinge-Region.* " %
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IgA ist fur die Immunitat an den Schleimhauten verantwortlich. Somit kommt es
als dimere Form in der Tranenflussigkeit, in den Speichel-, Bronchial- und

Urogenitalsekreten, in der Darmschleimhaut sowie in der Muttermilch vor.* 1723

Immunglobulin E:

Immunglobulin E besteht, wie IgM, aus vier konstanten Regionen, Cy1-4, und

besitzt keine Hinge-Region.* *’

IgE ist vor allem verantwortlich fur die Abwehr von Parasiten und spielt eine

wesentliche Rolle bei allergischen Reaktionen vom Soforttyp.* *’

Zudem ist IgE das einzige Immunglobulin, das im Gewebe an Oberflachen
gebunden wird ohne als Immunkomplex zu fungieren. Hierfur bindet es Uber

den F.-Teil an Basophile, Mastzellen und aktivierte Eosinophile.* 2*

Immunglobulin G:

Die Produktion von Immunglobulin G findet erst in der Spatphase einer
Immunantwort statt. Es gilt somit als Zeichen einer protrahierten, chronischen
oder bereits durchgemachten Infektion oder eines Impfschutzes. Es bildet mit
75 % den grol3ten Anteil aller Immunglobuline im Serum und hat die langste

Halbwertszeit von 21 Tagen.* %

Wie oben beschrieben, gibt es vier Subklassen, 1gG1.4, die alle unterschiedliche
Funktionen im menschlichen Immunsystem haben. Die Nummerierung erfolgt

absteigend anhand der vorhandenen Menge im Serum.®

Hinsichtlich des strukturellen Aufbaus bildet IgG drei konstante Doménen, Cyl-
3, und besitzt ebenfalls eine Hinge-Region. Die einzelnen IgG-Subklassen
ahneln sich in ca. 90 % in der Struktur, hingegen finden sich Unterschiede in
der Lange der Hinge-Region oder in der Anzahl der Disulfidbriickenbindungen.

IgG3 besitzt im Gegensatz zu den restlichen IgG-Subklassen eine sehr lange
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Hinge-Region. Dies erklart die kirzere Halbwertszeit von sieben Tagen von
IgGg.4’ 25

Da fur diese Arbeit insbesondere IgG,4 eine wichtige Rolle spielt, soll diese 1gG-

Subklasse genauer erlautert werden.

IgG, ist mit < 5 % die im Serum am wenigsten vorkommende 1gG-Subklasse

und zeigt einige Besonderheiten, die im Folgenden beschrieben werden.?® '

Zum einen variieren die Serumkonzentrationen innerhalb der Bevolkerung stark
(0,01-1,4 mg/ml), wohingegen die Konzentrationen innerhalb eines Individuums

relativ stabil sind.?’%°

Hinsichtlich ihrer molekularen Struktur unterscheiden sich die vier IgG-
Subklassen in der Aminosauresequenz der Hinge-Region (CH,-Region). Eine
bestimmte Sequenz CXXC (C = Cystein, X = variable Aminosaure) ist fur die
Ausbildung von Disulfidbriickenbindungen und damit zur Stabilitat der
Schwerketten innerhalb eines IgG-Molekiils relevant. IgG4 zeigt hier eine
andere Aminosaurefolge als die tbrigen Immunglobuline, CPSC anstatt
beispielsweise der CPPC-Sequenz der IgG;-Subklasse. Durch das Serin
anstelle des Prolins resultiert eine gewisse Instabilitat der Disulfidbindungen in
der Hinge-Region, so dass sich die Disulfidbriicken zwischen den beiden
Schwerketten l6sen und sich Disulfidbriickenbindungen zwischen Schwerketten
verschiedener, "nicht verwandter/identischer" IgG4-Molekiile bilden kdnnen.
Dadurch trennen sich die beiden Antikdrperhélften voneinander, bilden sog.
"half molecules” und lagern sich mit anderen IgG4-"half molecules” zusammen.
So entstehen heterobivalente, bispezifische IgG4-Molekiile, die nun zwei
unterschiedliche V-Domanen besitzen und deshalb nicht zur
Antigenquervernetzung und zur Bildung von Immunkomplexen fahig sind. Dies
wird als sog. "half-antibody-exchange-reaction/Fab-arm-exchange" bezeichnet
und ist eine Besonderheit des IgG4-Molekiils. Abbildung 6 zeigt diesen
Vorgang.?® % %31 Weiterhin wird vermutet, dass IgG4-Molekiile sich mit ihrem

Fc-Teil, &hnlich wie es fir Rheumafaktoren beschrieben ist, an den Fc-Teil
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vorzugsweise anderer IgG4-Molekile binden kdnnen. Dies wird als eine Art
Zwischenstufe der Fab-arm-exchange-Reaktion angesehen.?®

lgG4 IgG4

\YAVAVAY/

\ /

IgG4

Interchain
— Disulfidbriickenbindungen
Intrachain

[ Disulfidbriickenbindungen

Abbildung 6: Fab-arm-exchange-Reaktion mit Bildung von heterobivalenten,
bispezifischen 1gG,-Molekiilen, modifiziert nach Nirula et al.®

Weiterhin konnen IgG4-Molekile den klassischen Komplementweg nur in
geringem Ausmal aktivieren, da sie zum Fc- und C1g-Rezeptor nur eine
schwache Bindungsfahigkeit zeigen. Dies, zusammen mit der Besonderheit der
Fab-arm-exchange-Reaktion, konnten Erklarungen fur die eher anti-

inflammatorische Rolle von 1gG, sein.?>%> %

Zu einer 1gG4-Antwort kommt es in Geweben mit langanhaltender oder
wiederholter Antigenexposition. Die Produktion von IgG, ist, ebenso wie IgE,
kontrolliert durch T2-Helferzellen. Deren Zytokine IL-4 und IL-13 sorgen dafir,
dass B-Zellen sowohl zu IgE- als auch zu IgG,4-produzierenden Plasmazellen
differenzieren. Nach langerem Entziindungsgeschehen kommen schlie3lich die
Th2-Zytokine IL-10 und IL-21 ins Spiel, was eine verstarkte 1gG4-Produktion
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und eine verminderte IgE-Produktion zur Folge hat. IL-10 wird insbesondere
von regulatorischen T-Zellen ausgeschdittet, die physiologischerweise die
Herabregulation bzw. das Beenden einer Immunantwort kontrollieren, wobei in
Bezug auf eine IgG4-Antwort von einer sog. modifizierten Th2-Antwort

gesprochen wird. 2> 2628, 29.32

1.1.3.1 Somatische Rekombination

Die Vielfalt der Immunglobuline kommt unter anderem durch Umlagerung der
Gene fur die Schwer- und Leichtketten, die sog. somatische Rekombination,
zustande. Die Genumlagerung fur die Schwerketten finden auf Chromosom 14
und fir die Leichtketten auf Chromosom 22 (Lambda) und Chromosom 2
(Kappa) statt. Bei der somatischen Rekombination, die wéahrend der
Keimzentrumsreaktion der B-Zell-Reifung stattfindet, werden Genabschnitte,
welche fur die variablen und konstanten Domanen kodieren, neu kombiniert. So
entsteht ein grof3es Repertoire an Immunglobulinen mit unterschiedlicher

Spezifitat.* 3%

Wahrend der B-Zell-Differenzierung erfolgt als erstes die Umlagerung der
Gensegmente fur die Bildung der Schwerkette. Hierflir existieren auf
Chromosom 14 fur die variable Doméne 65 V (variable)-, 27 D (diversity)- und 6
J (Joining)-Gensegmente. Neben diesen befinden sich die Segmente fur die
konstante Doméane (C-Segmente). In einem ersten Schritt erfolgt die zufallige
Kombination eines D- mit einem J-Segment. AnschlieRend erfolgt die
Verknupfung eines V-Gensegments mit dem DJ-Gensegment. Die
dazwischenliegenden Genabschnitte werden durch Deletion entfernt. Nun folgt
die Transkription dieser rekombinierten DNA in RNA und es entsteht ein sog.
Primartranskript, das noch das vorhandene Intron zwischen den J- und C-
Gensegmenten und die Segmente fur die Schwerkette p und & enthalt. Da IgM
und IgD zunéachst in einer gemeinsamen RNA Uberschrieben werden, kbnnen
B-Zellen anféanglich sogar beide Antikorper gleichzeitig synthetisieren. Durch

alternatives Splei3en werden das Intron und eine der beiden Schwerkettengene
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entfernt. Aus der fertigen mRNA kann dann das rekombinierte Immunglobulin
als Protein gebildet werden.*

Es schliel3t sich die Genumlagerung fur die Leichtketten an, welche nach
demselben Prinzip ablauft, wobei hier keine D-Segmente existieren. So kommt
es zur Verknupfung eines von 40 V-Gensegmenten mit einem der 5 J-

Gensegmente.*

Wichtige Steuerelemente fur die somatische Rekombination sind die sog. RSS
(recombination signal sequences). Diese Sequenzen schliel3en sich an jedes
kodierende Segment an und dienen als Erkennungsstellen. Hier binden die sog.
RAG-1- und RAG-2- Proteine (recombination activating gene), welche die

jeweiligen Abschnitte miteinander verkniipfen.* & 19:33.36.37

Durch anschliel3ende, wahrend der antigenabhangigen B-Zell-Entwicklung im
Keimzentrum stattfindende, somatische Hypermutationen in den hypervariablen
Regionen der Schwer- und Leichtketten und das zufallige Einfihren von P- und
N-Nukleotiden wird fir weitere Antikorperdiversitat mit hoher Affinitat gesorgt.
Dies erfolgt wiederum mit Hilfe des bereits oben beschriebenen Enzyms AID

(activation-induced cytidine deaminase).* % 3%
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Abbildung 7: Somatische Rekombination mit Verkntpfung von je einem VDJ-
Gensegment (Schwerkette) bzw. je einem VJ-Gensegment (Leichtkette), aus
Janeway's immunobiology”
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Abbildung 8: Darstellung des Schwerketten (Chromosom 14)- und Leichtkettengens
(Chromosom 2 fur Kappa, Chromosom 22 fiir Lambda), aus Janeway's
immunobiology”
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1.1.3.2 Klassenwechsel

Durch den Klassenwechsel kann eine aktivierte B-Zelle die Effektorfunktionen
des Immunglobulins verandern ohne dabei Anderungen an der
Antigenbindestelle vorzunehmen. Die hierfiur nétigen C-Gensegmente, die fir
den konstanten Teil eines Antikorpers kodieren, befinden sich im IgH-Lokus

nebeneinander.* 3

Die Gensegmente fur die beiden Immunglobuline IgM und IgD (C,, und Cs)
kommen als erstes neben den VDJ-Segmenten. Somit werden zunachst nur
diese beiden Gensegmente abgelesen und es kommt zur Bildung von IgM und
IgD. Alle naiven reifen B-Zellen exprimieren somit IgM und IgD auf ihrer
Zelloberflache. Zur Produktion der anderen Immunglobulinklassen findet in der
aktivierten B-Zelle erneut eine Rekombination zwischen den sog. S(Switch)-
Regionen statt. Diese Regionen befinden sich am 5'-Ende vor den jeweiligen
Gensegmenten fur die konstanten Regionen. Vor dem Gensegment fir IgD (Cs)
fehlt eine solche S-Region. Dies hat zur Folge, dass C, und Cs immer
zusammen herausgeschnitten werden und kein Klassenwechsel hin zu IgD

moglich ist.* *3

Fur den Vorgang des Klassenwechsels wird wiederum das Enzym AID, das,
wie bereits beschrieben, von proliferierenden B-Zellen exprimiert wird, benétigt.
Dieses baut in den gewiinschten S-Regionen Doppelstrangbriiche ein und die
dazwischengelegenen C-Regionen, die nicht bendtigt werden, werden entfernt.
Anschliel3end werden die beiden Enden zusammengeflgt. So entsteht eine
rekombinierte DNA mit neuem C-Segment, aber mit der gleichen VDJ-Sequenz,
wobei der Vorgang des Klassenwechsels irreversibel ist, da die entfernten
Regionen dabei verlorengehen.* & 13 33.3840 gignaimolekiile, die von T-
Helferzellen im Rahmen der B-Zell-Differenzierung ausgeschiittet werden,
geben das Signal, zu welcher Antikérperklasse hin die B-Zelle wechseln soll.* >
9.13.33 Diese zytokine erzeugen in der S-Region des gewiinschten Typs
Transkriptionsaktivitat. Beispiele fur Signalmolekile mit praferiertem Antikdrper

finden sich in Tabelle 6.
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Tabelle 6: Signalmolekile und produzierte Immunglobuline

Signalmolekul Immunglobulin
Interleukin-4 IgG4, 19Gy, IgE
Interleukin-5 IgA

Interleukin 6 IgM, IgG
Interleukin 10 19G,
Interleukin 21 19G,

TGF-B IgG,, IgA
Interferon-y IgG,, 19G3
1.1.4 T-Zellen

T-Zellen entwickeln sich aus der lymphatischen Vorlauferzelle und wandern zur
weiteren Differenzierung in den Thymus. Es entstehen verschiedene T-Zell-
Subpopulationen, die unterschiedliche Aufgaben im menschlichen
Immunsystem haben. Desweiteren tragen sie auf inrer Oberflache
unterschiedlich Molekile, anhand derer sie differenziert werden konnen. Allen
T-Zell-Subpopulationen gemeinsam ist das CD3-Molekl, das mit dem T-Zell-
Rezeptor auf der Oberflache der T-Zellen als TCR-CD3-Komplex exprimiert
wird. T-Zellen zirkulieren im Blut und finden sich in der interfollikularen Region

der lymphatischen Gewebe sowie im Keimzentrum.* #*

1.1.4.1 CD4+ T-Zellen

T-Zellen, die den Korezeptor CD4 auf ihrer Zelloberflache tragen, werden T-
Helferzellen genannt. Sie erkennen Antigene, die von Antigen-prasentierenden-
Zellen Uber MHC-Klasse-II-Molekiile prasentiert werden, binden mit Hilfe von
CD4 daran und stimulieren B-Zellen zur Antikdrperbildung. Weiterhin entwickeln
sich CD4+ T-Helferzellen mit Hilfe dendritischer Zellen und deren Zytokine zu
verschiedenen Subpopulationen, T-Helfer (Th)1, Th2, Th17, regulatorische T-

Zellen und follikulare Helfer-T-Zellen. Diese besitzen jeweils wieder spezifische
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Effektorfunktionen und schutten diverse Zytokine aus, die wiederum

unterschiedliche Zellen des Immunsystems aktivieren oder supprimieren.* **

T1-Helferzellen sorgen fur zellvermittelte Immunitat durch Aktivierung von
Makrophagen. Desweiteren regen sie B-Zellen zur Produktion bestimmter
Antikdrper, vor allem IgG, an, indem sie hierflr bestimmte Zytokine wie IFN-y

oder IL-2 ausschitten.*! 42

T2-Helferzellen sorgen fur die humorale Immunitét und regen B-Zellen zum
Klassenwechsel an. Hierfur verantwortlich sind IL-4- und IL-5-Signale, die zur

Produktion von IgE, IgG,4 und IgA fihren.* * 2

Bei einer akuten Immunantwort kommt es zur Beteiligung von T1- und T2-
Helferzellen, wohingegen bei langerdauernden, chronischen Immunantworten
eine der beiden Populationen dominiert. So spielen beispielsweise bei
allergischen Reaktionen vor allem T2-Helferzellen eine Rolle, hingegen bei
Autoimmunitat, intrazellularen Infektionen oder Transplantatabstol3ungen T1-

Helferzellen.*t 42

1.1.4.2 CD8+ T-Zellen

CD8+ T-Zellen werden auch als zytotoxische T-Zellen bezeichnet. Zytotoxische
T-Zellen erkennen Fremdantigene, die von allen Kdrperzellen tber MHC-
Klasse-I-Molekule prasentiert werden und binden an diese mit Hilfe ihres
Korezeptors CD8. Zytotoxische T-Zellen kénnen infizierte Kérperzellen direkt
eliminieren, in dem sie in diesen Zellen die Apoptose induzieren. Fir diese
Apoptoseinduktion sind unter anderem die zytotoxischen Molekile Perforin,
TIA-1 (T-cell intracellular antigen-1) sowie Granzyme B verantwortlich. Diese
kommen in Form von Granula in zytotoxischen T-Zellen vor und werden zur
Apoptoseinduktion freigesetzt.* Weiterhin sind zytotoxische T-Zellen fiir die

Abwehr einer Virusinfektion von Bedeutung.* ** 42
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In den lymphatischen Organen aber beispielsweise auch in Mukosa-
assoziierten lymphatischen Geweben kommen CD4+ und CD8+ T-Zellen im

Verhaltnis von 3:1 vor.

1.1.4.3 Regulatorische T-Zellen

Regulatorische T-Zellen, die unter anderem durch die Expression des
Transkriptionsfaktors FoxP3 (forkhead box transcription factor 3) charakterisiert
sind, machen nur < 10 % aller T-Zellen aus. Sie sind vor allem zur
Unterdrickung einer Immunantwort, zur Verhinderung von Autoimmunitat und
bei der Beendigung von allergischen Reaktionen von Bedeutung. Weiterhin
spielen sie eine Rolle bei malignen Neoplasien, wenngleich der genaue
Mechanismus, der unter anderem auch einen Einfluss auf die Prognose

maligner B-Zell-Neoplasien sowie solider Tumore hat, noch nicht verstanden ist.
41, 43-48

1.1.4.4 Follikulare Helfer-T-Zellen

Follikulare Helfer-T-Zellen sind eine weitere Subgruppe der T-Helferzellen. Man
unterscheidet sog. intrafollikulare von extrafollikularen Helfer-T-Zellen.
Intrafollikulare Helfer-T-Zellen finden sich in den Keimzentren der Sekundar-
follikel und sind wichtig fur die Differenzierung der B-Zellen in langlebige
Gedachtniszellen oder Antikdrper-produzierende Plasmazellen. Extrafollikulare
Helfer-T-Zellen kommen in sekundaren lymphatischen Organen aul3erhalb des
Lymphknotens vor. Diese interagieren mit B-Zellen und unterstiitzen vermutlich

die Antikdrperproduktion auRerhalb des Follikels.*" > %

Follikulare Helfer-T-Zellen exprimieren PD1(programmed cell death-1), ein
Protein der CD28-Familie, das durch Interaktion mit seinen Liganden PD-L1/2
eine Bedeutung fur den Kontakt zu B-Zellen, fiir die B-Zell-Differenzierung, fur
das Uberleben in den Keimzentren und fir die Antikérperproduktion hat. Die

Liganden PD-L1/L2 sind Transmembranproteine und werden unter anderem
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von B-Zellen, dendritischen Zellen, Makrophagen oder T-Zellen exprimiert. %>

51

Weiterhin spielen follikulare Helfer-T-Zellen bei der Entstehung von auto-
immunen Prozessen sowie in der Entwicklung von Lymphomen eine Rolle.***°
Beispielsweise sollen sie unter anderem bei follikularen Lymphomen oder
lymphozytenpradominanten Hodgkin-Lymphomen zu deren Progression

beitragen.>?

1.2 Maligne Lymphome

Maligne Lymphome sind bdsartige Erkrankungen der lymphatischen Zellen, den
reifen oder unreifen B-, T- oder NK-Zellen. Die maligne Transformation kann zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend der normalen Lymphopoese stattfinden
und fuhrt zu einer unkontrollierten Vermehrung der jeweiligen, neoplastischen,
lymphoiden Zelle. Dies erklart die Vielzahl an unterschiedlichen Lymphom-
entitaten, wobei die Klassifikation der Lymphome haufig tber eine bestimmte
Differenzierungsstufe in der normalen Lymphopoese bzw. ein morphologisches
Korrelat in den lymphatischen Geweben erfolgt (z.B. Vorlaufer-T/B-Zell-
Lymphom/Leukamie, follikulares Lymphom, Marginalzonen-Lymphom,

Mantelzell-Lymphom).>

Unterteilt werden die malignen Lymphome traditionell in die sog. Hodgkin-
Lymphome (Morbus Hodgkin) und in die Non-Hodgkin-Lymphome. Hodgkin-
Lymphome machen etwa 20-30 % und Non-Hodgkin-Lymphome etwa 70-80 %

aller malignen Lymphome aus.>*

1.3 Non-Hodgkin-Lymphome

Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) sind neoplastische Erkrankungen des
lymphatischen Systems, ausgehend von den B-, T- oder NK-Zellen. 80-85 %
der NHL entstammen der B-Zell-Reihe und15-20 % der T-Zell-Reihe.> **
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Wie oben schon beschrieben, entsprechen die meisten NHL arretierten
Entwicklungsstufen der jeweiligen normalen Ausgangszellpopulation. Dennoch
lassen sich nicht alle Lymphomentitaten einer eindeutigen Differenzierungsstufe
zuordnen (z.B. Haarzell-Leukamie). Bei den B-Zell-Lymphomen unterscheidet
man Vorlaufer-B-Zell-Neoplasien von reifen B-Zell-Lymphomen. Desweiteren
werden die reifen B-Zell-Lymphome in kleinzellige, indolente Lymphome sowie
in blastische, aggressive Lymphome unterteilt. Eine hochmaligne
Transformation eines indolenten B-NHL in ein aggressives B-NHL ist mdglich.
2/3 manifestieren sich priméar nodal mit teilweise sekundar extranodaler
Beteiligung (bevorzugt Leber, Knochenmark, Gastrointestinaltrakt) und 1/3
primar extranodal (bevorzugt Haut und Gastrointestinaltrakt). Die NK-/T-Zell-
Lymphome werden ebenfalls unterteilt in Vorlaufer-T-Zell-Neoplasien und

reifzellige NK-/T-Zell-Neoplasien." ** *°

Tabelle 7 zeigt einen Auszug aus der aktuellen WHO-Klassifikation der

lymphoiden Neoplasien.> >*

90 % der NHL sind reife B-Zell-Lymphome, wobei das follikulare Lymphom und
das diffuse grol3zellige B-Zell-Lymphom am haufigsten vorkommen, zusammen
machen sie ungefahr 60 % aller malignen Lymphome aus. Die am meisten
vorkommenden T-Zell-Lymphome sind das nicht weiter spezifizierte periphere

T-Zell-Lymphom und das angioimmunoblastische T-Zell-Lymphom.>*

Die Atiologie der malignen Lymphome ist weitgehend ungeklart. Ein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von bestimmten Lymphomen und
gewissen Infektionserregern wird vermutet. Exogene Einfliisse wie Ernahrung
und Umwelt (Rauchen, radioaktive Strahlung, Pestizide, u.a.) spielen ebenso
eine Rolle bei der Lymphomentstehung. Desweiteren wurden in den
vergangenen Jahren charakteristische Mutationen oder Translokationen
beschrieben, die bei der Pathogenese bestimmter Lymphomentitaten eine
wesentliche Rolle spielen (z. B. BCL-2 Translokation bei follikularen
Lymphomen, MYC-Translokation bei Burkitt-Lymphomen, BRAF-Mutation bei
Haarzell-Leukamien, MyD88-Mutation bei lymphoplasmozytischen Lymphomen;

vgl. Tabelle 8).%° %3¢
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Tabelle 7: WHO-KlIassifikation der wichtigsten unreifen und reifen lymphoiden
Neoplasien

B-Zell-Reihe

Vorlaufer-B-Zell-Neoplasien

0

Vorlaufer-B-lymphoblastisches Lymphom/Leukéamie

Reifzellige-B-Zell-Neoplasien

o chronische lymphatische Leukamie, kleinzelliges lymphozytisches Lymphom
o lymphoplasmozytisches Lymphom

0 splenisches Marginalzonen-Lymphom

0 Haarzell-Leukdmie

o0 Plasmazellneoplasien

o0 Nodales Marginalzonen-Lymphom

0 Extranodales Marginalzonen-Lymphom des MALT
o follikulares Lymphom

0 Mantelzell-Lymphom

o diffuses grof3zelliges B-Zell-Lymphom

0 Burkitt-Lymphom

NK/T-Zell-Reihe

Vorlaufer-T-Zell-Neoplasien

(0]

Vorlaufer T-lymphoblastisches Lymphom/Leukéamie

Reifzellige NK/T-Zell-Neoplasien

0 T-Prolymphozyten Leukamie

0 T-Zell-Leukédmie der azurgranulierten Lymphozyten ("large granular lymphocytes")
0 NK/T-Zell-Lymphom, nasaler Typ

0 Enteropathie-assoziiertes T-Zell-Lymphom

0 hepatosplenisches T-Zell-Lymphom

0 subkutanes Pannikulitis-dhnliches T-Zell-Lymphom
0 Mycosis fungoides

0 Sézary-Syndrom

0 peripheres T-Zell-Lymphom (nicht weiter spezifiziert)
0 angioimmunoblastisches T-Zell-Lymphom

0 anaplastisches grof3zelliges Lymphom
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Tabelle 8: Atiopathogenetisch relevante genetische Alterationen bzw. Erreger bei

malignen Lymphomen

NHL

Genetische Aberration

Infektionserreger

Follikulares Lymphom

t(14;18), BCL-2-
Translokation

Burkitt-Lymphom

t(8;14), MYC-Translokation

Epstein-Barr Virus

Extranodales
Marginalzonen-Lymphom
vom MALT-Typ

t(11;18), API2/MALT1
Translokation

Helicobacter pylori,
Borrelia burgdorferi,
Chlamydia psittaci,
pneumoniae und
trachomatis,
Campylobacter jejuni

Mantelzell-Lymphom

t(11;14), CCND1-
Translokation

Lymphoplasmozytisches
Lymphom, Marginalzonen-
Lymphom, diffuses
grol3zelliges B-Zell-
Lymphom

MyD88-L265P-Mutation

Haarzell-Leukamie

BRAF-V600E-Mutation

Anaplastisches
grol3zelliges Lymphom

t(2;5), NPM/ALK
Translokation

Primares Ergusslymphom

Humanes Herpesvirus 8
und Epstein-Barr Virus

Als Risikofaktoren fur die Entwicklung von malignen Lymphomen gelten

weiterhin angeborene und erworbene Immundefekte (z.B. CVID und AIDS)

sowie Autoimmunerkrankungen, z.B. Hashimoto-Thyreoiditis oder Sjogren-

Sialadenitis.>®

Die Klassifikation maligner Lymphome erfolgt anhand typischer histologischer,

immunhistochemischer und genetischer Merkmale.

53, 57

Die Stadieneinteilung richtet sich nach der Ann-Arbor-Klassifikation, die vier

Stadien unterscheidet (Tabelle 9).

53, 55
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Tabelle 9: Ann-Arbor-Klassifikation

Stadium Befallsmuster

Stadium | Befall einer einzigen Lymphknotenregion

Stadium Il Befall von zwei oder mehreren Lymphknotenregionen auf der
gleichen Seite des Zwerchfells

Stadium IlI Befall von Lymphknotenregionen auf beiden Seiten des
Zwerchfells

Stadium IV Diffuser oder disseminierter Befall von Lymphknotenregionen
oder extralymphatischen Organen

Zusatz E Befall von extranodalen Organen

Zusatz A Keine B-Symptomatik

Zusatz B Mit B-Symptomatik

1.4 Myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88)

Myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88) spielt eine Rolle in
der naturlichen Abwehrfunktion des angeborenen Immunsystems. Es ist ein
zentrales Adaptormolekil im Toll-like Rezeptor (TLR)- und IL-1 Rezeptor-
assoziierten-Kinase (IRAK)-vermittelten Signalweg der B-Zelle, der zur
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB flihrt. Diese NF-kB-Aktivierung
fuhrt zur Transkriptionsinduktion verschiedener Gene proinflammatorischer
Zytokine wie TNF-q, IL-13, IL-10 und IL-6 und ist somit wichtig flr die

Entwicklung und das Uberleben von B-Zellen.* >

Das MyD88-Molekl selbst besteht aus zwei Proteindoménen. Dazu gehoéren
zum einen die sog. Toll-Interleukin -1-Rezeptor (TIR)-Doméane am C-Terminus
sowie die Death-Doméne (DD) am N-Terminus, die fur die Adaptorfunktion im

Signalweg verantwortlich ist.*

In der nachfolgenden Abbildung 9 sind der Aufbau von MyD88 sowie der
Signalweg hin zur NF-kB-Aktivierung dargestellt.
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Abbildung 9: Aufbau und Signalweg von MyD88, modifiziert nach Jeelall et al.

MyD88 (L265P)-Mutation und die Rolle in der Pathogenese von B -Zell-

Lymphomen:

Mutationen im NF-kB- und BCR-vermittelten Signalweg und deren Rolle in der
Entstehung und Aufrechterhaltung verschiedener B-Zell-Lymphome wurden in
den vergangenen Jahren immer wieder impliziert. Ngo et al. beschrieben zum
ersten Mal die MyD88 (L265P)-Mutation bei diffusen grof3zelligen B-Zell-
Lymphomen (ABC-like-Typ). Eine einzelne Nukleotidvariante (c.794T>C) in der
TIR-Doméne fuhrt zu einem Austausch der Aminoséaure Leucin zu Prolin an
Position 265 der MyD88-Aminosauresequenz (p.L265P).6%%° Diese Mutation
fuhrt zu einer konstitutiven Aktivierung von NF-kB- und dem JAK-STAT3-
Signalweg, woraus eine erhohte Proliferation und das Uberleben von

Tumorzellen resultieren.>®
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Diese MyD88 (L265P)-Mutation spielt eine Rolle in der Pathogenese
verschiedener B-Zell-Lymphome, die in der nachfolgenden Tabelle 10

aufgelistet sind.>® >% ©6:69

Tabelle 10: MyD88 (L265P)-Mutation in B-Zell-Lymphomen

B-Zell-Lymphom Haufigkeit des Vorkommens (%)
Lymphoplasmozytische Lymphome Uber 90 %
(Morbus Waldenstrém)

Diffuse grof3zellige B-Zell-Lymphome Bis zu 29 %
(ABC-like Typ)

Primare diffuse groR3zellige B-Zell- Bis zu 38 %
Lymphome des zentralen Nervensystems

Priméare diffuse grof3zellige B-Zell- Bis zu 68 %
Lymphome des Hodens

Primar kutane diffuse grof3zellige B-Zell- Bis zu 69 %
Lymphome (sog. Bein-Typ)

Monoklonale Gammopathie Unklarer Bis zu 87 %
Signifikanz (IgM-MGUS)

Splenische Marginalzonen-Lymphome Bis zu 21 %
Extranodale Marginalzonen-Lymphome Bis zu 9 %

vom MALT-Typ, verschiedene
Lokalisationen (Magen, Speicheldrise,
Orbitaregion)

1.5 Marginalzonen-Lymphome

Marginalzonen-Lymphome gehdren zur Gruppe der kleinzelligen, indolenten B-

NHL und machen ca. 10 % aller Lymphome aus.>® > 7% ™

Die Marginalzone schlief3t sich auf3en an die das Keimzentrum umgebende

Mantelzone an und besteht aus kleinen bis mittelgrof3en B-Lymphozyten.

Marginalzonen-Lymphome (MZL) werden nach der aktuellen WHO-
Klassifikation in das nodale MZL, das splenische MZL und das extranodale MZL
des Mukosa-assoziierten lymphatischen Gewebes (MALT-Lymphom) unterteilt.

Letzteres ist mit ca. 8 % aller malignen Lymphome das haufigste MZL. Das
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nodale und das splenische MZL werden hingegen seltener beobachtet, ca. 1 %

aller malignen Lymphome.® %> 77

1.5.1 Extranodales Marginalzonen-Lymphom vom MALT-Typ

Das extranodale MZL vom MALT-Typ entwickelt sich in Organen mit Mukosa-
assoziiertem lymphatischem Gewebe (MALT). Als MALT wird das lymphatische
Gewebe der Schleimh&ute bezeichnet, welches aber prinzipiell in jedem Organ
vorkommen kann. Es kann primar vorhanden sein oder sich sekundar durch
Antigenkontakt entwickeln. Primar entwickelt ist das MALT z.B. in Form der
Peyerschen Plaques im Intestinaltrakt. Sekundér nach Antigenstimulation
entwickeltes MALT-Gewebe findet sich haufig im Magen, in den Atemwegen, im

Urogenitaltrakt, in den Augenanhangsgebilden oder in der Haut.>'*

Ganz entsprechend kann sich das MALT-Lymphom prinzipiell in jedem Organ
entwickeln. Typischer Manifestationsort ist der Gastrointestinaltrakt (50 %),
wovon der Magen mit 85 % am haufigsten befallen ist. Andere typische
Lokalisationsstellen sind Speicheldrisen, Haut, Lunge, Schilddrise, Tonsillen,
Mamma und Augenanhangsgebilde. Das durchschnittliche Alter liegt bei ca. 60
Jahren, wobei Frauen insgesamt etwas haufiger betroffen sind. Als wichtiger
atiopathogenetischer Faktor gilt chronische Antigenstimulation durch
Infektionen oder Autoimmunerkrankungen, die zur Ausbildung und Persistenz
von lymphatischem Gewebe in den entsprechenden extranodalen
Lokalisationen fuhren. Das bekannteste und am besten untersuchte Beispiel
hierflr ist die Entstehung des extranodalen MZL vom MALT-Typ des Magens

auf dem Boden einer chronischen Helicobacter pylori-assoziierten Gastritis.>® >

70, 73-75

Tabelle 11 zeigt die assoziierten Infektionen und Autoimmunerkrankungen mit

den fir sie typischen Lokalisationen.
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Tabelle 11: Typische Vorerkrankungen bei extranodalen MZL

Infektion/Autoimmunerkrankung

Manifestationsort

Helicobacter pylori

Magen

Chlamydia psittaci

Augenanhangsgebilde

Campylobacter jejuni Darm
Borrelia burgdorferi Haut
Hashimoto-Thyreoiditis Schilddrise

Sjogren-Syndrom

Speicheldrise

Ebenso spielen chromosomale Veranderungen in der Pathogenese dieser

Lymphome eine Rolle. Hierunter zéhlen die in Tabelle 12 stehenden

Translokalisationen, die vor allem Gene betreffen, die den NF-kB-Signalweg in

der B-Zelle regulieren. Die konstitutive Aktivierung von NF-kB fuhrt zu einer

unkontrollierten Proliferation von B-Zellen. Die Translokation t(11;18)(g21;21)

findet sich am héaufigsten und kommt in 15-40 % der MALT-Lymphome vor.

Ferner wurden Deletionen im Bereich des Tumorsuppressorgens TNFAIP3
(A20) in MALT-Lymphomen beschrieben.”® 7 75

Tabelle 12: Genetische Veranderungen bei extranodalen MZL

Chromosomale Produkt/Folge Haufigste Lokalisation
Aberration
t(11;18)(g21;921) Entstehung eines Fusionsproteins | Magen

AIP-2/MALT1 Lunge

t(14;18)(g32;921)

Transkriptionelle Deregulation von
MALT-1

Augenanhangsgebilde
Speicheldrise

t(3;14)(p14.1;932)

Transkriptionelle Deregulation von
FoxP1

Schilddrise
Augenanhangsgebilde
Haut

t(1;14)(q22;32)

Transkriptionelle Deregulation von
BCL10

Lunge

Magen
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Das neoplastische Infiltrat eines MZL besteht typischerweise aus einer
heterogenen Population von kleinen bis mittelgrof3en B-Lymphozyten. Die
Tumorzellen finden sich pradominant in den dann auch verbreiterten
Marginalzonen, kénnen aber auch Lymphfollikel kolonisieren bzw. in
fortgeschrittenen Stadien praexistentes lymphatisches Gewebe vollstandig
destruieren. In Organen mit epithelialem Parenchym ist eine Infiltration und
spater auch Destruktion des Epithels durch neoplastische B-Zellen, sog.
lymphoepitheliale Lasionen, typisch. Eine variabel ausgepragte plasmazellulare
(Aus-) Differenzierung kann in einem Teil der MZL morphologisch bzw.
immunhistochemisch nachgewiesen werden und ist speziell fir diese Entitat
recht typisch. Diese neoplastischen, plasmozytoid differenzierten Zellen finden
sich meist in Clustern und sind vor allem im Randbereich des lymphoid
differenzierten Hauptinfiltrates zu finden. Hinsichtlich des Immunophanotypes
zeigen die lymphoid differenzierten Tumorzellen Antigene reifer B-Zellen und
exprimieren auf ihrer Oberflache CD20 und CD79a, wohingegen CD5, CD10
und CD23 in der Regel nicht exprimiert werden. Kommt es zu einer
plasmazellularen Ausdifferenzierung, werden CD38, CD138 und IRF4/MUM1
(Interferon regulatory factor 4) von dieser Population exprimiert. Durch die in
plasmozytoid differenzierten Zellen vermehrte Expression/ Produktion der
monoklonal rearrangierten Schwer- und Leichtketten, sind diese in der
plasmozytoid differenzierten neoplastischen Population (im Gegensatz zu der
lymphoid differenzierten neoplastischen Population) meist auch
immunhistochemisch am Schnittpraparat detektierbar. Die Monoklonalitat bzw.
Leichtkettenrestriktion fir Kappa oder Lambda ist in diesem Kontext
insbesondere auch diagnostisch zur Unterscheidung von benignen, reaktiven
gegeniber neoplastischen Infiltraten von Bedeutung. Im Hinblick auf die

Schwerkettenexpression findet sich bei MZL generell IgM am haufigsten. >3 °>

70,71, 73

Bei Diagnosestellung befinden sich die meisten Patienten mit einem
extranodalen MZL im klinischen Stadium 1 oder 2 nach Ann-Arbor. Die
Symptomatik variiert abhangig von der Primarlokalisation, wobei eine sog. B-
Symptomatik (Gewichtsverlust, Nachtschweil3, Fieber) nur von wenigen
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Patienten angegeben wird. Infiltrationen ins Knochenmark oder Ausbreitung auf
andere Organe kommen bei MALT-Lymphomen selten vor. Eine Transformation
in ein diffuses groRzelliges B-Zell-Lymphom ist méglich, aber selten.> > 72
Therapiert werden MALT-Lymphome in Abhangigkeit von der Primarlokalisation
und dem Stadium durch Exzision, Bestrahlung oder Chemotherapie nach
unterschiedlichen Schemata.>® "% 83 Bej MALT-Lymphomen des Magens,
verursacht durch Helicobacter pylori, kann eine Eradikationstherapie mit

Antibiotika zur Ausheilung filhren 84 3% 73.81

Insgesamt hat das extranodale MZL mit einer 5 Jahres-Uberlebensrate von 70-
95 % eine gute Prognose, wobei Rezidive recht haufig vorkommen, die sich

sowohl in gleicher als auch in anderer Lokalisation manifestieren kénnen. Eine
Infiltration ins Knochenmark, eine Mitbeteiligung anderer Organe oder Rezidive

verschlechtern die Prognose nicht zwingend.>® "% &

Primar kutanes Marginalzonen-Lymphom:

Primar kutane B-Zell-Lymphome unterteilen sich in primar kutane follikuléare
Lymphome (sog. Keimzentrumslymphome), primar kutane Marginalzonen-
Lymphome und primar kutane diffuse groRzellige B-Zell-Lymphome.>® & 8" Das
primar kutane MZL (PCMZL) ist mit 35-40 % das am haufigsten vorkommende
primar kutane B-Zell-Lymphom. Nach der aktuellen WHO-Klassifikation gehort
dieses zu den extranodalen MZL vom MALT-Typ>* 8. PCMZL sind definiert als
Proliferation von kleinen B-Lymphozyten, lymphoplasmozytoiden Zellen und
Plasmazellen.?” % PCMZL manifestieren sich vorwiegend im 3.-5.
Lebensjahrzehnt, kénnen aber gelegentlich auch im Kindesalter vorkommen.®

Mé&nner sind etwas haufiger betroffen als Frauen (m:w = 1,5-2:1).%

Atiologie und Pathogenese sind bisher noch nicht gut verstanden. Wie oben
bereits beschrieben, spielt auch bei den PCMZL eine chronische
Antigenstimulation, verursacht durch Infektionen oder Autoimmunerkrankungen,
eine pathogenetische Rolle. Hier steht vor allem die Infektion mit dem
Bakterium Borrelia burgdorferi im Vordergrund, wobei es diesbeziglich offenbar
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regionale Unterschiede gibt. Eine solche Assoziation wurde in Europa
postuliert, wohingegen in den USA oder in Asien ein solcher Zusammenhang
nicht evident ist.>* 8 909 Desweiteren wird ein Zusammenhang mit anderen
chronischen Antigenstimuli wie Vakzination, Tatowierungen oder
Bestrahlungstherapie bei der Genese kutaner Lymphome diskutiert® °* %, Die
oben beschriebenen chromosomalen Aberrationen spielen bei PCMZL offenbar
nur eine untergeordnete Rolle, wenngleich die MALT-1-Translokation t(14;18)
auch in bis zu 14 % der PCMZL nachgewiesen werden konnte.
Translokationen, die die Gene fir AIP2 (bis zu 8 %) und BCL10 (0 %) betreffen,
konnen in PCMZL jedoch nur duf3erst selten bzw. nicht nachgewiesen

Werden'53, 76-78, 91, 96-98

Zu den typischen morphologischen Merkmalen des PCMZL gehdrt ein meist
knotiges, in fortgeschrittenen Lasionen auch ein diffuses lymphoides Infiltrat in
der Dermis, das bis in die Subkutis reichen kann (vgl. Abbildung 10). Die
Epidermis und eine Grenzzone zur Epidermis bleiben in der Regel infiltratfrei.
Innerhalb der Infiltrate finden sich in einem Teil der Félle noch kleine reaktive
Lymphfollikel, die vom neoplastischen Infiltrat umgeben und ebenfalls
durchsetzt/ kolonisiert werden. Der lymphoid differenzierte Anteil eines PCMZL
besteht aus kleinen bis mittelgro3en B-Zellen, die oft eine unregelmalliige
Kernkontur, ein gering aufgelockertes Chromatin und einen hellen
Zytoplasmasaum aufweisen. In einer Vielzahl der Falle findet sich eine
plasmazellulare Ausdifferenzierung mit lymphoplasmozytoiden und reifen
Plasmazellen, die vor allem in der Peripherie des Infiltrates oder subepidermal
in Erscheinung treten (vgl. Abbildung 11).

Immunphanotypisch zeigen die PCMZL eine Positivitat fur CD20 und die stark
plasmazellular ausdifferenzierten Zellen eine Positivitat fur CD138, wobei in
Letzterem dann auch eine Leichtkettenexpression/-restriktion fur Kappa oder
Lambda immunhistochemisch detektierbar ist.>* %% 7 |n dieser Population lasst
sich dann auch eine Schwerkettenexpression immunhistochemisch
nachweisen, wobei von PCMZL préferentiell IgG und nicht, wie von der

Mehrzahl der extrakutanen MZL, IgM exprimiert wird. 38 99101

35



Abbildung 10: Typisches Infiltrat eines PCMZL. Das Infiltrat durchsetzt hier, unter
Aussparung einer infiltratfreien Grenzzone zur Epidermis, samtliche Schichten der
Dermis und reicht bis in die Subkutis.

e

v

Abbildung 11: Ausschnitt eines PCMZL mit plasmazellularer Differenzierung. Zu
erkennen sind zahlreiche, plasmazellular differenzierte Zellen mit exzentrisch
gelegenem Zellkern und einem speziell, anhand der hier dargestellten Giemsa-
Farbung, stark basophilen Zytoplasmasaum, das eine charakteristische Aufhellung in
der Golgizone zeigt.
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Klinisch erscheint das PCMZL als roter, solitdr oder multifokal vorkommender
Knoten, Papel oder Plaque. Typische Primarmanifestationen sind Riicken,
obere Extremitat, Schulter und Stamm, wohingegen Kopf, Hals und untere

Extremitat seltenere Manifestationsorte sind. >3 8°

Rezidive kommen in ca. 50 % der Falle vor. Diese kénnen sich in gleicher oder
einer anderen Lokalisation manifestieren. Extrakutane Manifestationen finden
sich hingegen in weniger als 10 %. Wichtig hierbei ist die Differenzierung des
primar kutanen MZL von einer sekundaren Hautinfiltration eines primar

extrakutanen Lymphoms mittels Staging-Untersuchungen.®® %% 1%

PCMZL haben einen relativ indolenten Verlauf und zeigen eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von Uiber 95 %. Auch das Vorkommen von Rezidiven scheint an

dieser exzellenten Prognose wenig zu verandern.

Die Therapieform richtet sich nach dem klinischen Stadium sowie dem
Befallsmuster (lokal versus multifokal). Als Therapie bei lokal begrenzten
Herdbefunden kommen Exzision oder lokale Bestrahlung zur Anwendung.
Multifokaler oder disseminierter Hautbefall wird mit Observation (watch and
wait) oder mit dem CD20-Antikdrper Rituximab behandelt. In sehr seltenen
Fallen, Therapie der zweiten Wahl, kommt eine systemische Chemotherapie
nach bestimmten Schemata zum Einsatz. Ergédnzend kann eine topische
Therapie mit Steroiden oder IFN-a intralasional erfolgen. In Ausnahmefallen
kann Doxycyklin fakultativ in Endemiegebieten bei Infektionen mit Borrelia

burgdorferi angewandt werden, 58 90 103. 104

1.6 1gG,-assoziierte Erkrankung

1'% erstmals im Jahre 2003 beschrieben und seither viel

Von Kamisawa et a
diskutiert und zunehmend besser verstanden sind die sog. IgG4-assoziierten
Erkrankungen. Es handelt sich hierbei um eine chronische, fibrosklerosierende,
meist tumorbildende Entziindung, die in praktisch jedem Organ vorkommen

kann und sich bei einem Teil der Patienten auch in multiplen Lokalisationen als

37



Systemerkrankung manifestiert.!°® 1°” Zahlreiche, bereits lange bekannte

Erkrankungen wurden in den vergangenen Jahren dieser neuen Entitat

zugeordnet, allen voran die autoimmune Pankreatitis Typ 1. Weitere Beispiele

fur 1gG4-assoziierte Erkrankungen sind in Tabelle 13 aufgezeigt.

106-109

Tabelle 13: IgG,4-assoziierte Erkrankungen

Organ

IgG 4-assoziierte Erkrankungen

Pankreas

Autoimmunpankreatitis Typ |

Leber und Gallenwege

IgG,-assoziierte Hepatitis
IgG-assoziierte Cholangitis

Kopf- und Halsbereich

Chronisch sklerosierende Sialadenitis
Riedel-Struma

Chronisch sklerosierende Dakryoadenitis

Orbitale Pseudotumore

Eosinophile angiozentrische und zervikale Fibrose
Mikulicz-Syndrom

Kattner-Tumor

Gefalle lgG,4-assoziierte Aortitis
IgG,-assoziiertes abdominales Aortenaneurysma
Niere IgG,-assoziierte interstitielle Nephritis

Retroperitonealraum

Morbus Ormond, retroperitoneale Fibrose

Gehirn

lgG,-assoziierte Hypophysitis

IgG,-assoziierte Pachymeningitis

Genitalorgane

IgG,-assoziierte Prostatitis
lgG,-assoziierte Orchitis

Lunge Inflammatorischer Pseudotumor

Idiopathische interstitielle Pneumonie

Fibrosierende (sklerosierende) Mediastinitis
Lymphknoten lgG,-assoziierte Lymphadenopathie Typ | bis V
Haut lgG,-assoziierte Erkrankungen der Haut, Typ | bis VI
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Diese Erkrankungen manifestieren sich bevorzugt ab dem 5. Lebensjahrzehnt.
Méanner sind generell haufiger betroffen als Frauen (62-83 % Manner, 3,5:1).

Die Inzidenz ist bislang noch unklar." 1%

Typisches histomorphologisches Charakteristikum der Erkrankung ist ein
dichtes lymphoplasmazellulares Infiltrat mit absoluter (>10/HPF in kleinen
Biopsien bis > 50-200/HPF in grél3eren Gewebeproben) und relativer (> 40 %
19G4/1gG) Vermehrung IgG4-positiver Plasmazellen sowie eine ausgepréagte
Fibrosklerose, eine obliterative Phlebitis und eine Vermehrung eosinophiler

Granulozyten. 0’ 110-112

Die klinische Symptomatik variiert in Abhangigkeit von den jeweiligen
Organmanifestationen. Es kann zu lokalen Raumforderungen mit
Organschwellung bis hin zu Gewebezerstérungen kommen,*°¢108: 110
Typisches, aber nur bei etwa 60 % der Patienten zu beobachtendes,
serologisches Merkmal ist eine Erhéhung des Serum-lgG4, Desweiteren kdnnen
sich erhéhte Werte des sIL-6, des Rheumafaktors sowie erhdhte IgE-Werte im
Serum neben polyklonaler Hypergammaglobulinamie und
Komplementverbrauch finden.'® 1% Als die drei Haupt-Diagnosekriterien gelten
die Kklinisch/ radiologisch nachweisbare Raumforderung, das erhéhte Serum-

IgG, zusammen mit der typischen, oben bereits beschrieben, Histologie.**" **?

Atiologie und Pathogenese sind bisher unklar. Diskutiert werden eine
allergische Genese, Infektionen und molekulares Mimikry sowie Autoimmunitat.
Regional unterschiedliche genetische Risikofaktoren werden vermutet, so HLA-
Serotyp DRB1*0405, DQB1*0401 in Japan und HLA-Serotyp DQR1-57 in
Korea. Inwiefern die 19G4-Vermehrung Ursache oder Folge dieser Erkrankung
ist, ist noch Gegenstand der aktuellen Forschung. Grundsatzlich wird vermutet,
dass T2-Helferzellen und regulatorische T-Zellen Gber bestimmte Zytokine,
unter anderem IL-4, IL-10 und TGF-[3, die Plasmazellen zum IgG4-
Klassenwechsel veranlassen. Die Zytokine IL-4 und TGF-B sollen unter
anderem auch fiir die typische Fibrose verantwortlich sein.?® > 1 weiterhin
beschreiben Lighaam et al, dass neben regulatorischen T-Zellen auch
regulatorische B-Zellen fur eine vermehrte IL-10-Ausschittung sorgen. Diese
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werden zum Entzindungsort gelockt, interagieren dort mit mesenchymalen
Stammzellen und durch kontinuierliche IL-10-Ausschittung kommt es in den B-
Zellen zum IgG4-Klassenwechsel und somit zur Entwicklung von IgGs-
produzierenden Plasmazellen.?” Weiterhin vermuten sie, dass der BCR dieser
IgG4-produzierenden B-Zellen in der Fab-Region ungewdhnlich glykosyliert sei

und mit einem, bisher unbekannten, endogenen Lektin reagieren wiirde. %’

IgG4-assoziierte Erkrankungen sprechen gut auf eine Therapie mit Steroiden
an. Weiterhin kbnnen Immunsuppressiva wie Azathioprin oder Mycophenolat
Mofetil sowie chirurgischen MalRBnahmen und auch Rituximab zum Einsatz

kommen 106, 115-117

1.7 Fragestellung und Ziele

Speziell bei MZL mit plasmozytoider Differenzierung kann immunhistochemisch
eine klonale Leicht- und Schwerkettenexpression nachgewiesen werden. In
Voruntersuchungen war aufgefallen, dass von primar kutanen MZL
ungewohnlich haufig 1IgG bzw. 1gG,4 exprimiert wird, wahrend extrakutanen MZL
auch in der Literatur eine praferentielle IgM-Expression zugeschrieben wird.
Eine Uberzufallig haufige 1gG4-Expression ist in der Literatur nur fur eine kleine
Serie primar duraler MZL und in der Zusammenschau von Einzelfallberichten

fiir MZL der okuldren Adnexen dokumentiert. 14?2

Bekanntermal3en kdnnen extranodale MZL vom MALT-Typ auf dem Boden
chronisch entzundlicher Erkrankungen entstehen, ein Zusammenhang der
insbesondere fir die chronische HP-assoziierte Gastritis und das MZL vom
MALT-Typ des Magens seit vielen Jahren anerkannt ist. Ein analoger
pathogenetischer Zusammenhang zwischen einer sog. IgGs-assoziierten
Erkrankung und einem IgG4-positiven MZL wurde speziell fir die okuléren
Adnexen diskutiert, konnte aber bislang noch nicht definitiv bewiesen werden

und ist somit Gegenstand aktueller wissenschaftlicher Bemuihungen.
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In der hier vorgelegten Arbeit soll die Pravalenz einer 1IgG4-Expression an einer
grof3en Kohorte von Marginalzonen-Lymphomen unterschiedlicher
Primarlokalisationen untersucht werden, wobei hierfiir ausschlief3lich MZL mit
sekretorischer /plasmazellularer Differenzierung herangezogen wurden, da nur
in den plasmazellular ausdifferenzierten Infiltratanteilen eine ausreichend hohe,
immunhistochemisch detektierbare Leicht- und Schwerkettenexpression
vorliegt. Weiterhin soll in den 1gG4-positiven MZL anschlieRend eine Assoziation

Zu einer vorausgegangenen IgG,-assoziierten Erkrankung Gberpruft werden.

Da sich im Zuge der hier vorgelegten Arbeit eine IgG4-Expression praktisch
ausschlief3lich fur primar kutane MZL und in dieser Entitat sogar fir mehr als
ein Drittel der Falle zeigen liel3, sollen ferner das begleitende B- und T-Zell-
Infiltrat in den PCMZL mit unterschiedlicher Schwerkettenexpression analysiert
und verglichen werden, um Aufschluss dartiber zu erlangen, ob die fir einen
IgG4-Klassenwechsel mitverantwortlichen Subpopulationen des Immunsystems
auch in einem manifesten Lymphominfiltrat in anderer Verteilung vorhanden

sind, als in den nicht-IgGy-rearrangierten MZL.

Desweiteren ergab sich die Frage, ob auch in der Pathogenese der PCMZL
eine MyD88 (L265P)-Mutation eine Rolle spielt, die nach Literaturangaben in
bis zu 10 % der extrakutanen Marginalzonen-Lymphome gefunden werden
kann, jedoch fiur PCMZL noch nicht systematisch und an einem grof3eren
Kollektiv untersucht worden war. Diesbezlglich wurden an dem in dieser Arbeit
naher charakterisierten Kollektiv der PCMZL molekularbiologische

Untersuchungen zur Frage einer MyD88 (L265P)-Mutation durchgefuhrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Auswahl der Falle

Aus dem Befundsystem des Pathologischen Instituts der Universitat Wirzburg
wurden Marginalzonen-Lymphome unterschiedlicher Primarlokalisationen in
reprasentativer Anzahl ausgewahlt. Zu den verschiedenen Lokalisationen
zahlten Haut, Magen-Darm-Trakt, Lymphknoten, Speicheldriise, Auge, Lunge,
Weichgewebe, Mamma, Oropharynx/ Larynx, Tonsille sowie Schilddrise. Die in
Paraffin eingebetteten Gewebebl6cke und die dazugehdrigen, bereits zur
Diagnosestellung HE, Giemsa- und immunhistochemisch gefarbten
Schnittpraparate, wurden im Anschluss aus dem Archiv des Pathologischen
Instituts der Universitat Wirzburg herausgesucht und im Hinblick auf folgende

Kriterien erneut mikroskopiert:

1.) Diagnose Marginalzonen-Lymphom nach den Kriterien der aktuellen WHO-
Klassifikation

2.) Reprasentative Fallzahl aus verschiedenen Priméarlokalisationen

3.) Sekretorische/ plasmazellulare Differenzierung

4.) Immunhistochemisch detektierbare Leichtkettenexpression/-restriktion
(Kappa/ Lambda)

5.) Materialtauglichkeit, ausreichend vorhandenes Restmaterial fir die
Durchfihrung der im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit erforderlichen

Zusatzuntersuchungen
Falle, die die Kriterien nicht erflllten, wurden ausgeschlossen.

Es wurden 169 MZL aus insgesamt 13 verschiedenen Primarlokalisationen in
die Studie aufgenommen (vgl. Tabelle 14), wobei die Félle sich in zwei
Gruppen, primar extrakutane MZL (n = 120) versus primar kutane MZL (n = 49),

unterteilen lassen.
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Tabelle 14: 169 MZL verschiedener Priméarlokalisationen

Lokalisation Anzahl
Haut 49
Magen 21
Speicheldrise 20
Lymphknoten 20
Darm 12
Auge 12
Lunge 12
Weichgewebe 11
Mamma 3
Oropharynx/Larynx 3
Tonsille 3
Schilddrise 1
Thymus 2

2.2 Ethikvotum und Datenschutz

Fur die durchgefiihrten Untersuchungen an Archivmaterial des Pathologischen
Instituts liegt ein entsprechendes Votum der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultat der Universitat Wirzburg vor, wobei die Bearbeitung

und Auswertung der Daten in anonymisierter Form erfolgte.

2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Farbemethode

Mit immunhistochemischen Methoden kénnen Proteine in einem histologischen

Schnittpraparat durch spezifische Antikérper nachgewiesen werden.* #

Antikorpermolekile kbnnen unter dem Lichtmikroskop nicht gesehen werden.
Deshalb werden Nachweis- bzw. Detektionssysteme zur Visualisierung der

Bindung von Antikérpern an bestimmte Antigene in Zellen und Geweben
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bendotigt. Unterschieden wird eine direkte von einer indirekten
Immunmarkierung. Die in der hier vorgelegten Arbeit verwendete
Farbemethode basiert auf der indirekten Immunmarkierungsmethode und
besteht aus den folgenden Schritten (Abbildung 12).'*

Der Primarantikérper (Maus- oder Kaninchenantikérper) bindet in einem ersten
Schritt an das gewtunschte Antigen. In einem zweiten Schritt wird nun ein
Sekundarantikorper hinzugegeben, der gegen den F¢-Teil des
Primarantikdrpers gerichtet ist und an diesen bindet (sekundare anti-Maus- oder
anti-Kaninchenantikdrper). Als néachstes erfolgt die Zugabe eines Reagenz, das
mit Meerrettichperoxidase polymerisierte Tertiarantikdrper enthalt. Diese
Tertiarantikorper binden den F¢-Teil des Sekundarantikorpers (spezifisch fur
Maus oder Kaninchen), wobei durch die an den Polymerstrang gekoppelten
Enzyme (hier einer Peroxidase) nun die Chromogenfarbereaktion erfolgt.
Hierfur wird 3,3' Diaminobenzidin und H,O, zugegeben, welches mit Hilfe der
enzymatischen Reaktion zu einem braunen Endprodukt, das unldslich in
Alkohol oder anderen organischen Losungsmitteln ist, oxidiert wird. Jeder
Tertidrantikdrper ist mit vielen Peroxidaseenzymen polymerisiert, so dass es zu

einer verstarkten und sensitiven Farbreaktion kommt.* 123 124

2.3.2 Gerate und Materialien

Zur Durchfihrung der immunhistochemischen Farbungen wurden folgende

Gerate und Materialien verwendet:

» Schlittenmikrotom SM2000R der Firma Leica

» Kihlplatte (-20 Grad Celsius) der Firma Medax

e SuperFrost®-Plus-Objekttrager Firma Gerhard Menzel GmbH

» Vario-Pipetten und dazugehdrige Pipettenspitzen der Firma Eppendorf
* Racks der Firma Shandon®

* Shandon® Coverplates

* Vortexer der Firma Bender und Hobein AG

+ Folieneindeckautomat Tissue-Tek® der Firma Sakura

e Lichtmikroskop der Firma Olympus (BX50)

* Eppendorf Safe-Lock Tubes der Firma Eppendorf
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» Dampfkochtopf von WMF

l Antikérper

e’ Polymer

. Peroxidase
A Antigen

Tertiarantikérper, Polymer mit Peroxidase

Sekundarantikérper
Antigen-Primarantikdrper

Abbildung 12: Immunhistochemische Farbemethode, modifiziert nach Education Guide
Immunohistochemical (IHC) Staining Methods**

2.3.3 Chemikalien

Zur Durchfihrung der immunhistochemischen Farbungen wurden folgende

Chemikalien verwendet:

* Wasserbad mit destilliertem Wasser, 50 °C
* Alkoholreihe (100 %, 90 %, 80 %, 70 %)
e Xylol
* Destilliertes Wasser
» Leitungswasser
e 20mM Citratpuffer, pH 6,0
42 g Citronensaure
21 g NaOH Platzchen
* Target Retrieval S1699, pH 6,1, Firma Dako
 PBS-Puffer,pH 7,4
72,0 g NaCl
14,8 g Na;HPO,
4.3 g KH2PO4
« Advance™ HRP Detection kit, K4068 der Firma Dako:
Advance™ HRP link (Sekundarantikrper)
Advance™ HRP Enzym (Tertidrantikorper)
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* DAB (Diaminobenzidin) K3468 der Firma Dako
* Hamatoxylin

2.3.4 Primarantikorper

In Tabelle 15 sind die verschiedenen Primarantikérper, deren Verdinnung und

entsprechende Vorbehandlung der Gewebeschnitte aufgefihrt, die im Rahmen

der hier vorgelegten Arbeit verwendet wurden. Zur Verdiinnung der

Primarantikorper wurde Antibody Diluent der Firma DAKO verwendet.

Tabelle 15: Primarantikrper

Antikorper Firma Klon Verdinnung Vorbehandlung
IgA Dako Polyklonal 1:20 000 CS 6.0
IgM Dako Polyklonal 1:20 000 CS 6.0
IgG Epitomics EPR4422 1:500 CS 6.0
9G4 Invitrogen HP6025 1:8 000 TR 6.1
IgE Dako Polyklonal 1:2 000 CS 6.0
Kappa Dako Polyklonal 1:80 000 CS 6.0
Lambda Dako Polyklonal 1:80 000 CS 6.0
CD20 Dako L26 1:500 CS 6.0
CD5 Novocastra | 4C7 1:500 CS 6.0
CD4 Novocastra | 1FG 1:40 CS 6.0
CDS8 Dako C8/144B 1:80 CS 6.0
FoxP3 Abcam 236A/E7 1:50 TR 6.1
PD1 Abcam NAT 1:200 TR 6.1
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2.3.5 Immunhistochemische Einfachfarbungen

Die in Paraffin eingebetteten Gewebebltcke werden zunachst auf einer
Eisplatte bei minus 20 °C gekuhlt, um mit dem Schlittenmikrotom sehr diinne (4
um) Paraffinschnitte anfertigen zu kbnnen. Die Paraffinschnitte werden mit dem
Pinsel vom Mikrotom abgenommen und in einem Wasserbad gesammelt.
Anschliel3end werden die Schnitte einzeln in ein heil3es Wasserbad (50 °C)
uberfahrt und auf Objekttrager von Hand faltenfrei aufgezogen. Die Objekttrager
werden in Metallstéander gestellt und Uber Nacht bei Raumtemperatur

getrocknet.

Am nachsten Tag folgt die eigentliche immunhistochemische Farbung. Die
getrockneten Paraffinschnitte werden zum Entparaffinieren in Xylol Gberflhrt.
Diese verbleiben nun fir 25 Minuten in Xylol, so dass das Paraffin vollstandig
aus dem Gewebe herausgelost werden kann. Daraufhin erfolgt die
Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe (100 %, 90 %, 80 %, 70 %), jeweils
2 Kuvetten pro Alkoholverdinnung. Die vollstandig rehydrierten Schnitte
werden zur Entfernung des noch verbliebenen Alkohols nun fur eine Minute in
destilliertem Wasser gespult. Im Anschluss folgt die Weiterbehandlung der
Schnitte im Dampfkochtopf. Der Boden des Dampfkochtopfes wird mit 400 ml
destilliertem Wasser gefullt, die Stander mit den Objekttragern in einen Einsatz
des Dampfkochtopfes tberfuhrt und auf das Ful3gestell des Dampfkochtopfes
gebracht. Fur die Vorbehandlung werden anschlie3end die Stander mit der
jeweiligen, fir die Antikérper nétigen Vorbehandlungslosung (Citratpuffer oder
Target Retrieval) Ubergossen, so dass alle Objekttréager gut bedeckt sind.
Citratpuffer wird zur Vorbehandlung im Wasserkocher auf 100 °C erhitzt,
wohingegen Target Retrieval kalt Gber die Schnitte gegossen werden muss. Die
Objekttrager werden nun fir 9-15 Minuten im Dampfkochtopf gekocht, wobei
die optimale Temperatur bei ca. 120 °C liegt. Durch die Fixierung in Formalin
wurden Aldehydvernetzungen gebildet, die nun durch die Vorbehandlung im
Dampfkochtopf wieder gebrochen werden missen, damit das maskierte
Antigen wieder zuganglich fur den Primarantikorper ist und dieser binden kann.
Dies wird auch als sog. Antigendemaskierung bezeichnet.* *** AnschlieBend
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werden die gekochten Objekttrager in destilliertem Wasser flr einige Minuten

gespult, um die zur Vorbehandlung nétige Losung zu entfernen.

Als néchstes werden die Objekttrager in Shandon Coverplates® eingelegt. Hier

ist besonders auf einen optimalen und luftblasenfreien Sitz der Objekttrager in

den Coverplates zu achten, damit die nachfolgend aufzubringenden

Flissigkeiten das jeweilige Gewebe gut benetzen und anhaften kbnnen, um ein

optimales und gleichmafiges Farbeergebnis zu erzielen. Die Farbeschritte

erfolgen nun nach dem unten aufgefthrten Protokoll.

1.
2.
3.

10.

11.
12.

13.

Spulen der Objekttrager mit PBS-Puffer-L6sung flr sieben Minuten.
Primarantikdrper, 130 ul pro Objekttrager, eine Stunde Einwirkzeit.

Spulen der Schnitte mit PBS-Puffer-Losung fir sieben Minuten. Hierdurch
wird der nicht gebundene, tiberschissige Primarantikérper abgewaschen.
Sekundér-Antikérper: Advance™ HRP Link, 100 ul pro Objekttrager, 30
Minuten Einwirkzeit.

Spulen in PBS-Puffer-Ldsung fur sieben Minuten zum Abwaschen des nicht
gebundenen, Uberschussigen Sekundarantikorpers.

Tertiar-Antikdrper: Advance™ HRP Enzyme, 100 pl pro Objekttrager, 30
Minuten Einwirkzeit.

Spulen in PBS-Puffer-Ldsung fur sieben Minuten zum Abwaschen des nicht
gebundenen, Uberschussigen Tertidrantikorpers.

DAB-L6sung, 200 pl pro Objekttrager, zehn Minuten Einwirkzeit.

Spulen in PBS-Puffer-Lésung fur sieben Minuten.

Entfernen der Objekttrager aus den Coverplates und Uberfiihren in Stander,
die fur den Eindeckautomaten geeignet sind.

Gegenfarbung der Objekttrager mit Hamatoxylin, drei Minuten Einwirkzeit.
Blauen der Objekttrager in Leitungswasser fir zehn Minuten. Hierdurch
kommt es zur Erh6hung des pH-Wertes und zum, fur die
Hamatoxylinfarbung typischen, blau-violetten Farbumschlag.

Tauchen der Stander mit den Objekttragern in absoluten Alkohol und
anschlieRend Trocknung der Objekttrager im Warmeschrank (56 °C) fur 25

Minuten.
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14. Eindecken der Objekttrager im Eindeckautomaten. Hierflr werden die
Objekttrager in entsprechende Stander gestellt, kurz in Xylol getaucht und
anschlieend in den Automaten eingebracht. Dieser zieht nun automatisch

eine Folie Uber das Schnittpraparat auf dem Objekttrager.

2.3.6 Fluoreszenzfarbung

2.3.6.1 Auswabhlkriterien fur die Farbung

Marginalzonen-Lymphome mit Positivitat fur IgG, wurden einer
Immunfluoreszenzfarbung unterzogen. Hierdurch sollte die Expression von IgG,4
in den MZL validiert werden, die eine Positivitat fur den Pan-IgG-Antikérper
gezeigt hatten. Desweiteren wurden Falle, bei denen aus materialtechnischen
Grinden eine zweifelsfreie Bestimmung einer monotypischen Leicht- und/ oder
Schwerkettenexpression nicht moglich war, mittels Immunfluoreszenzdoppel-

oder -dreifachfarbung, validiert.

2.3.6.2 Farbemethode

Fur diese Methode wurden fluoreszenzmarkierte Sekundarantikérper

verwendet.

2.3.6.3 Materialien und Chemikalien

Die folgenden Materialien und Chemikalien wurden fur die

Immunfluoreszenzfarbung bendtigt.

» Schlittenmikrotom SM2000R der Firma Leica

» Kihlplatte (-20 °C) der Firma Medax

* SuperFrost®-Plus-Objekttrager der Firma Gerhard Menzel GmbH

» Dampfkochtopf von WMF

» Vario-Pipetten und dazugehdrige Pipettenspitzen der Firma Eppendorf
» Farbebank mit feuchter und lichtgeschitzter Kammer

49



* Plattformschuttler der Firma Phoenix Instrument
» Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop TCS SP2 der Firma Leica
* Wasserbad mit destilliertem Wasser, 50 °C
* Alkoholreihe (100 %, 90 %, 80 %, 70 %)
e Xylol
* Destilliertes Wasser
* Leitungswasser
e 20mM Citratpuffer, pH 6,0 (Zusammensetzung siehe unter 2.3.3)
e Target Retrieval S1699, pH 6,1, Firma Dako
e TRIS-Puffer (pH 7,6/ 0,1M), Stammldsung
12,1g Tris
90g NaCl
600 ml destilliertes Wasser, pH-Wert auf 7,6 einstellen
Auffillen ad 1000 ml destilliertes Wasser
Aus der fertigen Stammlésung wurden nun 100 ml zu 900 ml
destilliertem Wasser hinzugefuigt.
* Antibody Diluent der Firma Dako
* Eindeckmittel Fluormount G® der Firma Biozol

2.3.6.4 Priméarantikorper und fluoreszenzgekoppelte

Sekundarantikorper

Fur Doppel- oder Mehrfachfarbungen wurden idealerweise Antikérper
unterschiedlicher Tierspezies gewahlt, um eine mogliche Kreuzreaktion zu
verhindern. Die Verdinnungen der verwendeten Antikdrper wurden dem
Protokoll entsprechend austitriert und an die fluoreszenzmarkierten
Sekundarantikorper angepasst. Tabelle 16 zeigt die bereits unter 2.3.4
beschriebenen Primarantikérper mit der jeweiligen Tierspezies und austitrierten

Verdinnungsstufen.

Die fluorchromkonjugierten Sekundarantikdrper wurden passend zur Tierart der
Primarantikorper gewahlt. Bei Doppel- oder Mehrfachfarbungen wurden
Fluoreszenzfarbstoffe mit unterschiedlichen Wellenlangen und Emissionsraten

gewahlt, so dass eine eindeutige Auswertung gewahrleistet werden konnte.

Tabelle 17 zeigt die verwendeten fluorchromkonjugierten Sekundarantikorper.
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Tabelle 16: Immunfluoreszenz- Antikorper

Primarantikorper Tierspezies Verdiinnung
IgG Kaninchen 1:125

9G4 Maus 1:2000
Kappa Kaninchen 1:5000
Lambda Kaninchen 1:5000
CD138 Maus 1:100

CD56 Maus 1:20

ICSAT Ziege 1:200

Tabelle 17: Fluorchromkonjugierte Sekundarantikorper (Firma Dianova)

Bezeichnung Absorptionsmaximum/ Verdinnung Tierspezies
Emissionsmaximum

Esel anti-Maus | 553nm, 568nm 1:400 Maus

Alexab55

Esel anti- 553nm, 568nm 1.400 Kaninchen

Kaninchen

Alexab55

Esel anti-Maus | 493nm, 519nm 1:400 Maus

Alexa488

Esel anti-Ziege | 650nm, 670nm 1:100 Ziege

Cy’

2.3.6.5 Immunfluoreszenzfarbung

Die Entparaffinierung, Rehydrierung und Vorbehandlung im Dampfkochtopf der

zu farbenden Objekttrager erfolgte wie unter 2.3.5 beschrieben.

Die nun folgenden Farbeschritte erfolgten in einer Farbebank mit feuchter und
lichtgeschutzter Kammer.

1. Die Objekttrager wurden um das Gewebe herum trocken gewischt.
2. Auftragen von 100 pl Antibody Diluent auf die Gewebeproben, zehn

Minuten Einwirkzeit, dann abkippen.
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10.

11.

Auftragen des ersten Primarantikorpers. Auf kleine Gewebeproben wurden
100 pl und auf groRere Gewebeproben 200 ul Antikdrper pro Objekttrager
aufgetragen, eine Stunde Einwirkzeit.

Dreimaliges Sptilen der Objekttrager in TRIS-Puffer. Hierflr wurden die
Objekttrager in eine Glaskuvette gestellt und fir jeweils 5 Minuten auf dem
Plattformschuttler im Puffer gespiilt, so dass der nicht gebundene,
Uberschussige Primarantikorper vollstandig entfernt wurde.

Nun erfolgte das Auftragen des ersten fluoreszenzmarkierten
Sekundarantikdrpers, 100 pl fur kleine und 200 pl fur grol3ere
Gewebeproben. eine Stunde Einwirkzeit.

Dreimaliges Spuilen der Objekttrager in TRIS-Puffer fur jeweils finf Minuten
zur Entfernung des nicht gebundenen, Uberschissigen
Sekundarantikdrpers. Hierfur wurden nun lichtgeschuitzte Glaskuvetten
verwendet.

Auftragen des zweiten Primarantikérpers, 100 pl fur kleine und 200 pl fur
gréRere Gewebeproben, eine Stunde Einwirkzeit.

Dreimaliges Spulen der Objekttrager in TRIS-Puffer, fur jeweils flnf
Minuten, in lichtgeschutzten Kuvetten zur Entfernung des nicht
gebundenen, Uberschussigen zweiten Primarantikorpers.

Auftragen des zweiten fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérpers, 100 pl
fur kleine bzw. 200 pul fur grél3ere Gewebeproben. Einwirkzeit von einer
Stunde.

Dreimaliges Spulen der Objekttrager in TRIS-Puffer zur Entfernung des
nicht gebundenen, tberschissigen zweiten Sekundarantikdrpers, jeweils
funf Minuten in lichtgeschitzten Glaskuvetten.

Eindecken der Objekttrager mit dem Fluoromount G® der Firma Biozol. Der
noch verbliebene Puffer wurde um das Gewebe herum abgewischt.
Anschliel3end erfolgte die Auftragung von einem Tropfen Fluormount G®
und das Eindecken der Objekttrager mit den Deckglasern. Hier war darauf
zu achten, dass keine Luftblasen zwischen Gewebeprobe und Deckglas

entstehen.
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2.3.6.6 Auswertung mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie

Die gefarbten Gewebeproben wurden mit dem konfokalen Laser-Scanning
Mikroskop TCS SP2 der Firma Leica ausgewertet. Hierfir wurde die Software

Leica Confocal Software genutzt und Bildaufnahmen erstellt.

2.4 Evaluationskriterien der Immunglobulinleicht- und -

schwerkettenexpression

Wie oben bereits beschrieben, wurden lediglich MZL mit sekretorischer/
plasmazellularer Differenzierung und immunhistochemisch nachweisbarer
Immunglobulinleicht- und -schwerkettenexpression in die Studie aufgenommen.
Die Auswertung der Immunglobulinleicht- und -schwerkettenexpression erfolgte
fur alle Falle am Lichtmikroskop. Das physiologische Verhaltnis der
Leichtkettenexpression von Kappa zu Lambda liegt bei etwa 1,5 : 1. Eine
einheitliche Definition einer Leichtkettenrestriktion findet sich in der Literatur
nicht, wobei ein um das 4-fache verschobene Verhéltnis als verlasslich
angesehen werden kann. Da klonale B-Zell-Populationen eine monotypische
Kappa- oder Lambdaexpression zeigen und in den hier untersuchten
Lymphomen, die diesbeziglich immunhistochemisch detektierbaren
lymphoplasmozytoid bzw. plasmazellular differenzierten Anteile des
neoplastischen Infiltrates charakteristischerweise den Anteil reaktiver
Plasmazellen deutlich Gberwiegen, stellte die Definition einer
Leichtkettenrestriktion bei optimalen Gewebebeschaffenheiten und optimalen
Farbereaktionen kein relevantes Problem dar (vgl. auch 3.1.1). Die Bestimmung
der monotypischen Immunglobulinschwerkettenexpression (IgA, 1gG, 19G4, IgM,
IgE) erfolgte im Vergleich zu den Leichtketten-restringierten Tumorzellen, d. h.
ob von dieser Population nach Anzahl und Verteilung auch eine bestimmte
Schwerkette exprimiert wurde, wahrend sich in den Farbungen fur die jeweils
anderen Schwerketten nur wenige locker gelegene, reaktive Plasmazellen

nachweisen liel3en.
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In MZL mit Positivitat fir die Schwerkette IgG, wurde die absolute Zahl an 1gG
und IgG4-positiven, Leichtketten-restringierten Plasmazellen an funf
verschiedenen high-power fields ausgezahlt und so das Verhaltnis von IgG./IgG
ausgewertet. Ein Verhaltnis von > 70 % wurde als Wert festgelegt, ab dem ein
MZL als IgG4-positiv beschrieben werden konnte. Da die IgG und 19G4-
Antikodrper etwas unterschiedliche Farbeeigenschaften aufweisen, wurden diese
Untersuchungen mittels Immunfluorenszenzdoppelfarbungen bei allen IgG,-
positiven MZL validiert. Desweiteren wurden Félle, bei denen aus
materialtechnischen Grinden eine zweifelsfreie Bestimmung einer
monotypischen Leicht- und/ oder Schwerkettenexpression nicht moéglich war

mittels Immunfluoreszenzdoppel- oder -dreifachfarbung validiert.

2.5 Primar kutane Marginalzonen-Lymphome

An den priméar kutanen MZL erfolgte zusatzlich eine Analyse des B- und des T-
Zell-Infiltrates hinsichtlich verschiedener, unten aufgefuhrter Kriterien. Die
Auswertung erfolgte am Lichtmikroskop. Statistisch wurden 1gG4-positive
PCMZL mit den PCMZL verglichen, die eine andere Schwerkettenexpression

aufwiesen.

2.5.1 Analyse des B-Zell-Infiltrates

Im Hinblick auf den mit dem B-Zell-Marker CD20 darstellbaren B-zellularen
Anteil des Gesamtinfiltrates wurde das Vorhandensein oder das Fehlen von
Lymphfollikeln sowie bei Nachweis von Lymphfollikeln auch die Ausbildung
bzw. das Fehlen von Keimzentren bewertet. Folgende Marker wurden fir diese
Auswertung verwendet (Tabelle 18).
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Tabelle 18: Analyse des B-Zell-Infiltrates

Marker

Kriterium

Kategorien

CD20 (Pan-B-Zell-Marker)

B-Zellen, Lymphfollikelbildung
oder diffuse Infiltration

Lymphfollikelbildung
Diffuse Infiltration

CD10, BCL6
(Keimzentrumsmarker)

Keimzentrumsbildung

Lymphfollikel mit
Keimzentrumsbildung

Lymphfollikel ohne
Keimzentrumsbildung

2.5.2 Analyse des T-Zell-Infiltrates

Hinsichtlich des T-Zell-Infiltrates der PCMZL wurde zuné&chst der Anteil der T-

Zellen am gesamten lymphoiden Infiltrat in Relation zum B-Zell-Infiltrat

geschatzt. Desweiteren wurde die Verteilung und das Vorhandensein

unterschiedlicher T-Zell-Subpopulationen (T-Helfer-/zytotoxische T-Zellen,

regulatorische T-Zellen, follikulare Helfer-T-Zellen) bewertet und quantifiziert.

Die folgende Tabelle 19 zeigt die hierfir verwendeten Marker und die

unterteilten und ausgewerteten Kategorien.
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Tabelle 19: Analyse des T-Zell-Infiltrates

Marker

Kriterium

Kategorien

CD5 (Pan-T-Zell-Marker)

T-Zell-Infiltrat, T-Zellgehalt,
bezogen auf das
Gesamtinfiltrat

Gering (< 20 %)
Intermediar (20-50 %)
Hoch (> 50 %)

CD4, CD8 CD4-positive T- CD4/CD8-positive T-
Helferzellen, Zellen:
CD8-positive zytotoxische | > 3:1
T-Zellen <31
FoxP3 Regulatorische T-Zellen Anteil am gesamten T-Zell-
Infiltrat:
<1%
1-5%
5-10 %
> 10%
PD1 Follikulare Helfer-T-Zellen | Anteil am gesamten T-Zell-

Infiltrat:
<1%
1-5%
5-10 %
>10%

2.6 Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Untersuchungen zum Nachweis einer MyD88 (L265P)-

Mutation wurden an den primar kutanen MZL durchgefihrt. Hierzu wurde die
relevante Region im Exon 5 (Position 794 der DNA; Codon 265) mittels PCR

amplifiziert und mit der Sanger-Methode sequenziert.
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2.6.1 Materialien und Chemikalien

Tabelle 20: Verwendete Materialien

Gerate

Firma

Schlittenmikrotom SM2000R

Leica

Zentrifuge

Eppendorf Centrifuge 5415 D

Vortexer

Bender und Hobein AG

Thermocycler

Eppendorf

Applied Biosystems 3130x| Genetic
Analyzer

Applied Biosystems

Gelelektrophoresekammer cti gmbh

Power Supply Pharmacia
Geldokumentation red® ProteinSimple

Materialien

Pipetten Eppendorf AG
Pipettenspitzen Eppendorf AG
Eppendorf-Caps Eppendorf AG

QIAamp Mini spin column QIAGEN Hilden, Germany
8-Strip-PCR Tube STAR LAB

Kits

QIAamp DNA Mini Kit

QIAGEN Hilden, Germany

QIAquick PCR Purification Kit

QIAGEN Hilden, Germany

BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit

Life Technologies GmbH Darmstadt,
Germany

Software

ChromasPro Software

ChromasPro Version 1.6 (2012),
Technelysium Pty Ltd, South Brisbane,
Queensland, Australia

Tabelle 21: Primer

MyD88-Primer Sequenz

Firma

Forward 5'-TGCCAGGGGTACTTAGATGGGG-3' | Eurofins Genomics,

Ebersberg, Germany

Reverse 5'-AGGCCCTGGGTGTGTGTGTA-3'

Eurofins Genomics,
Ebersberg, Germany
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2.6.2 DNA-Extraktion aus Paraffinmaterial

Zunachst wurde die genomische DNA aus dem Paraffinmaterial extrahiert.
Hierzu wurden von den Paraffingewebeblécken mit dem Schlittenmikrotom 10
um dicke und in Abhangigkeit des Infiltratausmal3es bis zu 2-10 Paraffinrdlichen
gefertigt. Diese wurden mit Hilfe des QIAamp DNA Mini Kit zur DNA-Extraktion

entsprechend den Anweisungen des Herstellers weiterverarbeitet.

2.6.3 PCR und Sequenzierung

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) lassen sich bestimmte DNA-
Abschnitte vervielfaltigen. Hierflr sind ein bestimmtes Enzym (Polymerase)
sowie sog. Primer notwendig. Primer sind kurze einzelstréangige
Oligonukleotide, deren Basenabfolge komplementar zum Anfang und zum Ende
des gesuchten DNA-Abschnittes ist und somit spezifisch an diese binden kann,
so dass die Polymerase den Abschnitt zwischen den beiden Primern
vervielfaltigen kann. Diese zyklische Amplifikation besteht aus den folgenden

drei Schritten® 1%°

» Denaturierung: Trennung der doppelstrangigen DNA, bei ca. 94 °C. Zwei
zueinander komplementéare Einzelstrdnge entstehen.

* Annealing: Bindung der Primer an die komplementare Sequenz des
gesuchten DNA-Abschnittes, bei 50-60 °C, abh&angig von der
Schmelztemperatur der verwendeten Primer (TA°C).

» Elongation des durch Primer gebundenen DNA-Abschnittes durch die
Polymerase, bei ca. 72 °C (Temperaturoptimum der Polymerase).

Alle drei Schritte laufen mehrmals hintereinander ab, wodurch es zu einer

exponentiellen Vermehrung des gewinschten DNA-Abschnittes kommt.
Folgender PCR-Reaktionsansatz (Mastermix) wurde in dieser Arbeit verwendet:
e 17,5yl Aqua dest.

e 2,5 ul PCR-Puffer (10x-MgCly)
e 0,5 ul ANTP der Firma Genaxxon bioscience
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e 1,0 pl Primer Forward (MyD88 der Firma Eurofins, 10 pmol/ul)
e 1,0 pl Primer Reverse (MyD88 der Firma Eurofins, 10 pmol/ul)
e 0,13 pl Tag-Polymerase der Firma Genaxxon Bioscience

Nach Zufugen von 1,5 pl extrahierter DNA wurden die Reaktionsgemische in

den Thermocycler Uberfuhrt und durchliefen das folgende Protokoll.

Tabelle 22: PCR-Protokoll

Temperatur Zeit Schritte

95 °C 3 Minuten

95 °C 30 Sekunden Denaturierung
60 °C 30 Sekunden Annealing

72 °C 30 Sekunden Elongation
72°C 7 Minuten

8°C Hold

35 Zyklen, wobei die Denaturierungs-, Annealing- und Elongationsschritte

fortlaufend wiederholt werden.

Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der mithilfe der PCR gewonnen DNA-Fragmente wurde im
nachsten Schritt die Gelelektrophoresemethode angewandt. Durch eine
Elektrophorese werden DNA-Fragmente anhand ihrer Grol3e aufgetrennt. In
dieser Arbeit wurden 2 % Agarosegele verwendet. Zur Herstellung des
Agarosegels wurde 2 g Agarose der Firma Genaxxon Bioscience zusammen
mit 100 ml TBE-Puffer 3 Minuten in der Mikrowelle gekocht, anschlieRend 7 ug
des Fluoreszenzfarbstoffes GelRed® der Firma Genaxxon Bioscience, welcher
die DNA im Agarosegel farbt, hinzugefiigt und die Flissigkeit auf Platten
gegossen. Ein spezieller Kamm wurde zur Erzeugung von Geltaschen in die
noch flissige Substanz eingebracht. Nach ca. 30 Minuten hat sich das Gel
verfestigt und kann verwendet werden. 4 ul PCR-Produkt wurde zur Erh6hung
der Dichte sowie zur Konstanthaltung des pH-Wertes mit einem Ladepuffer

(GelPilot DNA Loading Dye der Firma Qiagen) gemischt und in die Geltaschen
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pipettiert. Desweiteren wurde neben die Gewebeproben eine 100bp-Leiter
(GeneRuler 100bp DNA Ladder der Firma Thermo Fisher Scientific) zur
Fragmentlangenbestimmung mit aufgetragen. Anschliel3end wurde zur
Auftrennung der Proben an das Gel eine Spannung von 100 V angelegt. Nach
ca. 10 Minuten Laufzeit wurde mit Hilfe der Geldokumentation unter UV-Licht
die mit GelRed® im Agarosegel gefarbten Banden sichtbar gemacht und der

Sequenzierung zugefuhrt.

Sequenzierung

Zur Sequenzierung mittels der Cycle-Sequenzierungsmethode wurde das

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit verwendet.

Zur Entfernung madglicher niedermolekularer Verunreinigungen erfolgte
zunachst eine Aufreinigung der PCR-Produkte mittels des QIAquick PCR

Purification kit der Firma Qiagen nach den Angaben des Herstellers.
Sequenzierungs-PCR-Reaktionsansatz:

* 4 ul Aqua dest.

* 1 ul BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
e 1 ul MyD88-Primer Forward

* 4 pl DNA (aufgereinigtes PCR-Produkt)

—> analoger Ansatz mit Primer Reverse.

Die Reaktionsgemische wurden anschlieRend in den Thermocycler tGberfihrt

und durchliefen das in Tabelle 23 dargestellte Protokoll.

Tabelle 23: Sequenzierungs-PCR-Protokoll (35 Zyklen)

Temperatur Zeit

95 °C 1 Minute

95 °C 15 Sekunden
50 °C 15 Sekunden
60 °C 2 Minuten
8°C Hold
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Sephadexaufreinigung:

Die Aufreinigung mit Sephadex dient dazu, niedermolekulare Verunreinigungen
und Nukleotide aus dem Sequenzierungs-PCR-Produkt zu entfernen. Hierzu
werden Pipettenspitzen mit Sephadex G50 beftllt und anschlie3end das
Sequenzierungs-PCR-Produkt aufgetragen. Durch Zentrifugation bleiben die
unerwinschten Bestandteile, wie Primer und Nukleotide, im Sephadex zuriick.

Folgendes Protokoll wurde hierfiir verwendet:

1. Pipettenspitzen mit 250 pl Sephadex G50 der Firma GE Healthcare Life
Sciences befullen.

2. Zentrifugation: 3 Minuten 3600 rpm x 1000. Dieser Schritt dient der

Abzentrifugation und dem Verwerfen der Sephadex-Flussigkeit.

Umsetzen der Pipettenspitzen auf neue Eppendorf-Caps.

10 ul Sequenzierungs-PCR-Produkt pipettieren.

Zentrifugation: 3 Minuten 3600 rpm x 1000.

Pipettenspitzen abnehmen und Auffangen des aufgereinigten Produktes

o o ko

im Reaktionsgefals.

Zur Vorbereitung fir den Sequenzer wurde zu den aufgereinigten Proben 20 pl
Hi-Di™ Formamide hinzugeflugt, die Mischprodukte auf Mikrotiterplatten
pipettiert und anschlie3end im Applied Biosystems 3130x| Genetic Analyzer
analysiert. Mit Hilfe der ChromasPro Software wurden die Daten ausgewertet
Hierzu wurde die Nukleotidsequenz des entsprechenden Codons im Exon 5
(Position 794 der DNA bzw. Position 265 der Aminosauresequenz) des MyD88-
Gens analysiert und auf eine Mutation von Thymin zu Cytosin (c.794T>C),
entsprechend einem Aminoséureaustausch von Leucin zu Prolin an Position

265 der Aminosauresequenz (p.L265P) Uberprift.
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2.7 Klinische Daten
Tabelle 24: Klinische Daten

Klinische Daten Kriterien

Alter

Geschlecht Weiblich
Mé&nnlich

Lokalisationsstelle der
Primarmanifestation

Staging Extrakutane Manifestation/en
Keine extrakutane Manifestation
Rezidiv Ja
Nein
Therapie Exzision

Bestrahlung
Chemotherapie

Doxycyklin-Therapie

Borrelia burgdorferi

Positiv
Negativ

LDH

Normal (0 Punkte)
Erhéht (1 Punkt)

Klinisches Erscheinungsbild der
Priméarmanifestation

Andere (0 Punkte)
Knotig (1 Punkt)

Anzahl der Lasionen bei
Primarmanifestation

1-2 (0 Punkte)
> 2 (1 Punkt)

Hinweise auf eine 19G,
abhangige Erkrankung

Ja
Nein

CLIPI

Score 0 (geringes Risiko)
Score 1 (mittleres Risiko)
Score 2 und 3 (hohes Risiko)

Fur samtliche primér kutanen MZL wurden die verfuigbaren klinischen Daten
hinsichtlich verschiedener Kriterien ausgewertet (vgl. Tabelle 24). Der
Cutaneous Lymphoma International Prognostic Index (CLIPI) ist ein

Prognosewert fir indolente kutane B-Zell-Lymphome, der von der International
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Extranodal Lymphoma Study Group (IELSG 11) zur individuellen
Prognoseabschatzung definiert wurde. Hierzu werden folgende drei Parameter
erhoben: LDH (nicht erh6ht versus erhoht), Anzahl der Lasionen bei
Primarmanifestation (1-2, > 2), klinisches Erscheinungsbild der
Primarmanifestation/en (andere versus knotig). Jedes der drei Kriterien wird mit
0 oder 1 Punkt bewertet, wodurch sich ein Score von 0 bis 3 ergibt. Hieraus

resultieren drei Risikogruppen, die ebenfalls in Tabelle 24 aufgefiihrt sind.*?®

2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse erfolgte anhand des Chi-Quadrat-Testes mit dem
Statistikprogramm IBM SPSS Statistics 21. Ein p (probability)-value < 0,05

wurde als statistisch signifikant gewertet.

Der Chi-Quadrat-Test ist ein Test zur Analyse von Haufigkeitsunterschieden.
Damit kann zum Beispiel gepruft werden, ob ein bestimmtes Merkmal in zwei
verschiedenen Gruppen gleichverteilt oder ob ein signifikanter Unterschied zu
finden ist. Der p-Wert gibt an, ob ein statistisch signifikanter Unterschied
besteht.

In unserer Serie wurden die zwei Ergebnisgruppen in kutane versus nicht
kutane MZL unterteilt und anhand der verschiedenen Kriterien miteinander

verglichen und auf statistisch signifikante Unterschiede tberpruft.

Die PCMZL mit unterschiedlicher Schwerkettenexpression wurden zur
statistischen Analyse der Infiltratzusammensetzung sowie klinischer Daten in
zwei Gruppen unterteil, IgG4-positive PCMZL versus PCMZL mit anderer
Schwerkettenexpression (IgA, IgM oder 1gGi.3). IgG1-3ist definiert als positiv flr

die Schwerkette IgG bei Negativitat fur 1gG,.
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3 Ergebnisse
3.1 Immunhistochemie

3.1.1 Leichtkettenexpression

Hinsichtlich der monotypischen Leichtkettenexpression ergab sich zwischen
den extrakutanen und den primar kutanen MZL kein signifikanter Unterschied.
Beide Gruppen waren mehrheitlich monotypisch fir die Leichtkette Kappa.

75 % der extrakutanen MZL waren positiv fur Kappa (90/120) und 23 % positiv
fur Lambda (28/120). Zwei Falle (ein primar enterales und ein primar okulares

MZL) zeigten eine duale Leichtkettenexpression, die mittels einer

Fluoreszenzfarbung bestatigt werden konnte (siehe Abb. 13).

Abbildung 13: Duale Expression der beiden Leichtketten Kappa (links, rot) und Lambda
(Mitte, griin). Das rechte Bild zeigt die Kappa- und Lambda-Féarbung tberlappend in
einer gelblichen Farbe.

Unter den primar kutanen MZL waren 71 % positiv fur Kappa (35/49) und 29 %
positiv fir Lambda (14/49). Im Detail zeigten 22 der 35 Kappa-positiven primar
kutanen MZL ein Kappa/Lambda-Verhaltnis von > 10:1 und 13 Féalle von > 20:1.

Unter den 14 Lambda-positiven Fallen zeigten 5 Falle ein Lambda/Kappa-
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Verhéltnis von > 10:1, 8 Falle ein Verhaltnis von > 20:1 und lediglich ein Fall ein

Lambda/Kappa-Verhéltnis von 5:1.

3.1.2 Schwerkettenexpression

In der Verteilung der Immunglobulinschwerketten (IgA, IgE, I1gG, 1gG4 IgM)
unterschieden sich die primar extrakutanen MZL von den primér kutanen MZL
signifikant (p-value < 0,001). Von den 120 extrakutanen MZL waren 13 %
positiv fur IgA (15/120), 9 % positiv fur IgG (11/120) und 78 % positiv fur IgM
(94/120). Hier dominierte klar die Immunglobulinschwerkette IgM. Unter den 49
primar kutanen MZL waren 16 % positiv fur IgA (8/49), 72 % positiv fur IgG
(35/49) und lediglich 12 % positiv fir IgM (6/49). Beide Gruppen zeigten keine

Expression der Immunglobulinschwerkette IgE.

Auffallend und fur die hier vorgelegte Arbeit entscheidend war das Ergebnis fur
die Immunglobulinschwerkette 19G,4. 39 % aller in unserer Fallserie
untersuchten primar kutanen MZL zeigten eine Expression von 1gG,4 (19/49),
entsprechend 19 der 35 IgG-positiven Félle (54 %). In der Gruppe der primar
extrakutanen MZL war hingegen lediglich ein primar okulares MZL positiv fur
9G4 (1%, 1/120).

Tabelle 25 sowie die Abbildungen 14 und 15 fassen die Verteilung der Leicht-
und Schwerkettenexpression bzw. deren Korrelation zur Primarlokalisation noch

einmal zusammen.
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Tabelle 25: Leicht- und Schwerkettenexpression in den verschiedenen Lokalisationen

Lokalisation IgA (%) | k(%) |A(%) |19G1s(%) |K(%) |[A(%) |1gGs(%) | k(@) | A(%) |IgM (%) | k(%) | A (%)
Haut 49 |8(16) |7(88) [1(12) |16(33) |9(56) |7(44) |19(39) |13(68) |6(32) |6(12) |6(100) [0
Magen 21 |3(14) |1(33) |2(67) |4(19) 2(50) [2(50) |0 0 0 14 (67) | 12(86) | 2 (14)
Speicheldriise | 20 | 1 (5) 1(100) |0 2 (10) 2(100) |0 0 0 0 17 (85) |16 (94) | 1(6)
Lymphknoten |20 [2(10) |0 2 (100) | 1 (5) 1(100) |0 0 0 0 17 (85) | 13(76) | 4 (24)
Darm 12 |2@17) |2(100) |0 1(8) 1(100) |0 0 0 0 9(75) | 7(78) |2(22)
Lunge 12 | 1(8) 1(100) |0 0 0 0 0 0 0 11(92) [8(73) |3(27)
Auge 12 |2@17) |1(B0) |1(50) |1(8) 1(100) |0 1(8) 1(100) |0 8(67) |6(75) |2(25)
Weichgewebe |11 |2(18) |1(50) [1(50) |0 0 0 0 0 0 9(82) |6(67) |3(33)
Mamma 3 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 3(100) |3(100) |0
Oropharynx/ |3 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 3(100) | 2(67) |1(33)
Larynx

Tonsille 3 133 |0 1(100) | 0 0 0 0 0 0 2(67) |2(100) |0
Thymus 2 |o 0 0 1 (50) 0 1(100) | 0 0 0 1(50) |1(100) |0
Schilddruse 1 |1(100) |1(100) |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Priméar extrakutane MZL

H|gA (13%)
m|gG1-3 (8%)
m1gG4 (1%)
m IgM (78%)

Priméar kutane MZL

H IgA (16%)
m1gG1-3 (33%)
m1gG4 (39%)
H|gM (12%)

Abbildung 14: Verteilung der Schwerkettenexpression
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Priméar extrakutane MZL
m|gA, Kappa (7%)

IgA, Lambda (6%)
m|gG1-3, Kappa (6%)
H gG1-3, Lambda (2%)
m|gG4, Kappa (1%)

m |gM, Kappa (63%)

m|gM, Lambda (15%)

Priméar kutane MZL

mIgA, Kappa (14%)

IgA, Lambda (2%)
m|gG1-3, Kappa (18%)
m|gG1-3, Lambda (15%)
H|gG4, Kappa (27%)

IgG4, Lambda (12%)

m IgM, Kappa (12%)

Abbildung 15: Leicht- und Schwerkettenexpression in den beiden Gruppen

3.2 Morphologische und immunphanotypische Charakterisierung
der PCMZL

Ein typisches, voll ausgebildetes PCMZL (siehe Abbildung 16) besteht aus
einem zum Teil knotigen, zum Teil diffusen lymphoiden Infiltrat, das unter
Wahrung einer infiltratfreien Grenzzone zur ebenfalls infiltratfreien Epidermis
die gesamte Dermis einnimmt und gelegentlich auch auf die Subkutis tUbergreift.

Innerhalb des Infiltrates finden sich reaktive Lymphfollikel, die h&ufig auch

68



Keimzentren ausgebildet haben und von breiten interfollikularen Zonen, den
Marginalzonen, umgeben werden. Im hier abgebildeten Beispiel erkennt man

auch prominente Tumorzellcluster mit plasmozytoider Differenzierung.

Abbildung 16: Typisches Infiltrat eines PCMZL. Das Inset zeigt die plasmozytoide
Differenzierung (Giemsa-Farbung).

Immunhistochemisch zeigten die plasmozytoid differenzierten Tumorzellen
dieses Falles eine monotypische Lambda-Leichtkettenexpression sowie eine
Positivitat fur 1I9G4 (vgl. Abbildung 17). In der Fluoreszenzfarbung kommt dann
die Kolokalisation von 1gG und IgG4-positiven Zellen zur Darstellung (vgl.
Abbildung 18).
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Abbildung 17: PCMZL mit Leichtkettenrestriktion fir Lambda (B), wohingegen nur
wenige Zellen Kappa exprimieren (A). Desweiteren sind auf dieser Abbildung das
typische immunhistochemische Erscheinungsbild der IgG,.positiven Plasmazellen (D)
dargestellt im Vergleich zur IgG-Expression (C).

Abbildung 18: Kolokalisation der 1gG (links, rot)- und IgG,4 (Mitte, griin)-positiven Zellen
in der Fluoreszenzfarbung mit gelblicher Farbe in der Uberlagerung (rechts).
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3.2.1 B-Zell-Infiltrat

Im Hinblick auf das B-zellulare Hintergrundinfiltrat (CD20) wurde das
Vorhandensein oder das Fehlen von Lymphfollikeln mit oder ohne
Keimzentrumsbildung bewertet. Hier fanden sich in 71 % der 49 PCMZL
Lymphfollikel mit Keimzentrumsbildung, in 14% Lymphfollikel ohne
Keimzentrumsbildung und in 15 % zeigte sich keine Follikelbildung. Beziglich
dieser Parameter zeigten die vier verschiedenen Schwerketten-Gruppen der

PCMZL keine signifikanten Unterschiede.

3.2.2 T-Zell-Infiltrat

Die vier verschiedenen Schwerkettengruppen der PCMZL wurden hinsichtlich
ihres Gehaltes an reaktiven T-Zellen (CD5) innerhalb des Gesamtinfiltrates
verglichen. Es wurden hierfur drei Kategorien (gering < 20 %, intermediar 20-50
%, hoch > 50 %) festgelegt. Hier zeigten die IgM-positiven Félle einen
signifikant geringeren T-Zell-Gehalt als die IgA-, 1gG1-3- und IgG4-positiven
PCMZL (p-value < 0,05), wobei die drei letztgenannten Gruppen untereinander

keinen signifikanten Unterschied erkennen lie3en (vgl. Abbildung 19).

T-Zell-Gehalt
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Abbildung 19: T-Zell-Gehalt der verschiedenen PCMZL-Schwerkettensubgruppen
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Abbildung 20: PCMZL mit einem intermediaren Gehalt an T-Zellen. Die prAddominant
knotig aggregierten B-Zellen (hier die ungefarbten Zellen) werden von T-Zellen
umgeben (CD5-Farbung fir T-Zellen).

Das Verhaltnis von CD4/CD8-positiven, reaktiven T-Zellen in den PCMZL-
Infiltraten wurde in zwei Kategorien eingeteilt (> 3:1, < 3:1). Es konnten erneut
Unterschiede zwischen den einzelnen Schwerkettensubgruppen gefunden
werden. Auch hier zeigten die IgM-positiven PCMZL eine signifikant andere
Verteilung als die ubrigen drei Schwerkettengruppen (p-value < 0,05). Die IgA-,
1gG1-3- und IgG4-positiven PCMZL zeigten generell eine niedrigere CD4/CD8-
Ratio (< 3:1) als die IgM-positiven Fallen (> 3:1) (siehe Abbildung 21 und 22).
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Abbildung 21: CD4/CD8-Ratio in den verschiedenen PCMZL-Schwerkettensubgruppen
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Abbildung 22: IgM-positives PCMZL mit einem CD4/CD8-T-Zell-Verhéltnis von > 3:1.

Regulatorische T-Zellen (FoxP3-positiv) konnten in PCMZL generell nur in
geringerer Anzahl und diffus verteilt nachgewiesen werden, wobei deren
Gesamtanteil an allen CD5-positiven T-Zellen generell bei < 10 % lag. Der
Anteil an regulatorischen T-Zellen am gesamten T-Zell-Infiltrat wurde in drei
Kategorien eingeteilt (< 1 %, 1-5 %, 5-10 %). Allerdings unterschieden sich die
IgM-positiven PCMZL auch hinsichtlich ihres Gehaltes an regulatorischen T-
Zellen signifikant von den anderen Schwerkettengruppen (p-value < 0,05),
wobei 50 % der IgM-positiven Félle eine sehr geringe Anzahl an regulatorischen

T-Zellen (< 1 %) aufwiesen, wahrend in der Mehrzahl der IgA-, 19G;.3- und 1gG4-
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positiven PCMZL ein signifikant hoherer Gehalt an regulatorischen T-Zellen

nachweisbar war (siehe Abbildung 23 und 24).
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Abbildung 23: Anteil regulatorischer T-Zellen in den verschiedenen PCMZL-
Schwerkettensubgruppen

Abbildung 24: Regulatorische T-Zellen in einem 1gG4-positiven PCMZL, markiert durch
eine Kernfarbung fur den Transkriptionsfaktor FoxP3.

Da PD1-positive follikulare Helfer-T-Zellen physiologischerweise innerhalb von
Lymphfollikeln vorkommen und die Ausbildung von Lymphfollikeln bereits im
Hinblick auf das B-zellulare Hintergrundinfiltrat bewertet worden war, wurden
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nur PD1-positive T-Zellen aul3erhalb der Lymphfollikel in die Auswertung
einbezogen. Es wurden hierfur vier Kategorien ausgewahlt (< 1 %, 1-5 %, 5-10
%, > 10 %). Der Gehalt an diesen extrafollikularen Helfer-T-Zellen war im Mittel
eher gering (in mehr als 50 % der PCMZL-Falle nur 1-5 % des gesamten T-Zell-
Infiltrates) und zeigte Uber die vier PCMZL-Schwerkettengruppen hinweg eine
ahnliche Verteilung und somit keinen signifikanten Unterschied.

Follikuare Helfer-T-Zellen
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m>10% 12 12 17 0

Abbildung 25: Anteil follikularer Helfer-T-Zellen in den verschiedenen PCMZL-
Schwerkettensubgruppen

3.2.3 Klinische Charakteristika der primar kutanen MZL:

Von allen Patienten unserer Fallserie lagen Angaben zu Alter und Geschlecht

Vvor.

Das mittlere Alter der Patienten aller 169 MZL lag bei 66 Jahren (8-97Jahre).
Die 120 Patienten mit primar extrakutanen MZL (Mittelwert 66 Jahre) waren im
Durchschnitt signifikant (p-value = 0,005) &lter als die Patienten mit primar
kutanen MZL (Mittelwert 51 Jahre). Hinsichtlich des Geschlechtes waren unter
den primar extrakutanen MZL 58 % Frauen (69/120) und 42 % Manner (51/120)
betroffen. Unter den primar kutanen MZL waren 61 % Manner (30/49) und 39 %
Frauen (19/49), wobei dieser Unterschied statistisch nicht signifikant war.
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Von den PCMZL wurden weitere klinische Daten ausgewertet, um mdogliche
besondere Charakteristika zu finden, die die 19G,4-positiven PCMZL von den

anderen Schwerkettensubgruppen unterscheiden.

Das durchschnittliche Alter der 49 Patienten mit einem PCMZL lag bei 51
Jahren und Manner waren etwas haufiger betroffen als Frauen. Betrachtet man
diese Aspekte im Hinblick auf die jeweils exprimierte Schwerkette, so finden
sich keine signifikanten Unterschiede (IgA: mean 49 Jahre (26-78 Jahre), 1gG1.-
3: mean 48 Jahre (22-81 Jahre), IgG,4: mean 52 Jahre (26-80 Jahre), IgM: mean
63 Jahre (51-74 Jahre)). Es zeigte sich lediglich, dass die Patienten mit einem
IgM-positiven PCMZL im Durchschnitt etwas alter waren als die Gbrigen. Bei der
Geschlechterverteilung war unter den 1gG;.3-positiven PCMZL das weibliche
Geschlecht etwas haufiger betroffen(1,3:1), wohingegen bei den anderen
Schwerketten das mannliche Geschlecht dominierte (IgA: 3:1, 19G4 2,2:1,
IgM:2:1). Allerdings ergab sich auch hier keine statistische Signifikanz.

Im Hinblick auf die Primarmanifestationen der 45/49 PCMZL, zu denen
entsprechende Angaben vorlagen, fanden sich durchaus unterschiedliche
Lokalisationen, allerdings bestatigte sich eine Pradominanz der aus der
Literatur bekannten, bevorzugt betroffenen Regionen wie Riicken, obere
Extremitat und Schulter (Rucken (n=15), obere Extremitat (n=10),
Schulterregion (n=9), Abdomen (n=3), Kopf (n=3), Halsbereich (n=2), untere
Extremitat (n=2) und Genitaltrakt (n=1)).%* ¢ Eine gesonderte Betrachtung der
PCMZL-Schwerkettensubgruppen ergab hinsichtlich der Primérlokalisationen

keine signifikanten Unterschiede (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26: Primarlokalisationen der PCMZL, getrennt nach
Schwerkettensubgruppen

Das klinische Erscheinungsbild der 49 PCMZL war mit druckindolenten, meist
erhabenen, rétlichen und teils reizlosen Nodi, Papeln oder Plagues typisch fur
diese Entitat. 9 der 49 PCMZL zeigten bereits primér multiple Manifestationen,
wahrend sich 40 von 49 der PCMZL als solitdre Knoten prasentierten.
Diesbeziglich fand sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied unter den vier
verschiedenen PCMZL-Schwerkettensubgruppen.

Die Ergebnisse der Staginguntersuchungen waren von 30/49 PCMZL (6 IgA, 7
19G1.3, 13 1G4, 4 IgM) bekannt. Hierzu gehorten die Computertomographie des
Thorax, die Computertomographie des Abdomens (oder die Sonographie des

Abdomens) sowie eine Knochenmarkpunktion.

Lediglich ein 1gG;-3-positives PCMZL zeigte eine sekundare
Lymphknotenbeteiligung, wahrend sich bei den anderen 29 Fallen keine

Hinweise auf extrakutane Manifestationen fanden. Auch eine sekundare
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Mitbeteiligung der Haut im Rahmen eines primar extrakutanen MZL konnte

durch die Staginguntersuchungen ausgeschlossen werden.

Zum weiteren Verlauf, insbesondere zur Frage eines Rezidivs, lagen von 32/49
PCMZL (IgA: n=5, IgG1.3: n=8, 1gG4: n=15, IgM: n=4) Informationen vor. Bei
21/32 Fallen kam es zu einem Rezidiv (65 %), wovon sich 28 % (n=9) an
anderer und 19% (n=6) in gleicher Lokalisation wie beim Priméarbefall
manifestierten. Bei sechs Féllen gab es zur genauen Lokalisation des Rezidivs
keine Angaben. Im Hinblick auf die PCMZL-Schwerkettensubgruppen
entwickelten 25 % (n=2) der IgA-positiven, 75 % (n=6) der 1gG;.3-positiven, 60
% (n=9) der IgG,4-positiven und 100 % (n=4) der IgM-positiven PCMZL
Rezidive, wobei diese Unterschiede statistisch nicht signifikant waren.

Von 9 PCMZL-Patienten lagen klinische Informationen zur Borrelienserologie
vor. Hiervon hatten zwei Patienten einen positiven Borrelientiter und sieben
zeigten eine negative Serologie. Bei den zwei positiven PCMZL handelte es
sich um einen IgG;.3-positiven und einen 1gG4-positiven Fall. Aufgrund der
geringen Anzahl an Patienten sind weiterfihrende Aussagen zu einer
Assoziation des PCMZL mit einer Borrelieninfektion oder auch eine statistische

Auswertung innerhalb des von uns untersuchten Kollektivs nicht mdglich.

Klinische Angaben zur Therapie lagen von insgesamt 31/49 PCMZL-Patienten
unseres Kollektivs vor. Die meisten Lasionen wurden exzidiert, wobei sieben
Falle zusatzlich zur chirurgischen Therapie eine Bestrahlung erhielten. Drei
Patienten erhielten Chemotherapie nach dem R-CHOP-Protokoll (Rituximab,
Cyclophosphamid, Hydroxydaunorubicin, Vincristin und Prednisolon). Zwei
Patienten erhielten Chemotherapie nach dem R-CHOP-Protokoll und wurden
zusatzlich bestrahlt. Die beiden Patienten mit positiver Borrelienserologie und
ein weiterer Patient mit negativer Borrelienserologie erhielten zusatzlich zur

Bestrahlung oder Chemotherapie das Antibiotikum Doxycyklin.

Im Hinblick auf weitere klinische Informationen wie Symptome oder
Laborbefunden, die von 32/49 PCMZL vorlagen, fand sich kein Patient mit

Juckreiz im Bereich der PCMZL-Infiltrate oder einer B-Symptomatik wie Fieber,
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Gewichtsverlust oder Nachtschweil3. Ebenso ergaben die Laborwerte keine
wegweisenden oder statistisch signifikanten Auffalligkeiten.

In der Zusammenschau der verfugbaren radiologischen Befunde und der
Laborwerte ergaben sich bei den Patienten mit einem IgGy-positiven PCMZL

auch keine Hinweise auf eine 1gGs-assoziierte Erkrankung.

Von 15 der 49 PCMZL waren Klinische Angaben zur Erstellung des sog. CLIPI-
Scores vorhanden (2 IgA-positive, 2 IgG.3-positive, 9 1gG4-positive und 2 IgM-
positive Félle). Fur diesen Prognose-Score sind die Parameter LDH (nicht
erhoht versus erhoht), die Anzahl der Lasionen bei Primarmanifestation (1-2
versus > 2) und das klinische Erscheinungsbild der Primarmanifestation/en
(andere versus knotig) relevant. Unter den 15 auswertbaren Fallen (vgl. Tabelle
26) hatte ein Patient einen Score von 0 (niedriges Risiko, 1gG4-positiv), 9
Patienten den Score 1 (mittleres Risiko, 5 1gGs-positiv, 2 IgA-positiv, 1 1gG;.3-
positiv und 1 IgM-positiv), 4 Patienten zeigten einen Score von 2 (hohes Risiko,
3 1gG4-positiv und 1 19G;.3-positiv) und schliel3lich 1 Patient einen Score von 3
(hohes Risiko, IgM-positiv). Da nur von weniger als der Halfte der untersuchten
PCMZL die entsprechenden Daten zur Erhebung des CLIPI-Scores und nur von
einem Teil dieser Patienten auch Daten zum weiteren Verlauf zur Verfiigung
standen, war eine Auswertung im Hinblick auf die Validitat dieses
Prognosescores wie auch eine statistische Analyse hinsichtlich der
verschiedenen PCMZL-Schwerkettensubgruppen leider nicht moglich.

3.3 Analyse der MyD88 (L265P)-Mutation in den PCMZL

Quantitativ und qualitativ ausreichende DNA konnte von 45 der 49 PCMZL
extrahiert und in einer die relevante Region im Exon 5 des MyD88-Gens

Uberspannenden PCR amplifiziert werden.

Nach Sequenzierung wurden die Daten mit Hilfe der ChromasPro Software
analysiert. Die Sequenzanalysen aller 45 PCMZL waren auswertbar und
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zeigten eine wildtypische bzw. unmutierte Sequenz des relevanten Codons an
Position 265 des MyD88-Gens.

Tabelle 26: CLIPI-Score

Schwerkette LDH Klinisches Anzahl der CLIPI
Erscheinungsbild Lasionen
IgA Normal Knotig 1 1
IgA Normal Knotig 1 1
19G13 Normal Knotig >2 2
19G13 Normal Knotig 1 1
19G, Normal Knotig >2 2
19G, Erhoht Knotig 1 2
19G, Normal Andere 1 0
9G4 Normal Andere >2 1
9G4 Normal Knotig 1 1
19G, Normal Knotig >2 2
19G, Normal Knotig 1 1
19G, Normal Knotig 1 1
9G4 Normal Knotig 1 1
IgM Normal Knotig 2 1
IgM Erhoht Knotig >2 3
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4 Diskussion

PCMZL gehdren nach der WHO-KIlassifikation zu den extranodalen
Marginalzonen-Lymphomen vom MALT-Typ.>* 8" Aus morphologischer Sicht
haben PCMZL bestimmte Gemeinsamkeiten mit extrakutanen MZL. Hierzu
gehoren das typische Infiltrationsmuster, die Tumorzellzytologie sowie der

Nachweis reaktiver Keimzentren und zahlreicher T-Zellen im Hintergrund.>* 8"
127

Allerdings unterscheiden sich diese PCMZL auch von nicht kutanen MZL in
verschiedenen Aspekten. Hierzu zahlen vor allem immunphé&notypische und
molekulargenetische Merkmale sowie das biologische Verhalten. So
exprimieren PCMZL vorzugweise die Schwerkette IgG, wohingegen nicht
kutane MZL am haufigsten IgM exprimieren.® % Im Rahmen der hier
vorgelegten Arbeit konnte gezeigt werden, dass es sich bei den IgG-positiven
PCMZL uberzufallig haufig um eine 1gG4-Positivitat handelt. Ferner konnte der
Befund, dass IgG4-positive Falle unter den extrakutanen MZL eine Raritat
darstellen und der sich in der Literatur bereits abgezeichnet hatte, auch an dem

hier untersuchten Kollektiv bestétigt werden.

Innerhalb der PCMZL wurden in der Literatur bisher zwei grofl3e, biologisch
verschiedene, Gruppen postuliert. Zum einen PCMZL mit IgM-
Schwerkettenexpression, die auf diese Weise den primar nicht kutanen MZL
ahneln, aber eine Minderheit unter allen PCMZL darstellen. Zum anderen die
PCMZL, die IgA, IgG oder IgE exprimieren und somit einen Klassenwechsel
vollzogen haben. Letztere Gruppe ist unter den PCMZL am Haufigsten

anzutreffen.%® 101

B-Zell-Lymphome entstehen aus unterschiedlichen B-Zell-Entwicklungsstufen,
wobei das umgebende T-Zell-Milieu bei der B-Zell-Differenzierung eine wichtige
Rolle spielt.>® T-Zellen senden unter anderem Signale fiir die
Keimzentrumsreaktion aus und sorgen durch bestimmte Signalmolektle fur den

Immunglobulinklassenwechsel. Sie sind somit nicht nur essentiell fur die
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Entstehung und Aufrechterhaltung einer Immunantwort, sondern auch an der

,Erscheinungsform“ der verschiedenen B-Zell-Lymphomentitéten beteiligt.*

So wurden beispielsweise Unterschiede im umgebenden T-Helferzellen-Milieu
sowie im Zytokin- und Chemokinprofil beschrieben, was gut mit der Unterteilung
der PCMZL in die oben genannten zwei Gruppen korreliert. IgM-positive
PCMZL entstehen vorzugsweise in einem umgebenden Th1-Zellen-Milieu und
zeigen eine erhéhte Expression des Chemokinrezeptors CXCR3. Auch in
primar extrakutanen MZL wird dies haufig beobachtet. Im Gegensatz hierzu
finden sich im Hintergrund der anderen PCMZL, die einen Klassenwechsel
vollzogen haben, pradominant Th2-Zellen und somit keine Expression des
Chemokinrezeptors CXCR3.% 1% Da Thi- und Th2-Zellen unter anderem durch
ihre Zytokin-/Chemokinexpression definiert sind und eine Unterscheidung
dieser T-Zell-Subpopulationen mit immunhistochemischen Methoden an
formalinfixierten, paraffineingebetteten Gewebeschnitten derzeit nicht
verlasslich méglich ist, haben wir uns im Hinblick auf das T-zellulare
Hintergrundinfiltrat auf den Anteil am Gesamtinfiltrat sowie immunhistochemisch
gut charakterisierbare Subpopulationen konzentriert. In den wenigen PCMZL
mit IgM-Expression unseres Kollektivs war der Gehalt an begleitendem T-Zell-
Infiltrat insgesamt eher niedrig. Im Gegensatz hierzu fand sich in den Gbrigen
PCMZL mit IgA-, 1gG1-3- oder IgG4-Schwerkettenexpression ein signifikant
hoherer Anteil an begleitenden T-Zellen. Dieser geringere Anteil an
begleitendem T-Zell-Infiltrat in IgM-positiven PCMZL sowie erhdhte Anteile in
den PCMZL der anderen Schwerkettensubgruppen wurde bereits in der
Literatur beschrieben.® Dies bestatigt wiederum die bedeutende Rolle des
begleitenden T-Zell-Infiltrates im Hinblick auf die B-Zell-Entwicklung und deren
Differenzierung. Da in primér extrakutanen MZL vorzugsweise ein Th1-Milieu
sowie ein geringerer T-Zell-Gehalt zu finden ist und diese haufig mit
chronischen Infektionen assoziiert sind, wie beispielsweise HP-Infektion im
Magen, kénnte der hohe T-Zell-Gehalt in den PCMZL, die einen
Klassenwechsel vollzogen haben, hinweisend auf einen anderen, bisher noch

nicht bekannten Pathomechanismus sein.*® %

82



Ferner war das Verhaltnis an CD4/CD8-positiven T-Zellen in IgM-positiven
PCMZL mit > 3:1 erh6ht und lag in den tbrigen PCMZL hingegen mehrheitlich
bei < 3:1. Zu Gunsten der CD4-Subpopulation verschobene Verhaltnisse von
CD4/CD8-T-Zellen finden sich beispielsweise auch bei
Autoimmunerkrankungen*?®, auf deren Boden bekanntlich MZL entstehen

kdnnen.

Desweiteren spielen auch follikulare Helfer-T-Zellen, die beispielsweise durch
eine Expression von PD1 gekennzeichnet sind, bei der B-Zell-Entwicklung eine
Rolle. Intrafollikulare Helfer-T-Zellen finden sich in den Keimzentren der
Sekundarfollikel und sind wichtig fir die Differenzierung der B-Zellen in
langlebige Gedachtniszellen oder Antikdrper-produzierende Plasmazellen.
Extrafollikulare Helfer-T-Zellen kbnnen im Lymphknoten sowie in sekundar
lymphatischen Organen auch au3erhalb von Keimzentren vorkommen. Diese
interagieren mit B-Zellen und unterstiitzen vermutlich die Antikérperproduktion
aufRerhalb des Follikels.** %> *° Allerdings kommt den follikularen Helfer-T-Zellen
auch eine wichtige Rolle im Mikromilieu und damit fir die Persistenz und
Progression bestimmter B-Zell-Lymphome zu, was insbesondere fir das
follikulare Lymphom und das lymphozytenpradominante Hodgkin-Lymphom
gezeigt werden konnte.>* %% 130131 D3 sjch follikulare Lymphome von
Keimzentrums-B-Zellen ableiten und meist in sog. atypischen Lymphfollikeln
wachsen, wundert es nicht, dass diese Lymphome einen hohen Gehalt an PD1-
positiven follikularen Helfer-T-Zellen aufweisen.>® °* 139131 Aych fiir extranodale
MZL finden sich in der Literatur Berichte Uber einen erhéhten Gehalt an

follikularen Helfer-T-Zellen °% 52 130,131

, wenngleich bislang keine spezifischen
Untersuchungen zu follikularen Helfer-T-Zellen in PCMZL zu finden sind. Aus
diesem Grund wurde in der hier vorgelegten Arbeit der Gehalt an PD1-positiven
follikularen Helfer-T-Zellen in PCMZL bestimmt, jedoch nur der extrafollikuléare
Anteil bewertet, der im Hintergrund der neoplastischen B-Zell-Population selbst
fur diese relevant sein kénnte. Die intrafollikularen Helfer-T-Zellen wurden
hingegen nicht gewertet, da sie hier physiologischerweise vorkommen und die
Ausbildung von Lymphfollikeln bereits im Hinblick auf den B-zellularen

Infiltratanteil bewertet worden war. Da sich jedoch in der Mehrzahl der PCMZL
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nur ein geringer Gehalt an extrafollikular gelegenen follikularen Helfer-T-Zellen
nachweisen liel3 und sich diesbezuglich, aber auch im Hinblick auf die
Ausbildung bzw. fehlende Ausbildung von Lymphfollikeln, keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den PCMZL-Schwerkettensubgruppen
gezeigt hatte, kann diesen Bestandteilen des Hintergrundinfiltrates keine
offensichtliche Relevanz, speziell hinsichtlich des
Immunglobulinklassenwechsels und auch der klinischen Prasentation,

zugeschrieben werden.

Regulatorische T-Zellen spielen physiologischerweise vor allem bei der
Beendigung einer Immunantwort eine Rolle. Zum einen kdnnen sie T-
Helferzellen und andere Immunzellen beispielsweise durch Apoptoseinduktion
direkt supprimieren.* Zum anderen tragen sie bei langanhaltender,
chronischer Antigenstimulation in B-Zellen zu einem 1gG,-Klassenwechsel und
deren Differenzierung zu IgG4-produzierenden Plasmazellen bei.?® # 133 Hierfiir
verantwortlich ist die Ausschuittung von IL-21, IL-10 sowie TGF-3. Es wird
grundsatzlich auch bei IgGs-assoziierten Erkrankungen vermutetet, dass Th2-
Zellen und regulatorische T-Zellen Gber bestimmte Zytokine, unter anderem IL-
4, IL-10 und TGF-B, die Plasmazellen zum IgG4-Klassenwechsel veranlassen.
Ferner sollen die Zytokine IL-4 und TGF- unter anderem auch fur die typische
Fibrose der IgG4-assoziierten Erkrankungen verantwortlich sein.?® 113 14
Allerdings wird den regulatorischen T-Zellen zunehmend auch eine Bedeutung
bei verschiedensten Malignomen zugesprochen. In soliden Tumoren, wie
beispielsweise in hepatozellularen und kolorektalen Karzinomen,
Plattenepithelkarzinomen sowie Mamma-, und Pankreaskarzinomen, wird den
FoxP3-positiven regulatorischen T-Zellen eine fur die Prognose ungunstige

Bedeutung zugeschrieben,*" 48 134135

wobei spekuliert wird, dass diese Uber
eine Eindammung/Suppression des gegen die Tumorzellen gerichteten
Entzindungsinfiltrates einen positiven Effekt auf die Tumorprogression haben
konnten.**® Die Rolle von regulatorischen T-Zellen in hamatologischen
Neoplasien ist derzeit noch nicht abschliel3end geklart, scheint jedoch sehr viel
komplexer zu sein als bei nicht-hAmatologischen Neoplasien. In einer

Ubersichtsarbeit beschreiben Lindqvist et al. **? die allgemeine Funktion von
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regulatorischen T-Zellen in verschiedenen B-Zell-Neoplasien. Regulatorische T-
Zellen sollen nach deren Auffassung zwar einerseits, wie auch bei den soliden
Tumoren, durch eine Hemmung des begleitenden Entziindungsinfiltrates das
Wachstum der Tumorzellen fordern. Andererseits sollen sie aber auch die
neoplastischen B-Zellen direkt unterdricken bzw. deren Apoptose
induzieren.'® Weiterhin finden sich in der Literatur verschiedene Arbeiten, die
die Anzahl an regulatorischen T-Zellen im Hinblick auf die Prognose untersucht
haben. So gibt es vielfache Hinweise darauf, dass sich eine hohe Anzahl an
FoxP3-positiven regulatorischen T-Zellen in hAmatologischen Neoplasien mit
einem gunstigeren klinischen Outcome korrelieren lassen. Beispielsweise
konnten bei follikularen Lymphomen, primar kutanen B-Zell-Lymphomen
(PCMZL, primar kutane follikulare Lymphomen und primar kutane diffuse
grof3zellige B-Zell-Lymphome vom Bein-Typ) aber auch bei gastralen und
orbitalen MALT-Lymphomen ein hoher Gehalt an FoxP3-positiven
regulatorischen T-Zellen mit einer guten Prognose assoziiert werden.*> 37139 |n
dem von uns untersuchten PCMZL-Kollektiv konnten wir eine signifikant
geringere Anzahl an FoxP3-positiven regulatorischen T-Zellen in IgM-positiven
PCMZL im Vergleich zu allen anderen PCMZL-Schwerkettensubgruppen
zeigen, der in der Zusammenschau mit der Arbeit von Edinger et al. durchaus
eine Bedeutung zukommen kénnte. In deren Arbeit zeigten die IgM-positiven
PCMZL einen ungunstigeren klinischen Verlauf, wozu durchaus der geringere
Anteil an regulatorischen T-Zellen beigetragen haben kénnte.*® Auch in
unserem Kollektiv zeigten alle IgM-positiven PCMZL, von denen uns
entsprechende klinische Angaben vorlagen, eine héhere Rate an Rezidiven als
die anderen PCMZL und somit letztlich einen ungunstigeren Verlauf,
wenngleich die Gesamtzahl an IgM-positiven PCMZL in unserem Kollektiv zu
gering war, um hiervon mehr als eine Tendenz ableiten zu kénnen. Weiterhin
ware aufgrund der Rolle dieser T-Zellen beim IgG4-Klassenwechsel zu
spekulieren, dass die 1gG4-positiven PCMZL eine héhere Anzahl an
regulatorischen T-Zellen aufweisen kénnten. Interessanterweise war der Anteil
an regulatorischen T-Zellen zwar, wie oben schon beschrieben, in den IgM-

positiven PCMZL signifikant geringer als in den PCMZL mit Klassenwechsel,
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unter den PCMZL mit IgA-, IgG;.3- oder IgG4-Expression zeigte sich jedoch kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich des Gehalts an regulatorischen T-Zellen.
Dieses Ergebnis lasst somit die Schlussfolgerung zu, dass regulatorische T-
Zellen offenbar nicht in besonderer Weise fur die Persistenz oder Progression
der 1gG4-positiven PCMZL verantwortlich sind. Inwiefern diese T-Zell-Population
allerdings einen wesentlichen Beitrag zur Entstehung IgG4-positiver PCMZL
geleistet haben koénnte, lasst sich an diesen voll ausgebildeten
Lymphominfiltraten, als ,Endstadium” eines Entwicklungsprozesses, nicht
beantworten, zumal sich in keinem der 1gG4-positiven PCMZL unseres
Kollektivs Hinweise auf residuelle, polyklonale 1gG4-produzierende

Plasmazellen einer zugrundeliegenden IgG4-Immunantwort fanden.

Da neben den primér kutanen nur die primar duralen MZL einen signifikant
hohen Gehalt an 1gG4-positiven Fallen aufweisen™®, wére zu spekulieren, ob in
diesen Lokalisationen Gberzuféllig haufig initial polyklonale 1gGs-
Immunantworten vorkommen, aus denen sich im weiteren Verlauf monoklonale
1gG4-positive B-Zell-Populationen und schlie3lich 1gG4-positive MZL entwickeln.
Diesbeziglich hatten wir orientierende Untersuchungen zur
Immunglobulinschwerkettenexpression an einem Kollektiv von 20 Féllen einer
sog. Lymphadenosis cutis benigna durchgefuhrt. Hierbei handelt es sich um
den Prototyp eines kutanen Pseudolymphoms, das durch ein tumorbildendes,
aber entztndliches Hautinfiltrat mit reaktiven Lymphfollikeln und polyklonaler
Plasmazellvermehrung charakterisiert und héufig mit einer Borrelieninfektion
assoziiert ist. Anhand unserer kleinen, unpublizierten Fallserie sahen wir in der
polyklonalen Plasmazellpopulation in 9/20 (40%) Fallen eine Pradominanz von
9G4, in 6/20 (35%) eine Pradominanz von IgG;.3 und in 5/20 (25 %) eine
Pradominanz von IgM, wahrend eine Pradominanz IgA-positiver Plasmazellen
in keinem der Félle nachweisbar war. Im Hinblick auf die vorrangige Expression
von IgG,4 bzw. 1gG;.3 sehen wir in diesen kutanen entzindlichen Infiltraten somit
eine Ubereinstimmung mit den neoplastischen Infiltraten eines PCMZL. So
konnte Uber ein hautspezifisches, immunologisches Reaktionsmuster, das
diesen praferenziellen Klassenwechsel induziert, aber auch tber eine

immunologisch bedingte Vorlauferlasion eines PCMZL spekuliert werden.

86



Histologisch stellen die Lymphadenosis cutis benigna und das PCMZL aufgrund
ihres gleichartigen Infiltratmusters eine wesentliche Differentialdiagnose dar, die
sich im Primérexzidat mitunter auch nicht auflésen Iasst und erst durch einen
rezidivierten Verlauf in Richtung eines PCMZL weist. In unserem PCMZL-
Kollektiv gibt es allerdings keinen Fall mit einem histologisch gesicherten,
reaktiven/entzindlichen Hautinfiltrat, das der Entwicklung des PCMZL
vorausgegangen ware. Uber einen moglichen Ubergang von einem kutanen
Pseudolymphom in ein PCMZL wurde auch in der Literatur diskutiert, konnte
aber bislang noch nicht geklart werden.*® Falle mit einer solchen Progression
sind zwar beschrieben'**, allerdings wird spekuliert, ob diese Fallen nicht doch
bereits initial ein PCMZL darstellten, das sich, wie oben bereits ausgefihrt, bei
Primarmanifestation aber noch nicht definitiv diagnostizieren lieR.**°
Diesbeziiglich musste an einem gréf3eren, klinisch, anamnestisch und
histologisch detailliert charakterisierten Kollektiv nach immunologischen
Vorlauferlasionen eines PCMZL in Analogie zu einer chronischen HP-
assoziierten Gastritis als Vorlaufer eines MZL vom MALT-Typ des Magens,
gefahndet werden, was allerdings den Rahmen der hier vorgelegten Arbeit bei
weitem Uberschritten hatte.

In einem erst kiirzlich erschienenen Ubersichtsartikel von Zucca et al. wird der
Zusammenhang von chronischen Entziindungen bzw. Infektionen und der
Entstehung von MZL vom MALT-Typ verschiedenster Priméarlokalisationen
dargestellt. Wie Helicobacter pylori im Magen, kann auch eine Borrelia
burgdorferi-Infektion in der Haut zur Entstehung von lymphatischem Gewebe
fuhren, das weder im Magen noch in der Haut physiologischerweise
vorkommt.”* Fir einen solchen Zusammenhang spricht auch, dass es in
Analogie zu gastralen MZL vom MALT-Typ, bei einem Teil der PCMZL zu einer
Regression unter Antibiotika-Therapie kommen kann.'*#*** In der Literatur ist
die Entstehung eines PCMZL auf dem Boden einer chronischen Infektion mit
Borrelia burgdorferi allerdings generell noch umstritten und kann anhand
serologischer Daten nur fir wenige Falle mit einer ausreichend hohen
Wahrscheinlichkeit angenommen werden .** 1% 142 Takino et al. untersuchten

60 Falle aus verschiedenen Regionen der Welt (Asien, USA, Deutschland) und
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fanden keinen Zusammenhang mit einer solchen Infektion und der Entstehung
eines PCMZL.** Van Maldegem et al beschrieben zudem zwei Félle von
PCMZL mit einem molekularbiologischen Nachweis (PCR) von Borrelia
burgdorferi.’®* Diese waren, wie schon ein weiterer Fall von Roggero et al
beschrieben war'*?, positiv fiir die Schwerkette IgM. In unserem Kollektiv
konnte nur in zwei von neun Patienten, zu denen uns klinische Informationen
zur Borrelienserologie vorlagen, eine Infektion mit Borrelia burgdorferi
nachgewiesen werden. Allerdings zeigten diese beiden PCMZL eine 1gG- bzw.
IgG4-Expression, jedoch keine IgM-Expression. Aufgrund der insgesamt
geringen Zahl an Fallen mit entsprechenden klinischen Informationen, kann an
unserem Kollektiv Gber die pathogenetische Bedeutung einer Borrelia
burgdorferi-Infektion und eine moégliche Assoziation mit einer

Schwerkettenpradominanz bei PCMZL leider nicht Stellung genommen werden.

Das wesentliche Ergebnis dieser Arbeit, einer signifikant erhohten Rate IgG,-
positiver primar kutaner MZL (39 %) im Vergleich zu allen anderen
untersuchten Primé&rlokalisationen (< 1 %), wird auch durch die Daten aus der
Literatur unterstitzt, die mehrheitlich von Einzelféllen IgG4-positiver,
extrakutaner MZL berichten, wobei primar kutane MZL diesbezlglich noch nicht
untersucht worden waren. Lediglich in einer Serie von 19, allerdings fur sich
genommen sehr seltenen, duralen MZL lag die Anzahl an 1gG,-positiven Fallen
mit 6/19 bei 32 %8, erreicht jedoch auch in dieser Lokalisation nicht den Anteil
von 39 %, den wir in unserem Kollektiv primar kutaner MZL nachweisen
konnten. Im Hinblick auf Einzelfallberichte und wenige Fallserien findet sich
eine gewisse Haufung unter den okularen MZL, wobei der prozentuale Anteil
IgG4-positiver MZL auch in einer Serie von 114 Fallen nur bei sieben,

entsprechend 6 % lag.t*® 121 122 119,145

Im Hinblick auf einen pathogenetischen Zusammenhang zwischen einer 1gGs-
assoziierten Erkrankung und einem IgGs-positiven MZL gibt es allerdings
derzeit im Wesentlichen Hinweise bei primar okularen MZL, wobei die
Tranendrise auch zu den haufiger befallenen Regionen einer IgG-assoziierten

Erkrankung gehort. Diesbeziglich beschreiben Oles et al in einer kirzlich

88



veroffentlichten Fallserie in 10 von 19 orbitalen MZL Kriterien, die mit einer
IgG4-assoziierten Erkrankung vereinbar sind, wie beispielsweise ein
lymphoplasmazellulares Infiltrat mit Vermehrung 1gG,4-positiver Plasmazellen,
eine Fibrosklerose oder eine obliterative Phlebitis sowie eine Vermehrung
eosinophiler Granulozyten.'*® Im Ubrigen konnte nur in wenigen weiteren
Einzelfallen okularer 19G4-positiver MZL eine Assoziation zu einer
vorausgegangenen lgGg-assoziierten Erkrankung postuliert werden,
wohingegen in der Mehrzahl der Falle ein solcher Zusammenhang nicht
gesichert werden konnte.**® 119 147- 148 ynabhangig von 1gG4-positiven MZL
wurde immer wieder ein erhéhtes Malignomrisiko (maligne Lymphome und
solide Tumore) bei Patienten mit IgG4-assoziierter Erkrankung beschrieben,
was durch die Immundysbalance bei chronischen Erkrankungen bzw.
Autoimmunerkrankungen erklart wird.****** Yamamoto et al. berichten in 106
untersuchten Patienten mit IgG,-assoziierter Erkrankung tber ein 10,4%
erhohtes Malignomrisiko dieser Patienten. Sie beschreiben hierunter neben
malignen Lymphomen auch solide Tumore, wie Kolon- oder
Lungenkarzinome.* Beziiglich maligner Lymphome finden sich in der Literatur
neben MZL auch Einzelfallberichte anderer B- und T-Zell-Lymphome (hierunter
beispielsweise ein diffuses grof3zelliges B-Zell-Lymphome, ein follikulares
Lymphom, ein anaplastisches grof3zelliges Lymphom oder auch ein nicht weiter
spezifiziertes peripheres T-Zell-Lymphom), wobei sich diese zum Teil in einer

anderen Lokalisation als die 1gG4-positive Erkrankung manifestierten. 49 $51-1°3

Uber IgG4-assoziierte Erkrankungen der Haut wurden in den vergangenen
Jahren mehrfach berichtet.??® 1>*1% |n einer veréffentlichen Fallserie
untersuchten Sato et al. zehn Patienten mit IgG4-assoziierter Erkrankung der
Haut.™* Hier waren 8/10 Patienten alter als 50 Jahre, wahrend in unserem
Kollektiv 9/19 der IgG4-positiven PCMZL junger als 50 Jahre alt waren.
Weiterhin zeigten acht der zehn Patienten flr IgG4-assoziierte Erkrankungen
typische systemische Manifestationen mit extrakutaner Beteiligung an Nieren,
Lymphknoten, Speichel- oder Tranendriisen und bei allen 10 Patienten konnten
erhdhte Serum-1gG,-Level nachgewiesen werden. Im Hinblick auf die 1gGs-
positiven MZL in unserem Kollektiv ergaben die vorhandenen klinischen
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Informationen keine Hinweise auf eine zugrundeliegende bzw. zusatzlich
bestehende 1gG,-assoziierte Erkrankung, wenngleich eine solche, aufgrund
unvollstandiger klinischer Daten sowie inkompletter Staginguntersuchungen,
nicht sicher ausgeschlossen werden konnte, zumal bei diesen Patienten
entsprechende relevante Laborparameter wie sIL-6 oder Serum-lgG, und IgE
typischerweise nicht erhoben wurden. Allerdings ergeben sich bezlglich der
typischen Lokalisationen durchaus Unterschiede, die einen Zusammenhang
ebenfalls unwahrscheinlich machen. IgG,-assoziierte Erkrankungen der Haut
manifestieren sich bevorzugt periaurikular sowie in der Mandibularegion des
Kopf- und Halsbereiches.*****°. In unserem Kollektiv fanden sich als typische
Lokalisationen der IgG4-positiven PCMZL der Ricken, die Schulter und die
obere Extremitat. Auch typische histomorphologische Charakteristika einer
IgG4-assoziierten Erkrankung wie Fibrose, obliterative Phlebitis, vermehrte
eosinophile Granulozyten oder eine erhéhte Anzahl polyklonaler IgG4-positiver
Plasmazellen fanden sich in den IgG4-positiven PCMZL unseres Kollektivs
nicht. *** Eine Leichtkettenrestriktion und/oder eine molekularbiologisch
nachweisbare klonale B-Zell-Population, wie sie fur PCMZL charakteristisch
sind, wirden prinzipiell sogar gegen die Diagnose einer IgG4-assoziierte
Erkrankungen der Haut sprechen, und wurden ganz entsprechend in den
publizierten Fallen auch nicht nachgewiesen.****°% 1% |n der Zusammenschau
samtlicher Befunde ergeben sich somit in unserem Kollektiv keine Hinweise auf
einen (pathogenetischen) Zusammenhang zwischen einer IgG-assoziierten

Erkrankung und einem IgG4-positiven PCMZL.

Genetische Alterationen konnten bislang nur in Einzelfallen von PCMZL
nachgewiesen werden, wobei sich hier insbesondere nur sehr selten MALT1-,
BCL10- oder API2-Translokationen finden, die aber gehauft bei bestimmten

extrakutanen MALT-Lymphomen auftreten.> %’

Erst in jungster Zeit wurde eine bestimmte MyD88-Mutation (L265P)
beschrieben, die in einem Grol3teil der lymphoplasmozytischen Lymphome
(sog. Morbus Waldenstrém), aber auch in zahlreichen anderen B-Zell-

Lymphom-Entitaten gefunden werden kann (vgl. Tabelle 10). Fir die hier
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vorgelegte Arbeit relevant ist der Nachweis einer MyD88-Mutation in knapp 10
% extranodaler Marginalzonen-Lymphome und knapp 70 % der primar kutanen
diffusen grol3zelligen B-Zell-Lymphome vom sog. Bein-Typ, wahrend die
bislang nur 5 untersuchten PCMZL-Falle keine MyD88-Mutation aufwiesen .>®
64.65.68 Ayfgrund dieser Ergebnisse haben wir auch an unserem PCMZL-
Kollektiv molekularbiologische Untersuchungen zur Frage einer MyD88-
Mutation durchgefihrt. Allerdings konnten wir in den 45/49 diesbezlglich
auswertbaren Fallen diese MyD88 (L265P)-Mutation nicht nachweisen und
somit an einem grol3eren Kollektiv die entsprechenden Daten aus der Literatur
bestatigen.

Die Diskrepanz von knapp 10 % MyD88-mutierten extranodalen (extrakutanen)
MZL zu 0 % MyD88-mutierten PCMZL stellt neben den stark divergenten
Translokationsnachweisen somit einen weiteren molekulargenetischen
Unterschied zwischen diesen Gruppen dar und deutet auf einen véllig anderen
pathogenetischen Hintergrund der PCMZL hin.>* # Bedenkt man allerdings,
dass MyD88 (L265P)-Mutationen bevorzugt in IgM-positiven
lymphoplasmozytischen Lymphomen sowie anderen B-Zell-Lymphomen mit
IgM-Expression beschrieben wurden® und sich in der Literatur bislang nur
einzelne MyD88-mutierte Falle von nicht-lgM-positiven B-Zell-Lymphomen,
hierunter vor allem IgA- und IgG-positive lymphoplasmozytische Lymphome,

finden,>® 161

passt der fehlende Mutationsnachweis gut zu der Tatsache, dass
die meisten PCMZL einen Klassenwechsel hin zu IgA, 1gG;.3 oder IgG4
vollzogen haben und nur wenige Falle die Schwerkette IgM exprimieren. Vor
dem Hintergrund, dass MyD88 positiv zum Immunglobulinklassenwechsel in
einem TIR-unabh&ngigen Signalweg beitragen kann,®? ist allerdings nicht zu
verstehen, warum diese gain-of-function Mutation bislang fast ausschlie3lich in
IgM-positiven Lymphomen gefunden wurde, so dass die Aufklarung eines
entsprechenden Zusammenhangs weiterer Untersuchungen bedarf. Der
fehlende Nachweis einer MyD88-Mutation in PCMZL, die generell eine

exzellente Prognose aufweisen® &’

, passt auch zu der Beobachtung, dass der
Nachweis einer MyD88-Mutation, unabhangig von der jeweiligen Lymphom-

Entitat, mit einem erhdhten Risiko fir eine Krankheitsprogression und somit mit
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einer schlechteren Prognose assoziiert ist.®* 13 Auch Transformationen von
indolenten hin zu aggressiven Lymphomen sind in Assoziation zu einer MyD88
(L265P)-Mutation beschrieben.>®

Die Pathogenese der PCMZL ist somit sehr komplex und bislang noch
unzureichend geklart. Vor allem die Frage, ob PCMZL de novo oder auf dem
Boden eines chronischen entziindlichen, eventuell infektiosen Prozesses
entstehen, bleibt noch unklar. Durch chronische Antigenstimulation oder bisher
noch unbekannte Stimuli kann es in der Haut zur Ausbildung von
Sekundarfollikeln kommen. Im Zuge dessen kommt es in B-Zellen zu
somatischen Hypermutationen und zum Klassenwechsel, wobei hierbei nur
selten genetische Alterationen auftreten, die zu einem Antigen-unabhéangigen,
unkontrollierten weiteren B-Zell-Wachstum filhren kénnen.?® 14714 Das
Phanomen einer aberranten somatischen Hypermutation (ASHM), welches im
Zuge eines solchen immunologischen Geschehens auftreten kann und als
Ursache fur eine genetische Instabilitat in diffusen grof3zelligen B-Zell-
Lymphomen beschrieben wurde'®®, haben Deutsch et al. an elf PCMZL
untersucht. Anhand des Mutationsprofils einzelner Gene (PAX5, RhoH/TTF,
cMYC und PIM1) konnten in 8/11 PCMZL insgesamt 17 Sequenzvarianten mit
den typischen molekularen Merkmalen einer ASHM nachgewiesen werden.
Wenngleich nur zwei dieser Mutationen (eine im PIM1- und eine im MYC-Gen)
zu einem Aminosaureaustausch mit einer potentiellen funktionellen Relevanz
fuhren, postulieren die Autoren, dass ASHM eine Rolle bei der Pathogenese
von PCMZL spielen kénnten.'®® Angaben zur Schwerkettenexpression der
PCMZL finden sich in dieser Arbeit allerdings nicht, so dass zu eventuellen
Unterschieden, die fir die Fragestellung der hier vorgelegten Arbeit relevant
sein konnten, nicht Stellung genommen werden kann. Weiterhin finden sich in
der Literatur auch Untersuchungen zu ASHM in follikularen Lymphomen und
eine mogliche Assoziation zu einer Transformation in ein diffuses grof3zelliges
B-Zell-Lymphom, was allerdings bislang so nicht eindeutig gezeigt werden

konnte 167, 168
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Genetische Alterationen infolge eines chronischen entziindlichen Prozesses
bzw. einer chronischen immunologischen Stimulation liegen nach derzeitigem
Verstandnis vermutlich nicht nur der Entwicklung solider Tumoren (z. B.

Kolonkarzinome bei Colitis ulcerosa®®

), sondern auch der Entwicklung
extranodaler MZL zugrunde, wenngleich dies nur fur bestimmte
Primérlokalisationen, insbesondere die gastralen MZL vom MALT-Typ infolge
einer chronischen HP-assoziierten Gastritis, schon hinreichend gut belegt
werden konnte.” Prinzipiell ware somit auch fir PCMZL eine solche
pathogenetisch relevante Assoziation zu postulieren, in Anbetracht der
aufgezeigten genetischen, immunphé&notypischen und klinischen Unterschiede

zwischen PCMZL und extrakutanen MZL aber auch in Frage zu stellen.

Aufgrund der, trotz der Rezidivneigung, sehr guten Prognose sowie der nur
extrem seltenen extrakutanen Manifestationen wird beispielsweise von
manchen Experten diskutiert, das PCMZL als lymphoproliferative Erkrankung

und nicht (stigmatisierend) als malignes Lymphom zu bezeichnen.**’

Im klinischen Alltag werden allerdings bei Hautinfiltraten durch MZL derzeit
haufig noch Staging-Untersuchungen wie bei anderen, prognostisch
schlechteren Lymphomentitaten (z. B. Computertomographie und
Knochenmarkbiopsie) durchgefiihrt, was fir den Patienten, aber auch fir das
Gesundheitswesen eine Belastung darstellt. Diese Untersuchungen erfolgen
zur Frage extrakutaner Manifestationen eines PCMZL, also zur
Stadieneinteilung, aber auch zum Ausschluss einer kutanen Manifestation eines
primar extrakutanen MZL. Auf dem Boden der Ergebnisse der hier vorgelegten
Arbeit, kbnnten diese Untersuchungen zumindest fir die Patienten mit kutanen
Infiltraten 1gG4-positiver MZL vermieden werden, da es sich bei diesen mit einer
an Sicherheit grenzenden Wahrscheinlichkeit um primar kutane MZL handelt,
die zudem kein Risiko fur extrakutane Manifestationen aufweisen. Im Hinblick
auf tatsachlich primar kutane MZL finden sich in der Literatur bislang nur fur
IgM-positive Félle extrakutane Manifestationen * Andersherum betrachtet
kommt aufgrund der IgM-Pradominanz unter den extrakutanen MZL (in

unserem Kollektiv 78 %) im Wesentlichen auch nur fur IgM-positive kutane
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Infiltrate eine kutane Manifestation eines primar extrakutanen MZL in Betracht,
so dass fir diese Patientengruppe entsprechende Staging-Untersuchungen

gerechtfertigt erscheinen.
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5 Zusammenfassung

Marginalzonen-Lymphome (MZL) gehdéren zur Gruppe der indolenten Non-
Hodgkin-Lymphome der B-Zell-Reihe und werden nach der aktuellen WHO-
Klassifikation in das nodale MZL, das splenische MZL und das extranodale MZL
des Mukosa-assoziierten lymphatischen Gewebes (MALT-Lymphom) unterteilt.
Zu Letzterem zahlt nach der aktuellen WHO-Klassifikation auch das primar

kutane Marginalzonen-Lymphom (PCMZL).>%#

Eine klonale Leicht- und Schwerkettenexpression kann immunhistochemisch
speziell in MZL mit sekretorischer/plasmozytoider Differenzierung (unabhangig
von ihrer Primé&rlokalisation) nachgewiesen werden. In Voruntersuchungen war
aufgefallen, dass von primér kutanen MZL ungewdhnlich haufig IgG bzw. 1gG4
exprimiert wird, wahrend extrakutane MZL auch nach Literaturangaben eine

praferentielle IgM-Expression aufweisen.?® 1%

In der hier vorgelegten Arbeit wurde die Pravalenz einer IgG4-Expression an
einer grof3en Kohorte von sekretorisch/plasmazellular differenzierten MZL
untersucht. Hierzu wurde die Immunglobulinschwerkettenexpression an 169
MZL unterschiedlicher Primérlokalisationen immunhistochemisch analysiert. Es
konnte gezeigt werden, dass PCMZL uberzufallig haufig 1gG exprimieren (78 %,
35/49), wobei der Anteil IgG4-positiver PCMZL mit 54 % (19 von 35) sogar Uber
dem der anderen drei IgG-Subklassen lag (46 %, 16/35). Unter den 120
anderen, nicht kutanen MZL war lediglich ein okulares MZL positiv fir die
Schwerkette 1gG,. In der Literatur wurde bislang nur eine Gberzufallig haufige
IgG4-Expression in einer kleinen Serie primar duraler MZL und in der
Zusammenschau von Einzelfallberichten fir MZL der okularen Adnexen

dokumentiert, 18122

Extranodale MZL vom MALT-Typ kénnen auf dem Boden chronisch
entztindlicher Erkrankungen entstehen, ein Zusammenhang der insbesondere
fur die HP-assoziierte Gastritis und das MZL vom MALT-Typ des Magens seit
vielen Jahren anerkannt ist. Bei der sog. IgGs-assoziierten Erkrankung handelt

es sich um eine chronische, fibrosklerosierende, meist tumorbildende
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Entzindung, die in praktisch jedem Organ vorkommen kann.
Histomorphologisches Merkmal ist unter anderem die Vermehrung IgG-
positiver Plasmazellen. Wir Gberpruften daher den Zusammenhang zwischen
dieser sog. IgG4-assoziierten Erkrankung und der Entstehung von IgG;-
positiven MZL auf dem Boden dieser Erkrankung. In Zusammenschau der
histologischen und der verfligbaren klinischen Befunde ergaben sich jedoch bei
den Patienten mit einem IgG4-positiven PCMZL keine Hinweise auf eine
zugrundeliegende/zusatzlich bestehende 1gG4-assoziierte Erkrankung. Fir die
Entstehung eines 1gG4-positiven PCMZL auf dem Boden einer IgG,-assoziierten
Erkrankung ergibt sich anhand der hier vorgelegten Arbeit kein Anhalt.

Um Aufschluss dartber zu erlangen, ob die fur einen IgG,4-Klassenwechsel
mitverantwortlichen Subpopulationen des Immunsystems auch in einem
manifesten Lymphominfiltrat in anderer Verteilung vorhanden sind als in den
nicht-IgG4-rearrangierten MZL, wurde in den 49 PCMZL mit unterschiedlicher
Schwerkettenexpression das begleitende B- und T-Zell-Infiltrat analysiert und
verglichen. Bestimmt wurden der Gehalt an B-Zellen, reaktiven T-Zellen sowie
der Anteil an CD4/CD8-positiven T-Zellen, an regulatorischen T-Zellen sowie an
follikularen Helfer-T-Zellen. Im Zuge dieser Auswertung konnte jedoch kein
signifikanter Unterschied, der die 1gG4-positiven PCMZL von den IgA- und IgG;.
3-positiven PCMZL differenziert, gezeigt werden. Allerdings zeigten die IgM-
positiven PCMZL fir einige der untersuchten Parameter (T-Zell-Gehalt, Anteil
an CD4/CD8-positiven reaktiven T-Zellen sowie regulatorischen T-Zellen)
signifikante Unterschiede zu den PCMZL, deren Tumorzellen einen
Klassenwechsel vollzogen haben. Allerdings ist der Anteil IgM-positiver PCMZL
am Gesamtkollektiv zu gering, als dass man hiervon eine pathogenetische

Relevanz ableiten kénnte.

Ferner wurden die verfigbaren klinischen Daten der 49 PCMZL ausgewertet,
um gegebenenfalls Schwerketten-, speziell IgG-assoziierte Unterschiede
innerhalb dieses Kollektivs zu detektieren. Hinsichtlich Alter, Geschlecht,
klinisches Erscheinungsbild und Symptome, Rezidivhaufigkeit und

Borrelienserologie konnten zwar keine signifikanten Unterschiede zwischen den
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vier Schwerkettensubgruppen gezeigt werden, allerdings zeigten die IgM-
positiven PCMZL eine hohere Rate an Rezidiven und somit letztlich einen

ungulnstigeren Verlauf.

Genetische Alterationen wie Mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma
translocation protein (MALT)1-, B-cell lymphoma (BCL)10- oder Atrophin-1-
interacting protein (API)2-Translokationen, die bei bestimmten extrakutanen
MALT-Lymphomen beschrieben wurden, konnten bislang nur in Einzelfallen von

PCMZL nachgewiesen werden.>* 8’

Eine bestimmte Mutation im Myeloid differentiation primary response gene 88
(MyD88-L265P-Mutation), die insbesondere das sog. lymphoplasmozytische
Lymphom charakterisiert, nach Literaturangaben aber auch in bis zu 10 % der
extrakutanen MZL und vielen anderen B-Zell-Lymphomen nachgewiesen
werden kann, war in primér kutanen MZL bislang nur in Einzelféallen untersucht
und nicht gefunden worden.®® ®® Da es sich hierbei um eine pathogenetisch
relevante gain-of-function Mutation handelt,* **®° haben wir an dem in dieser
Arbeit naher charakterisierten Kollektiv der PCMZL molekularbiologische
Untersuchungen zur Frage einer MyD88 (L265P)-Mutation durchgefihrt. Wie
auch schon in den funf bislang publizierten PCMZL® 8 konnten auch wir in
keinem der diesbezuglich auswertbaren 45 PCMZL eine MyD88-L265P-
Mutation nachweisen, so dass davon auszugehen ist, dass eine solche
Mutation in dieser Entitat tats&chlich nicht vorkommt. Bislang finden sich somit
weder in der Literatur noch anhand unserer eigenen Untersuchungen Hinweise

auf eine rekurrente genetische Alteration in PCMZL.

Die Bedeutung der préaferenziellen IgG4-Expression in PCMZL kann durch die
Ergebnisse dieser Arbeit leider nicht abschlieRend geklart werden. Hinsichtlich
morphologischer, immunphanotypischer und klinischer Merkmale konnten
zwischen den IgG4-positiven PCMZL und den tbrigen PCMZL, die einen
Klassenwechsel hin zu IgA oder IgG1.3 vollzogen hatten, in unserem Kollektiv
keine signifikanten Unterschiede gefunden werden. Die Frage bleibt, welche
besonderen Antigene, Triggerfaktoren oder Umwelteinfliisse in der Haut

vorkommen, die B-Zellen dazu veranlassen, sich praferentiell zu 1gG4-
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produzierenden Plasmazellen zu entwickeln. Ferner bleibt zu Uberlegen, ob sich
ein 1gG4-positives PCMZL de novo oder aus einem initial polyklonalen, 1gG4-
produzierenden B- bzw. Plasmazellinfiltrat entwickelt, in dem es durch bisher
noch nicht bekannte Faktoren zur Ausbildung und Proliferation eines
monoklonalen, autonomen bzw. neoplastischen B- bzw. Plasmazellsubklons
kommt. Diesbezuglich konnten wir durch praliminare Untersuchungen an 20
Fallen einer sog. Lymphadenosis cutis benigna, die das prototypische
entztindliche Hautinfiltrat einer Infektion mit Borrelia burgdorferi darstellt, in 40
% der Falle eine pradominante Expression von IgG,4 und in 35 % eine
pradominante Expression von IgG;.-3 innerhalb der in diesen Lasionen
polyklonalen Plasmazellpopulation nhachweisen. So ist im Hinblick auf die
vorrangige Expression von IgG,4 bzw. IgG;.3 in diesen kutanen entzindlichen
Infiltraten eine Ubereinstimmung mit den neoplastischen Infiltraten eines
PCMZL zu sehen. Es koénnte also durchaus Uber ein hautspezifisches
immunologisches Reaktionsmuster, das diesen praferenziellen Klassenwechsel
induziert, aber auch tber eine immunologisch bedingte Vorlauferlasion eines
PCMZL spekuliert werden. Allerdings kann anhand unseres eigenen Kollektivs,
aber auch anhand der Literatur nur in einem kleinen Teil der PCMZL-Patienten
eine positive Borrelienserologie als Hinweis auf eine zugrundeliegende
Borrelieninfektion nachgewiesen werden. Auch tUberzeugende Hinweise auf
entzundliche Vorlauferlasionen bei Patienten mit PCMZL finden sich weder in
unserem Kollektiv, noch in der Literatur, wobei diesbezlglich eine sehr viel
detailliertere klinisch-anamnestische und histologische Korrelation an einem

groReren Kollektiv ndtig ware.

Inwiefern auch in anderen primér kutanen B-Zell-Lymphomen eine préaferentielle
IgG4-Expression zu finden ist, ware im Hinblick auf die postulierten
Besonderheiten des Hautmikromilieus interessant, ist jedoch mit
immunhistochemischen Methoden vermutlich nur anhand von Einzelféallen eines
grof3en Kollektivs zu klaren, da follikulare Lymphome und diffuse grof3zellige B-
Zell-Lymphome im Gegensatz zu Marginalzonen-Lymphome nur selten eine

immunhistochemisch detektierbare sekretorische Differenzierung aufweisen.
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Ein wesentliches, klinisch relevantes Ergebnis der hier vorgelegten Arbeit
besteht darin, dass es sich bei IgG,-positiven kutanen MZL mit einer an
Sicherheit grenzenden Wahrscheinlichkeit um primar kutane MZL mit einer sehr
guten Prognose handelt, die zudem kein Risiko fur extrakutane Manifestationen
aufweisen. So konnte im Falle eines solchen Befundes fur den Patienten
belastende und kostenintensive Staging-Untersuchungen wie eine
Computertomographie, aber auch eine Knochenmarkbiopsie vermieden

werden.
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\%

VLH

VDJ

WHO

Hum

T-cell intracellular antigen-1
Toll-interleukin-1-Rezeptor

Toll-like Rezeptor

Tumor-Nekrose-Faktor

Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3/
Target Retrieval

Volt

Variable Region

Variable-, Diversity, Joining-Gensegmente
World Health Organization

Mikrometer

Alpha

Beta

Kappa

Lambda

Delta

grol3er, kleiner

123



10 Danksagung

Als erstes mochte ich mich an dieser Stelle herzlichst bei meiner Doktormutter,
Frau Prof. Dr. Eva Geil3inger, fur die Bereitstellung des Dissertationsthemas
sowie fur die auf3ergewdhnliche und hervorragende fachliche sowie
menschliche Betreuung wahrend meiner Arbeit danken. Weiterhin danke ich Ihr
fur die zahlreichen konstruktiven Gesprache sowie die bedingungslose
Hilfsbereitschaft und Geduld wahrend der Durchfiihrung und Fertigstellung
meiner Dissertation. Durch Sie habe ich grol3e Begeisterung fir die

Forschungsarbeit erlangt.

Herrn Prof. Dr. Andreas Rosenwald, Leiter des Pathologischen Instituts der
Universitat Wirzburg, danke ich herzlich fir die Unterstiitzung und
Uberarbeitungen der Publikationen sowie fiir die Moglichkeit, die Dissertation in

seinem Institut durchfiihren zu kdnnen.

Weiterhin mochte ich mich bei Frau Sabine Roth herzlichst fur die exzellente
Anleitung und Hilfestellung bei der Durchfiihrung der immunhistochemischen
sowie der molekularbiologischen Methoden bedanken. Die Laborarbeit und die

Zusammenarbeit mit lhr haben mir sehr viel Freude bereitet.

Dem gesamten Team der Immunhistochemie danke ich fir die sehr kollegiale

und freundliche Atmosphare wahrend meiner Laborarbeiten.

Frau Dr. Lucia FloRbach und dem Team der Molekularbiologie danke ich fir die
Bereitstellung der MyD88-Primer sowie fur die Unterstitzung bei der

Durchfihrung der molekularbiologischen Methoden.

Herrn Dr. Bernhard Puppe danke ich fur die Anleitung und Hilfestellung bei der

statistischen Auswertung der Daten.

Frau Priv. Doz. Dr. Marion Wobser danke ich fir die Diskussion der Ergebnisse,

speziell im klinischen Kontext.



Zuletzt mdchte ich noch meinen Eltern und meiner Schwester Anna fir die
bedingungslose Unterstiitzung, Motivation und den Rickhalt wahrend meines

gesamten Studiums von ganzem Herzen danken.



11 Lebenslauf

Name

Geburtsdatum/-ort

Familienstand

Studium

04/2009 bis 06/2015

03/2011

04/2014

05/2015

Famulaturen

09/2011

08/2012

03/2013

Isabel Katharina Brenner
04.03.1984 in Crailsheim

Ledig

Studium der Humanmedizin an der Julius-Maximilians-
Universitat Wirzburg
Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg

1. Abschnitt der Arztlichen Prifung - M1 (Physikum)

Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg

2. Abschnitt der Arztlichen Priifung - M2 (Schriftliches
Staatsexamen)

Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg

3. Abschnitt der Arztlichen Prufung - M3 (Mundliches

Staatsexamen)

Abschluss des Studiums der Humanmedizin,

Gesamtnote 1,83

Approbation als Arztin

Ostalb-Klinikum Aalen

Innere Medizin (Intensivstation)

Klinikum Miunchen Pasing

Innere Medizin (Kardiologie)

Klinikum Crailsheim



09/2013

Praktisches Jahr
05/2014 bis 09/2014
09/2014 bis 12/2014

12/2014 bis 04/2015

Auslandsaufenthalt

09/2014 bis 12/2014

Beruflicher Werdegang
2003 bis 2004

2004 bis 2007

2007 bis 2009

seit Juli 2015

Chirurgie

Klinikum Minchen Pasing

Innere Medizin (Kardiologie)

Klinik Rothenburg (Innere Medizin)
Mayo General Hospital Castlebar, Irland (Chirurgie)

Institut fir Pathologie der Universitat Wirzburg
(Wahlfach Pathologie)

Mayo General Hospital Castlebar, Irland

Praktisches Jahr (Chirurgie)

Praktikum im Diakonie-Klinikum Schwébisch Hall

Ausbildung zur Gesundheits- und Krankenpflegerin am

Klinikum Crailsheim

Klinikum Munchen Pasing, Kardiologie
(Herzkatheterlabor, Kardiale

Magnetresonanztomographie)

Assistenzarztin der Klinik Rothenburg, Abteilung Innere

Medizin



