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1. Einleitung

1.1. Geschichte

1869 beschrieben Nettleship und Tay eine Hautkrankheit, die mit pigmentierten
makulopapulésen Effloreszenzen einhergeht und einen roten Dermographismus
aufweist (Nettleship und Tay, 1869). Die Krankheit wurde als Urticaria pigmen-
tosa bezeichnet. Kurz nach der Entdeckung der Mastzellen durch Paul Ehrlich
im Jahre 1879 wurden in den Hauteffloreszenzen von Urticaria-pigmentosa-
Patienten Anhaufungen von Mastzellen gefunden (Ehrlich, 1879). Diese Akku-
mulation von Mastzellen, jetzt Mastozytose genannt, hielt man lange Zeit fur
eine auf die Haut beschrankte Erkrankung. Erst 1949 beschrieb Ellis dann die
erste systemische Form der Mastozytose unter Beteiligung viszeraler Organe
(Ellis, 1949).

1.2 Physiologisches Wachstum, Funktion und Fédrbungsverhalten von

Mastzellen

Mastzellen kommen in allen Bindegeweben in verschieden hoher Anzahl vor.
Hohe Anzahlen von Mastzellen finden sich physiologischerweise z.B. in der
Uvea und in serésen Korperhohlen, wohingegen sie in Organen wie Milz, Niere
oder Leber nur in geringer Zahl nachweisbar sind.

Mastzellen gehdren zur myelomonozytischen Zellinie. Sie stammen von pluripo-
tenten CD34 positiven Knochenmarksstammzellen ab und proliferieren Uber
eine nicht nachweisbare Vorlauferzellstufe zu gewebespezifischen Mastzellen
im Zielorgan. Die endgultige Differenzierung erfolgt wohl im Zielgewebe unter
dem Einfluld von lokalen Faktoren wie dem ,mast cell growth factor (MGF), der
synonym als ,stem cell factor (SCF) bezeichnet wird.

Morphologisch sind Mastzellen mittelgro3e (10-15 um), durch ein rundes Zytop-

lasma mit ovalen bis runden, 1 um messenden Granula gekennzeichnete Zel-



len. Der Zellkern ist rund und weist gelegentliche Invaginationen auf. Eine echte
Segmentierung jedoch ist selten.

Intrazytoplasmatische Granula enthalten hochaktives Histamin, Heparin, Tu-
mornekrosefaktor-a (TNF-a), Prostaglandine, Leukotriene und leukotaktische
Mediatoren, die bei IgE-vermittelter Stimulierung der Mastzellen, z.B. bei aller-
gischen Reaktionen, degranulieren und ihren Inhalt sezernieren (Jorpes, 1939,
Riley, 1953, Ishizaka und Ishizaka, 1969).

In Standardfarbungen wie Haematoxylin / Eosin sind Mastzellen schwer aus-
zumachen. Optimale Farbemethoden sind Giemsa, Toluidinblau oder Spezial-
farbungen mit Naphtol-AS-D-Chlorazetatesterase (CAE) sowie die immunhisto-
chemische Markierung der Zellen mit einem Antikorper gegen die Mastzelltryp-
tase, die eine spezifische Markierung zulaldt (Horny et al., 1998). Tryptase ist
eine intrazytoplasmatische Serinprotease, die bereits in unreifen Mastzellen
exprimiert wird. Somit besitzt die immunhistochemische Markierung eine hohe
Sensitivitat und Spezifitat fir Mastzellen. Eine andere mastzellspezifische Pro-
tease, die Chymase, wird erst relativ spat in der Entwicklung der Mastzellen
exprimiert, so dal} sie fur histopathologische Farbungen eine untergeordnete
Rolle spielt. Zur Unterscheidung basophiler Granulozyten von Mastzellen
kommt dem Oberflachenantigen CD117 (c-kit) eine bedeutende Rolle zu. Da
basophile Leukozyten sowohl metachromatische Granula enthalten als auch
Typtase- bzw. Chlorazetatesterase-positiv sein kdnnen, lassen sie sich mit den
oben genannten Farbungen nur schwer von Mastzellen unterscheiden. Mastzel-
len sind jedoch stets CD117 positiv, wahrend Basophile dieses Oberflachenan-

tigen nicht exprimieren (Tab. 1).



Tab. 1: Oberflachenantigene von Mastzellen und Basophilen

Oberflichenantigen Normale MC bei SM HMC-1 Basophile
Mastzellen im KM Zellen Leukozyten
CD34 - - - -
CD117/KIT + + + -
Histamin + + + +
Tryptase + + + +/-
Chymase +/- +/- - -
CD2 - + +/- -
CD14 - - - -
CD15 - - - -
CD25 - + + +
CD68 + + + +/ -
Chlorazetatesterase + +/- +/- +
1.3. Manifestationsformen und Klinik der Mastozytosen

Mastozytose ist ein Oberbegriff fir eine sehr heterogene Gruppe von Krankhei-
ten, die alle mit einer pathologisch gesteigerten Mastzellproliferation in einem
oder mehreren Organsystemen einhergehen (Lennert und Parwaresch, 1979,
Horny et al., 1985, Stein, 1986, Horan, 1991). Prinzipiell werden kutane und
systemische Formen unterschieden. Letztere kdnnen sowohl indolente als auch
aggressive Verlaufe zeigen (Lennert und Parwaresch, 1979, Parwaresch und
Horny, 1985).

Die Urticaria pigmentosa (UP) ist mit Uber 80% die haufigste Manifestationsform
einer Mastozytose. Diese kutane Form der Erkrankung manifestiert sich in der
Regel bereits in der Kindheit und geht typischerweise mit makulopapuldsen
Hauteffloreszenzen und dem Darier-Zeichen einher. Dabei handelt es sich um
eine urtikarielle Reaktion nach mechanischer Reizung. Die Urticaria pigmentosa

(UP) weist eine hohe Spontanremissionsrate auf (Caplan, 1963, Lennert und




Parwaresch, 1979). Weitaus seltenere Formen der kutanen Mastozytose sind
das kutane Mastozytom und die diffuse kutane Mastozytose. Diese sind, wie die
Urticaria pigmentosa, meist mit einer guten Prognose verbunden.

Die systemische Mastozytose kann sich in jedem Alter manifestieren und ist
durch eine pathologische Mastzellproliferation in einem oder mehreren extraku-
tanen Organen gekennzeichnet. In den meisten Fallen ist das Knochenmark
betroffen, aber auch Leber und Milz sind haufige Manifestationsorte. Die syste-
mische Mastozytose kann mit einem Urticaria pigmentosa-artigem Hautbefall
assoziiert sein (Lennert und Parwaresch, 1979).

Die systemischen Mastozytosen lassen sich weiter unterteilen in die indolente
systemische Mastozytose (ISM) und die aggressive systemische Mastozytose
(ASM). Die indolente systemische Mastozytose (ISM) zeigt in praktisch 100%
der Falle einen Knochenmarksbefall, jedoch ist eine Infiltration der meist reifen,
metachromatisch granulierten Mastzellen zumeist gering (< 30%), und die
Knochenmarksarchitektur bleibt erhalten. Das periphere Blutbild ist fast immer
unauffallig.

Bei der aggressiven systemischen Mastozytose hingegen zeigt die Knochen-
markshistologie einen variablen Umbau der Strukturen durch meist unreife, we-
nig granulierte Mastzellen. Des weiteren finden sich Organbeteiligungen wie
Hepatomegalie oder Splenomegalie und sogenannte C-Symptome. Definitions-
gemal und im Gegensatz zur indolenten systemischen Mastozytose kommt es
dabei zu einer ausgepragten Funktionseinschrankung der betroffenen Organe.
Zusatzlich kdnnen sich im Knochenmark und auch im peripheren Blutbild An-
zeichen fur eine Myeloproliferation oder Myelodysplasie finden (Valent et al.,
2001).

In bis zu 20% der systemischen Mastozytosen werden assoziierte hamatologi-
sche, nicht von Mastzellen ausgehende Erkrankungen beschrieben. Die hau-
figsten Begleiterkrankungen sind das myeloproliferative Syndrom und das mye-
lodysplastische Syndrom. Ebenso wurden systemische Mastozytosen mit asso-
ziierter akuter myeloischer Leukamie oder Plasmozytom beschrieben (Brunning
et al., 1983, Travis et al., 1988, Horny et al., 1990, Lawrence et al., 1991). Ent-



scheidend fir die Prognose der Erkrankten ist hier der Verlauf der assoziierten
hamatologischen Neoplasie.

Eine weitere Variante der Mastozytosen ist die seltene, hochaggressive, prog-
nostisch infauste Mastzelleukamie (Travis et al., 1986). Eine ebensolche Raritat
stellt das Mastzellsarkom dar. Hierbei handelt es sich um einen lokal destruie-
rend wachsenden Tumor atypischer Mastzellen ohne primar systemische Betei-
ligung (Valent et al., 2001).

1.4. Klassifikation der Mastozytosen

Im September 2000 erarbeitete die ,Year 2000 Working Conference“ in Wien
ein Konsensuspapier zur Klassifikation der Mastozytosen. Diese Klassifikation
wurde mittlerweile in das WHO-Buch zur Diagnostik und Systematik maligner
hamatologischer Erkrankungen ubernommen. Es teilt die Mastozytosen folgen-
dermalden ein (Valent et al., 2001, vgl. Tab. 2):



Tab. 2: Klassifikation der Mastozytosen nach der “Year 2000 Working Confe-

rence on Mastocytosis”

Klassifikation der Mastozytosen

e Kutane Mastozytose (CM)
- Urticaria Pigmentosa
- Diffuse kutane Mastozytose

- Mastozytom der Haut

¢ Indolente Systemische Mastozytose (ISM)
- Typische ISM
- ISM auf das Knochenmark beschrankt
(= Isolierte Knochenmarksmastozytose)

- Smouldering Systemische Mastozytose

e Systemische Mastozytose mit assoziierter klonaler hamatologischer nicht-
mastzellartiger Erkrankung (SM - AHNMD)

e Aggressive systemische Mastozytose (ASM)

e Mastzelleukamie

e Mastzellsarkom

o Extrakutanes Mastozytom



1.5. Diagnose der Mastozytosen

Die Differenzierung zwischen systemischer und kutaner Mastozytose ist nur
anhand einer Knochenmarksbiopsie moglich, wodurch gegebenfalls bereits eine
systemische Beteiligung nachgewiesen werden kann.

Die Diagnose einer kutanen Mastozytose orientiert sich an den typischen Klini-
schen Symptomen der Hauteffloreszenzen sowie dem Fehlen von Diagnosekri-
terien fur eine systemische Mastozytose.

Die fur die Diagnosestellung der systemischen Mastozytose erarbeiteten Krite-
rien gliedern sich in ein Hauptkriterium und vier Nebenkriterien. Um die Diag-
nose ,Systemische Mastozytose® stellen zu kdnnen, mussen per definitionem
entweder ein Hauptkriterium und ein Nebenkriterium oder mindestens drei Ne-
benkriterien erflllt sein. Im folgenden sollen diese Diagnosekriterien kurz erlau-

tert werden.

1.5.1 Hauptkriterium fiir die Diagnose der systemischen Mastozytose

Als Hauptkriterium fur die Diagnose einer systemischen Mastozytose gilt der
histologische Nachweis multifokaler, kompakter Infiltrate aus Mastzellen im
Knochenmark oder in einem extramedullaren Organsystem (Horny et al., 2001).
Diese Infiltrate sollten aus Zellverbanden von mindestens 15 - 20 Mastzellen
bestehen. Zur sicheren ldentifizierung der Mastzellen wird ausdrucklich eine
mastzellspezifische immunhistochemische Farbung wie Anti-Tryptase empfoh-
len (Horny und Valent, 1998).



1.5.2 Nebenkriterien flr die Diagnose einer systemischen Mastozytose

Die WHO-KIassifikation enthalt vier Nebenkriterien fur die Diagnose einer sys-

temischen Mastozytose:

1.5.2.a  Nachweis atypischer spindelférmiger Mastzellen

Histologisch im Knochenmark oder anderen Organen nachgewiesene bzw. zy-
tologisch in Knochenmarksausstrichen nachgewiesene Mastzellinfiltrate mus-
sen zu mehr als 25% aus atypischen spindelzelligen Mastzellen bestehen (Va-
lent et al., 2001).

1.5.2.b  Nachweis der c-kit Mutation Asp816->Val

Wachstum und Proliferation von Mastzellen werden durch die stammzellfaktor-
abhangige Tyrosinkinase KIT vermittelt. Mutationen in diesem Gen, speziell die
Mutation Asp816->Val, fuhren zu einer ligandenunabhangigen Stimulation der
Zellproliferation und kdonnen somit eine systemische Mastozytose mitverursa-
chen bzw. deren Prognose mitbeeinflussen (Longley et al., 1999). In Abschnitt

1.6 ist dieser Pathomechanismus genauer beschrieben.

1.5.2.c  Aberrante Expression von CD2/CD25

Auf Zelloberflachen werden zellspezifische Oberflachenantigene exprimiert.
Insbesondere die Expression von CD2 oder CD25 ist in diesem Zusammen-
hang von besonderem Interesse, da sie normalerweise auf T-Lymphozyten und
naturliche Killerzellen beschrankt ist und in normalen oder reaktiv vermehrten
Mastzellen ganzlich fehlt (Escribano et al., 2001). Interessanterweise findet sich

die CD2/CD25-Expression auf Mastzellen in Patienten mit systemischer Masto-



zytose sowie bei Mastzelleukamie als auch in einem Subklon der Mastzelleu-
kamiezellinie HMC-1 (Escribano et al., 1997; Valent et al., 1995). Somit stellt
der Nachweis einer abnormen Expression von CD2 und / oder CD25 eine Uber-
aus spezifische und sensitive Methode zum Nachweis neoplastischer Mastozy-

tosen bei systemischer Mastozytose dar.

1.5.2.d Erhdhte Mastzelltryptase im Serum

Tryptase wird hochspezifisch von Mastzellen exprimiert (Schwartz et al., 1987).
Man unterscheidet eine a- und eine B-Tryptase (Schwartz, 2001). Wahrend die
a-Tryptase wohl hauptsachlich durch die Mastzellen sezerniert wird, wird die p-
Tryptase uUberwiegend in Mastzellgranula gespeichert und ist nur nach Mast-
zellaktivierung, etwa im Rahmen anaphylaktoider Reaktionen, im Serum nach-
weisbar. Die Bestimmung des kompletten Tryptasespiegels (a- und B-Tryptase)
im Serum oder Plasma gibt daher hauptsachlich den a-Tryptasespiegel wieder
und korreliert gut mit der Mastzellzahl (Schwartz, 2001). Der mittlere totale
Tryptasespiegel bei gesunden Menschen liegt bei etwa 5 ng/ml. Tryptasespie-
gel von mehr als 20 ng/ml sind hochgradig verdachtig fir das Vorliegen einer
systemischen Mastozytose (Schwartz, 2001). Somit korreliert der Serumtrypta-

sespiegel mit der Ausdehnung der Erkrankung.

1.6 Pathogenese der Mastozytosen

Ob die kutane Mastozytose, Urticaria pigmentosa, eine klonale Form der Ma-
stozytose ist, ist derzeit unklar. Dagegen legen verschiedene Publikationen die
Vermutung nahe, dal® die meisten Formen der adulten Mastozytosen klonalen
und somit neoplastischen Ursprungs sind. Dies grundet sich vor allem auf dem
Nachweis der somatischen Mutation Asp816->Val des c-kit Gens, die auch bei

Patienten mit systemischer Mastozytose identifiziert werden konnte (Nagata et



et al. 1995, Nakata et al., 1995, Longley et al., 1996). Die vorgenannten Auto-
ren beschrieben den klonalen Ursprung der systemischen Mastozytosen und
der systemischen Mastozytosen mit assoziierter hamatologischer Erkrankung.
Dieselben Mutationen wurden aber nicht nur in den neoplastischen Mastzellen,
sondern auch in den Zellen der assoziierten hamatologischen Erkrankung be-
schrieben (Beghini et al.,, 2000, Ning et al., 2001). Allerdings wurden bisher
nicht gezielt einzelne Zellen aus histologischen Schnitten, sondern vor allem
Zellen des peripheren Blutes bzw. Knochenmarksaspirationszytologien als Un-

tersuchungsobjekte verwendet.

1.6.1 Stammzellfaktorabhéngiges Wachstum von Mastzellen und die c-kit

Tyrosinkinase (KIT)

Die Mastzellproliferation und die Mastzelldifferenzierung aus CD34 positiven
Vorlauferzellen wird vor allem durch die Interaktion des ,stem cell factors®
(SCF) mit der transmembrandsen Tyrosinkinase KIT induziert (Qui et al., 1988,
Irani et al., 1992, Valent et al, 1992).

extrazellular

@IIHIHIIIII|IIIIIHIHIHHIHHHIHHIHHIHIHIHI Abb. 1. Die Abbildung, verdndert
P nach Scheijen und Griffin (2002),
® zeigt einen schematischen Aufbau

der intra- und extrazellularen funkti-

onellen Untereinheiten der Tyrosin-
kinase c-KIT
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KIT ist eine Typ lll transmembrandse Tyrosinkinase und wurde als humanes
Aquivalent des felinen protoonkogenen v-Kit identifiziert (Yarden et al., 1987).
V-Kit kann nach Transfektion mit dem felinen Sarkomavirus (HZ4) Neoplasien
induzieren. Die transmembrandse Tyrosinkinase KIT wird auf Mastzellen, aber
auch auf Zellen der myeloischen und lymphozytischen Reihe, Melanozyten und
Keimzellen exprimiert (Manova et al., 1990, Orr-Urteger et al., 1990, Ashman et
al., 1991, Ogawa et al., 1991, Papayannopoulou et al., 1991, Sillaber et al.,
1991, Reisbach et al., 1993).

KIT wird durch das Gen c-kit kodiert, das auf dem langen Arm des Chromo-
soms 4 liegt. Ein 975-aminosaurenlanges Translationsprodukt bildet die Primar-
struktur der Tyrosinkinase. Das N-terminale Ende bildet eine extrazellulare, das
C-terminale Ende eine intrazellulare Domane (Qui et al., 1988, vgl. Abb. 1).
Nach Stimulation durch den ,stem cell factor” (SCF) erfolgt eine Dimerisierung
des Rezeptors KIT. Die anschlieliende intrazellulare Autophosphorilierung akti-
viert signaltransduzierende intrazellulare second-messenger-Kinasen und somit
die Phosphorilierung der Zielsubstrate, welche eine Zellproliferation und Zelldif-

ferenzierung induzieren.

1.6.2 Mutationen im c-kit Gen

Innerhalb des c-kit Gens wurden mehrere somatische Mutationen beschrieben,
die unterschiedliche Auswirkungen auf die Funktion der Tyrosinkinase KIT ha-
ben. Neben sogenannten stummen Mutationen, bei denen Funktion und Wir-
kungsweise des Proteins unverandert bleiben, konnen funktionelle Mutationen
Uber eine Beeinflussung der Signaltransduktion des Rezeptors eine Beeintrach-
tigung der Mastzellfunktion verursachen. Dies wurde durch Untersuchungen an
knock-out Mausen mit Defekten im c-kit Gen oder des ,stem cell factors® (SCF)
deutlich (Kitamura et al., 1978, Pawson, 1995). Beim Menschen verursachen
diese Mutationen Piebaldismus (Albinismus congenitus circumscriptus partialis),
einhergehend mit Taubheit, melanozytenfreien Hautstellen und weiler Stirnlo-
cke (Fleischman et al., 1991, Giebel und Spritz, 1991).

11



Funktionelle Mutationen kénnen aber auch einen Zugewinn an Funktion (,gain
of function“) verursachen. Dies kann von einer ,stem cell factor“-abhangigen zu
einer ,stem cell factor‘-unabhangigen Proliferation von Mastzellen fuhren (Ki-
tayama, 1995).

Die Mutationen im c-kit Gen lassen sich in zwei Klassen unterteilen. Eine Klas-
se enthalt die Mutation in der im aktiven Zentrum liegenden Proteinsequenz.
Dies hat zur Folge, dal} sich die Quartarstruktur der KIT-Kinase verandert und
eine ,stem cell factor‘-unabhangige Kinaseaktivitat induziert werden kann. Die
zweite Klasse beinhaltet die Mutation in den Regulationsabschnitten der Tyro-
sinkinase KIT. Hierbei sind die nicht direkt im aktiven Zentrum der Kinase lie-
genden Abschnitte betroffen. Es konnte zum Beispiel eine intrazellular gelegene
o-Helix identifiziert werden, die im physiologischen Zustand die Kinaseaktivitat
am freien ,stem cell factor” Rezeptor unterdrickt. Tritt hier eine Veranderung
der Struktur auf, ist die Signaltransduktion von extra- nach intrazellular betrof-
fen. Daraus resultiert eine ligandenunabhangige Kinaseaktivitat (May et al.,
1999).

1.7 Die c-kit Punktmutation Asp816 2Val

Eine der Mutationen im Bereich des aktiven Zentrums des c-kit Gens ist die Mu-
tation Asp816->Val, die bei Patienten mit systemischer Mastozytose mit und
ohne Hautbeteiligung bzw. assoziierter hamatologischer Erkrankung nachge-
wiesen wurde (Furitsu et al., 1993, Nagata et al., 1995, Longley et al., 1996,
Afonja et al., 1998, Worobec et al., 1998, Sperr et al., 1998, Longley et al.,
1999, Akin et al., 2000, Sotlar et al., 2000). Sie wurde erstmals in einer aus ei-
ner Mastzelleukdmie etablierten Zellinie (HMC-1) detektiert (Furitsu et al.,
1993). Die Mutation Asp816->Val ist eine Punktmutation, der ein Austausch des
Adenins gegen Thymidin an Position nt 7176 der genomischen DNA zugrunde
liegt. Es entsteht ein Aminosaurenaustausch von Asparagin gegen Valin im Co-
don 816 in der Proteinsequenz. Dieser Aminosaurenaustausch fuhrt zu einer

Konformationsanderung des aktiven Zentrums der Tyrosinkinase. Daraus resul-

12



tiert eine Autophosphorilierung des Tyrosinkinaserezeptors, die eine Autostimu-
lation und somit eine ligandenunabhangige Zellproliferation induziert (Furitsu et
al., 1993, Kitayama et al., 1995).

1.8 Ziel der Arbeit

Bei den systemischen Mastozytosen spielt die Tyrosinkinase KIT eine entschei-
dende Rolle bezuglich der Entstehung der Erkrankung. In der kodierenden Se-
quenz von KIT sind verschiedene Punktmutationen beschrieben. Die haufigste
dieser Mutationen ist Asp816—>Val, welche nicht nur in Mastzellen, sondern
auch in Blutzellen und verschiedenen anderen Gewebetypen beschrieben wur-
de (Nagata et al., 1995, Longley et al., 1999, Sotlar et al., 2000).

In einer vorhergehenden Studie untersuchten Sotlar et al. bei einem Patienten
mit systemischer Mastozytose und assoziierter chronischer myelomonozytarer
Leukédmie das Knochenmark auf die Punktmutation Asp816—>Val (Sotlar et al.,
2000). Hierbei wurden per manueller Gewebemikrodissektion und PCR-
Amplifikation kompakte Knochenmarksinfiltrate von Mastzellen einerseits, In-
filtrate myelomonozytischer Zellen andererseits untersucht. Sowohl in den
Mastzellinfiltraten als auch in den leuk&mischen Infiltraten konnte die Punktmu-
tation nachgewiesen werden. Allerdings wurde dies nicht an reinen Zellpopula-
tionen gezeigt, da die Infiltrate auch von anderen Knochenmarkszellen durch-
setzt waren. Somit konnte zelltypenfremde DNA in der Analyse nicht sicher
ausgeschlossen werden (Sotlar et al., 2000).

Zur Beantwortung der Frage, ob im vorliegenden Fall einer systemischen
Mastozytose mit assoziierter chronischer Myelomonozytenleukamie beide Ne-
oplasien aus einem gemeinsamen Progenitor hervorgegangen sind, wurden per
Lasermikrodissektion separierte reine Zellpopulationen beider Neoplasien auf
das Vorkommen der somatischen c-kit Mutation Asp816->Val untersucht. Der
Mutationsnachweis wurde mittels Schmelzpunktanalysen mit spezifischen

Hybridisierungssonden gefuhrt.
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2. Material und Methoden

2.1 Kasuistik

Ein 68 Jahre alter Patient stellte sich erstmals 1993 in der Klinik mit Nacht-
schweil}, Gewichtsverlust und Gelenkbeschwerden vor. Es wurde die Diagnose
einer seropositiven rheumatoiden Arthritis gestellt. Eine Splenomegalie oder
Lymphadenopathie bestanden nicht. AuRerdem litt der Patient an einer leichten
normozytaren Anamie mit einem Hamoglobinwert von 10,6 g/dl und 146 000
Thrombozyten pro ul. Das Ubrige Blutbild war ohne pathologischen Befund. Der
Patient wurde mit Methotrexat, nichtsteroidalen Antirheumatika, Prednison und
Antihistaminika behandelt, worauf sich die rheumatischen Symptome besser-
ten. Die normozytare Anamie jedoch blieb bestehen. Aufgrund dessen wurde
eine Knochenmarkspunktion durchgefiihrt, die ein hyperzellulares Mark mit fo-
kalen, atypischen Mastzellinfiltraten zeigte. Dieser Befund fihrte zur Diagnose
einer Mastozytose. In den folgenden Staginguntersuchungen fand sich eine
Vermehrung locker verstreuter Mastzellen in der Mukosa von Dunn- und Dick-
darm. Eine Beteiligung der Haut im Sinne von Urticaria pigmentosa-artigen La-
sionen zeigte sich nicht.

Innerhalb der nachsten flnf Jahre entwickelte der Patient eine transfusionsbe-
durftige Anamie, eine Monozytose (>1000/ul) und eine Hepatosplenomegalie.
Die Diagnose einer ,systemischen Mastozytose mit assoziierter chronischer
myelomonozytarer Leukamie® wurde gestellt. Im Juni 1997 trat eine Progression
der Leukamie ein, wobei im Blutbild 19 000 Leukozyten pro ul und 162 000
Thrombozyten pro pl nachgewiesen wurden. Der Hamoglobinwert lag bei 7,6
g/dl. Das Differentialblutbild zeigte eine Linksverschiebung mit 11% Blasten und
6% Monozyten. Die erneut durchgefuhrte Knochenmarkspunktion ergab ein
hyperzellulares Knochenmark mit stark gesteigerter Myelopoese, einem hohen
Anteil unreifer monozytischer Zellen, vielen atypischen Mastzellen und 10%
Blasten. Daraufhin wurde eine zytostatische Therapie mit Hydroxyharnstoff ein-

geleitet.

14



Im November 1997 entwickelte der Patient eine Pseudomonas-aeruginosa-
Pneumonie, die sich unter Antibiotikatherapie zurlckbildete. Trotzdem ver-
schlechterte sich der klinische Zustand des Patienten derart, dal3 er im Januar

1998 verstarb. Eine Autopsie wurde nicht durchgefuhrt.

2.2 Material

2.2.1 Kontroll-DNA

Die Zellinie HMC-1 ist von einer Mastzelleukamie abgeleitet und tragt heterozy-
got die c-kit Mutation Asp816->Val (Furitsu et al., 1993). Diese Zellen wurden
als Positivkontrollen und zum Etablieren der molekularbiologischen Assays ein-
gesetzt. Extrahierte DNA der HMC-1-Zellen wurde von Prof. Dr. med. P. Valent
(Universitat Wien, Abt. fur Hamatologie und Onkologie) zur Verfugung gestellt.

Als geeignete Negativkontrolle wurde DNA aus gesundem Plazentagewebe

extrahiert.

2.2.2 Untersuchtes Patientenmaterial

Retrospektiv standen fir die im Rahmen dieser Studie durchgefihrten Untersu-
chungen zwei in Paraffin eingebettete Knochenmarksstanzen aus den Jahren
1993 und 1997 zur Verfugung, die dem Patienten der Kasuistik entstammten.
Diese zu diagnostischen Zwecken durchgefuhrten Knochenmarksstanzen wur-
den jeweils aus dem Beckenkamm entnommen. Beide Proben wurden in 5%-
igem Formalin (pH 7,0) fixiert und mittels EDTA entkalkt.

Aullerdem standen von dem Patienten Kolonbiopsien aus dem Jahre 1993 zur
Verfligung, welche ebenfalls zu diagnostischen Zwecken im Rahmen von Sta-
ginguntersuchungen gewonnen wurden. Diese wurden ebenfalls in 5%-igem

Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet.
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Alle im Rahmen dieser Dissertation untersuchten Gewebsschnitte bzw. Zellen
des Knochenmarks stammen von diesem Untersuchungsmaterial her.
Von den Paraffinblocken wurden 10 jeweils 10 um dicke Schnitte angefertigt,

auf Glasobjekttrager aufgezogen und bei -70°C trocken gelagert.

2.3 Methoden

2.3.1 Immunfarbung der Gewebeschnitte

Um die Identifikation von Mastzellen einerseits und leukamischer Zellen ande-
rerseits fur die Mikrodissektion zu erleichtern, wurden jeweils immunhistologi-
sche Spezialfarbungen mit spezifischen Antikdrpern durchgeflhrt. Zur Markie-
rung der Mastzellen kam ein spezifischer Antikorper gegen die Mastzell-
Tryptase (AA1, DAKO Diagnostika, Hamburg, FRG) zum Einsatz (Horny et al.,
1998). Die Detektion der leukamischen Zellen erfolgte mittels Anti-CD15 (Leu-
M1, Becton Dickinson, USA), einem Marker fir die Zellen der unreifen Granulo-
poese.

Dazu wurden von den Paraffinblécken der beiden Knochenmarksbiopsien aus
den Jahren 1993 und 1997 ca. 10 um dicke Gewebeschnitte auf sialanisierten
Glasobjekttragern aufgezogen und, entsprechend vorbeschriebener Standard-
techniken, gefarbt (Horny et al., 1998). Zusammenfassend wurden die Schnitte
in Xylol entparaffiniert und die endogene Peroxidasereaktion mittels 15-
mindtiger Inkubation in 5%-igem Wasserstoffperoxid in Methanol geblockt. Da-
nach wurden die Schnitte zweimal mit Tris-Puffer (pH 7,6) gespult und 10 Minu-
ten mit Tris-gepufferter 0,1%-iger Protease XIV (Sigma, St. Louis, MO) uber-
schichtet. Um unspezifische Bindungen von Antikdrpern zu vermeiden, wurde
1%-iges Pferdeserum (Vector Laboratories, Burlingham, CA) dem im Verhaltnis
1:1000 verdunnten Antikdrperansatz zugefugt und der Schnitt 60 Minuten inku-

biert. Nach der erfolgten spezifischen Antikrperbindung wurde Diaminobenzi-
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din (DAB) als Substrat fur die Farbereaktion hinzupipettiert. Anschlielend wur-

de eine Kerngegenfarbung mit Hamalaun durchgeflnhrt.

2.3.2 Einzelzellmikrodissektion

Um ausschliel3lich Zellen eines Typs, d.h., Mastzellen, leukdmische Zellen oder
Dickdarmepithelien molekularbiologisch untersuchen zu kénnen, erfolgte eine
Mikrodissektion dieser Zellen mit einem PALM ,Robot Micro Beam®“ System
(Schitze und Lahr, 1998). Das Prinzip der Laserdissektion mit diesem System
beruht auf der hohen Photonendichte, die im Fokus eines circa 1 um durch-
messenden, fokussierten 337 nm Stickstofflaserstrahls auftritt. In einem inver-
sen Mikroskop kdonnen Gewebeschnitte mit dem Laserstrahl manipuliert und
Zellmaterial aus dem Gewebeverband herauskatapultiert werden. Gewebe kann
geschnitten werden, indem man hohe Energien verwendet und den Brennpunkt
des Strahls auf den Schnitt fokussiert. Verringert man die Energie und den Fo-
kus, werden die gewlnschten Zellen auf einer Photonenwelle nach oben in den
Deckel eines Eppendorfgefalles ,geschwemmt® und dort in einer Schicht aufge-
tragenen PCR-Ols (Sigma) aufgefangen (Abb. 2).

Auf diese Weise kann eine sehr exakte, kontaktfreie und damit kontaminations-
arme Separation verschiedener Zelltypen von einem Schnitt erfolgen (Schutze
und Lahr, 1999).

17



Zelle Laserfokus

o

ol \

Histologischer
Schnitt

Objekttrager

—

Objektiv

Laser

Abb. 2: Die Abbildung zeigt einen schematischen Aufbau des ,PALM
Robot Micro Beam" Systems nach PALM. Der Laserstrahl wird
so fokussiert, dal} sein Brennpunkt auf dem histologischen
Schnitt liegt und das histologische Material aus dem Zellver-
band herausgeldst wird.

In der Praxis wurden die auf Objekttrager aufgezogenen Schnitte ohne Deck-
glas mit einem inversen Mikroskop der Firma Zeiss mikroskopiert. Will man
grolRere Gewebsanteile mikrodisseziieren, kdnnen die histologischen Schnitte
zusatzlich auf eine Plastikmembran aufgezogen werden. Fir die Einzelzell-
mikrodissektion stellte sich heraus, dal} das in der immunhistologischen Routi-
nediagnostik Ubliche Aufziehen der Gewebeschnitte auf Glasobjekttrager ge-
niigte. Uber dem Gewebeschnitt wurde der Deckel eines mit Mineraldl bestri-
chenen PCR-Gefalles positioniert. Computergestitzt erfolgte nun die ,Anre-
gung®“ der ausgewahlten Zellen mit einem auf den Schnitt fokussierten Laser-
strahl, der die Zelle in den Deckel des Reaktionsgefalles katapultierte, wo sie

an dem diinnen Olfilm haften blieb.
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Um den DNA-Gehalt des mikrodisseziierten Zellmaterials in ausreichendem
Malie fur die anschlieRende PCR zu erhéhen, wurden jeweils 50 Zellen einer zu
untersuchenden Zellreihe in dem Deckel eines PCR-GefalRes "gepoolt". Dies
war notwendig, da die zellulare DNA durch die Vorbehandlung (Formalinfixie-
rung und EDTA-Entkalkung) bereits deutlich degradiert war und die Untersu-
chung ungepoolter Einzelzellen wenig aussichtsreich gewesen ware.

Aus den Knochenmarksstanzen des Jahres 1993 wurden 17 Reaktionsgefalle
mit jeweils 50 Mastzellen aus den kompakten Infiltraten, 24 Reaktionsgefalle
mit locker verstreut liegenden Mastzellen und 30 Reaktionsgefalte mit CD15
positiven leukamischen Zellen separiert. Aus den Biopsien des Kolons von
1993 wurden 25 Reaktionsgefalle mit locker verstreuten Mastzellen und 10 Re-
aktionsgefalie mit kolomukosalen Epithelzellen enthommen.

Aus der Knochenmarksstanze von 1997 wurden 10 Reaktionsgefalie mit Mast-
zellen der kompakten Infiltrate, 10 Reaktionsgefalle mit locker verstreut liegen-
den und zwei Reaktionsgefalle mit CD15 positiven Zellen gewonnen, so daf}
sich eine Gesamtzahl von 128 Reaktionsgefalien ergab.

Nach jedem flnften Reaktionsgefal® wurde eine Negativkontrolle, d.h., ein Re-
aktionsgefald ohne Zellen, aber mit Reaktionsansatz zur Kontaminationskontrol-

le mitprozessiert.

2.3.3 Probenverarbeitung und Proteinase K-Verdau

Um die DNA der mikrodisseziierten Zellen auf die Mutation Asp816->Val unter-
suchen zu kdnnen, muldte die DNA amplifiziert werden. Dies setzte eine Lysie-
rung der Zellmembranen bzw. die Trennung der DNA von Histonen voraus, so
dal’ der zu amplifizierende DNA-Abschnitt als Doppelstrang-DNA vorlag.

Zuerst wurden die an den Deckeln der Reaktionsgefalle in dem aufgetragenen
Olfilm haftenden Zellen mit 40 ul PCR-Puffer (50mM Tris, 1 mM EDTA, 0,5%
Tween-20, pH 8,5) unter Pipettieren im Deckel emulgiert und acht Stunden auf
dem Kopf stehend inkubiert. Nach der Inkubation wurde funf Minuten bei 13 000

U/min und Raumtemperatur zentrifugiert und die Proben in ein neues PCR-Cup
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uberfuhrt. Um das Verdunsten und Kondensieren des Reaktionsgemisches am
Deckel bzw. dem Rand des PCR-Gefalles zu verhindern, wurden die Proben
mit 50 ul Mineraldl Uberschichtet. Zur Lyse der Zellmembranen wurden die Pro-
ben anschlieRend fur 10 Minuten auf 95°C im Thermocycler erhitzt und wieder
auf Raumtemperatur abgekunhlt. Anschlielend wurden 8 pl Proteinase K, mit 1
ug/ul Enzym (Proteinase K PCR-Grade, Roche, Mannheim, Germany), zu den
40 ul PCR-Puffer hinzupipettiert und 12 Stunden bei 55°C im Thermocycler in-
kubiert. Danach folgte eine Denaturierung der Proteinase K bei 95°C fir 10 Mi-
nuten. In jedes Gefall wurden 52 ul PCR-Mix (vgl. 2.3.4.a) zu einem Gesamtvo-

lumen von 100 pl pipettiert.

2.3.4 PCR-Verfahren:

Zur Amplifikation der DNA folgte eine PCR-Reaktion mit anschlieRender
nested-PCR, um die Sensitivitat der Nachweismethode zu maximieren. Die
Durchfihrung einer nested-PCR und die damit verbundene maximale
Sensitivitatssteigerung wurden aufgrund der geringen DNA-Menge und der
durch die Vorbehandlung mit Formalin und EDTA degradierten DNA notwendig.
Eine nested-PCR verwendet Primer, die innerhalb des Amplifikats der
konventionellen PCR liegen. So kdnnen in weiteren Reaktionszyklen mit neuen
Primern die Amplifikate der ersten PCR als Matrizen verwendet werden. Die
Sensitivitat erhdht sich dadurch um den Faktor 102 bis 10° (Abb. 3).

Die Primer der PCR wurden so ausgewahlt, dal} sie ein spezifisches Amplifikat
ergaben und sicher die Punktmutation Asp816—>Val an Position nt 7176 im
Exon 17 des c-kit-Genes Uberspannten.

Als aulRere Primer fur die konventionelle PCR wurden ,c-kit S* (5-CAG CCA
GAA ATA TCC TCC TTA CT-3’) und ,c-kit C* (5-CAT TAT GAA AGT CAC
GGA AAC AAT-3’) verwendet. Diese ergaben ein Amplifikat mit 191 bp Lange.
Fir die nested-PCR kamen die Primer ,c-kit B” (5-TTG CAG GAC TGT CAA
GCA GAG-3’) und ,c-kit U* (5-CAC AAA GAT TTG TGA TTT TGG TCT A-3))
zum Einsatz. Hier ergab sich ein Amplifikat der Lange 105 bp.
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Ziel-DNA
Primer S Primer C

Primer B * Primer U

|—> Nested-PCR 4—‘

!

Spezifisches Amplifikat der Ziel-DNA

Abb. 3: Prinzip der nested-PCR: Die Primer S
und C amplifizieren eine DNA-Sequenz,
innerhalb derer die Primer der nested-
PCR B und U liegen. Somit erhdht sich
die Sensibilitat des Amplifikationsverfah-
rens.

234.a PCR

Alle initialen PCR-Reaktionen wurden in einem Gesamtvolumen von 100 pl
durchgefuhrt. Den aus dem Proteinase K-Verdau resultierenden 48 ul wurden
52 ul PCR-Mix zugefugt. Dieser Mix enthielt den PCR-Puffer (50 mM KCI, 10
mM Tris-HCL pH 8,3, 1,5 mM MgCl,), die dNTPs (200 uM jeder dNTP-Art), die
hitzestabile DNA-Polymerase (1 U thermostabile DNA-Polymerase AmpliTag-
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Gold DNA polymerase; Perkin Elmer; Weiterstadt, Germany) und 15 mM der
Primer c-kit S und c-kit B.

Die Amplifikation der DNA erfolgte in einem ,Perkin Elmer Gene Amp 9700
thermocycler” und wurde als hot-start-PCR prozessiert. Bei einer hot-start-PCR
wird eine spezielle DNA-Polymerase durch zehnminutiges Erhitzen auf 95°C
aktiviert. Hierbei wird das inaktive Enzym durch chemische Konformationsande-
rung irreversibel in die aktive Form uberfuhrt. Dadurch wird verhindert, dal® die
DNA-Polymerase bereits bei Raumtemperatur, vor dem Start des PCR-
Programms, im Thermocycler aktiviert wird. Die Amplifikation lauft damit in ei-
nem genau definierten Temperaturspektrum ab und eine Elongation der bei
Raumtemperatur unspezifisch gebundenen Primer wird ausgeschlossen.

Das Programm der hot-start-PCR umfalt 40 PCR-Zyklen, bestehend aus:

- 30 s Denaturierungsphase bei 94°C

- 30 s Hybridisierungsphase bei 56°C

- 45 s Elongationsphase bei 72°C

Dem ersten Zyklus ging eine zehnminutige Denaturierungsphase bzw. Aktivie-
rungsphase der DNA-Polymerase bei 94°C voraus. Dem letzten Zyklus folgte

eine vierminutige Verlangerungsphase bei 72°C (Abb. 4).

Aktivierungsphase Denaturierungsphase
10min, 94°C | 30s, 94°C |

Temperatur

Elongationsphase | Elongationsphase
45s,72°C 4min, 72°C

30s, 56°C

1
Hybridisierungsphase |
I

Y

i 40 Zyklen | Zeit
Abb.4: PCR-Programm des Thermocyclers
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234b Nested-PCR

Die nested-PCRs wurden einem ,Light Cycler sequence detection system®
(ROCHE Molecular Systems, Mannheim, Germany) mit dem vom Hersteller
empfohlenen ,DNA Master Hybridization Probes kit“ prozessiert. Dem PCR-
Ansatz fur die nested-PCR wurden 2 ul des Amplifikationsergebnisses der ers-
ten PCR zugesetzt. Der PCR-Mix fir die nested-PCR bzw. den Mutationsnach-
weis enthielt Taq Polymerase, Light Cycler Hybridization 1 x reaction Puffer,
dNTP Mischung (mit dUTP anstatt dTTP), 3 mmol/l Mg Clz, 5 pmol der Primer
,C-kit U“ und ,c-kit C* und 6 pmol der Hybridisierungsproben ,c-kit sensor“ und
,C-kit anchor”. Die Proben wurden 45 Zyklen lang mit folgendem Programm
amplifiziert: Der zehnsekindigen Denaturierungsphase bei 95°C folgten eine
Hybridisierungsphase bei 56°C von 10 Sekunden Dauer und eine zehnsekindi-
ge Elongationsphase bei 72°C (Abb. 5)

A
S| |
IS
2| | |
| Denaturierungsphase |
10s, 95°C
| Elongationsphase
| 10s, 72°C |
| |
| |
Hybridisierungsphase
| 10s, 56°C |
>
| 45 Zyklen | Zzeit

Abb. 5: Nested-PCR-Programm des Light Cyclers
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234.c Mutationsnachweis

Dem ersten Zyklus ging eine zehnminutige Denaturierungsphase bei 95°C vor-
aus, dem letzten Zyklus folgte eine funfminutige Elongationsphase bei 56°C.
Die nested-PCR und der Mutationsnachweis wurden in einem Arbeitsschritt mit
dem ,LightCycler sequence detection system“ (ROCHE Molecular Systems,
Mannheim, Germany) durchgefuhrt. Die Hybridisierungsproben bestanden aus
zwei unterschiedlichen Oligonukleotiden, die eine komplementare Basenstruk-
tur eines Teils des c-kit-Genes aufwiesen. Die Hybridisierungsprobe ,c-kit sen-
sor‘ (5- AGC CAG AGA CAT CAA GAA TGA TTC TA-3) uberspannt die
Punktmutation des c-kit Gens an Position nt 7176 und ist am 3’-Ende mit Fluo-
reszein konjugiert. Die andere Hybridisierungsprobe ,c-kit anchor® (5’-ATG TGG
TTA AAG GAA ACG TGA GTA CCC A-3’) ist am 5-Ende mit Light Cycler-Red
640 verknupft. Das Design beider Hybridisierungssonden wurde von der Firma
TIB MOLBIOL (Berlin, Germany) entworfen. Durch Hybridisierung der beiden
Sonden mit ihrer Zielsequenz gelangen die beiden mit den Sonden konjugierten
Fluorophore in unmittelbare Nachbarschaft. Das vom Light Cycler emittierte
Licht regt das Fluoreszein der ,c-kit sensor* Sonde an. Die vom Fluoreszein
emittierte Energie wird jetzt auf das Fluorophor Light Cycler-Red 640 der Sonde
c-kit ,anchor” transferiert. Von diesem wird das Licht mit einer bestimmten Wel-
lenlange (640 nm) emittiert und kontinuierlich von Photozellen des Light Cyclers
gemessen. Bei optimaler Hybridisierungstemperatur sollte also ein Maximum an
emittiertem Licht gemessen werden. Erhoht man nun die Temperatur, so kommt
es zur Abldsung einer Sonde und somit zur rdumlichen Entfernung der beiden
Fluorophore, so dal® sich die transferierte Energie und spater das detektierte
Licht vermindern (Abb. 6).

Die Schmelzpunktanalyse zur Mutationserkennung wird nach Abschlul® des
letzten PCR-Zykluses prozessiert. Hier geht eine Denaturierungsphase der
Amplifikationsprodukte von funf Minuten bei 95°C voraus, so dal} sich die kom-
plementaren Strange der DNA trennen und bei anschlieRender schneller Ab-
kihlung des Reaktionsgemisches auf 40°C die Anlagerung der Hybridisie-

rungssonden ermoglichen. Danach wird die Temperatur von 40°C in Tempera-
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turschritten von 0,3°C/s bis zu einer Endtemperatur von 94°C erhdht und das
emittierte Licht gemessen. Sobald der Schmelzpunkt der ,c-kit sensor® Sonde
erreicht ist, 10st sich diese von der Ziel-DNA ab, so dal} der Energietransfer zwi-
schen ,sensor und ,anchor® Sonde unterbrochen wird und der Light Cycler
insgesamt einen scharfen Energieabfall registriert. Die Software des Light Cyc-
lers kalkuliert diesen temperaturabhangigen Energieabfall und stellt ihn in der
Schmelzpunktkurve, bei der ein maximaler Energieabfall eintritt, als Gipfel
(,melting peak®) dar (Abb. 6).

Die Anwesenheit einer Punktmutation an der Stelle nt 7176 verminderte die
optimale Hybridisierungstemperatur mit der Probe ,c-kit sensor®. Dies fihrte zu
einer Verschiebung des Maximums der Schmelzpunktkurve Uber der Tempera-
tur. Dadurch konnte sie von der zur Sonde exakt komplementaren Wildtypse-

quenz unterschieden werden.

L FLLLENE] h BTGRP 1
L Ll LN

L
T A TR T TR Py A TT T

Temperature
low medium high

Abb. 6: Prinzip der Mutationsanalyse mittels Schmelzpunktkurven und Hybridi-
sierungssonden. Die obere Bildreihe zeigt eine nicht exakt komplemen-
tare DNA-Sequenz zur ,c-kit-sensor“-Hybridisierungssonde, die untere
einen komplementaren Strang. Bei niedriger Temperatur wird die glei-
che Energiemenge (rot) nach Anregung (blau) emittiert. Bei mittlerer
Temperatur 16st sich die nicht komplementare Sonde ab, und die emit-
tierte Energie wird reduziert (griin). Bei hoher Temperatur |6sen sich al-
le Sonden ab, und die emittierte Energie ist gering (grun).
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2.3.5 Sequenzierung der PCR-Produkte

Die Bestatigung der im Light Cycler gewonnenen Mutationsanalysen erfolgte
mittels klassischer Sequenzierung. Diese sogenannte direkte Sequenzierung
der PCR-Produkte wurde bei ausgewahlten Produkten der nested-PCR-
Reaktionen angewandt. Die auf ein 2% Agarosegel (in TAE-Puffer) aufgetrage-
nen Reaktionsprodukte der nested-PCR wurden nach der Gelelektrophorese
unter UV-Licht ausgewertet. Die spezifischen Amplifikationsbanden auf Hohe
von 105 bp wurden unter UV-Licht-Kontrolle aus dem Gel geschnitten. Aus den
so isolierten Gelstlicken wurden die Amplifikationsprodukte mit dem Gelextrak-
tionskit (Quiagen, Hilden, Germany), entsprechend der Herstellerempfehlung,
aufgereinigt. Hierzu wurden die Gelstucke in ihrem dreifachen Volumen des
mitgelieferten QG-Puffers 10 Minuten bei 50°C unter standigem Ruatteln aufge-
|6st. AnschlieRend wurde der pH-Wert auf 7,5 eingestellt und danach eine dem
Gelstuckvolumen entsprechende Menge Isopropanol zupipettiert. Die Proben
wurden dann auf Austauschersaulen pipettiert und eine Minute zentrifugiert. Die
DNA bleibt dabei an die Austauschersaulen gebunden. Die Saulen wurden an-
schliellend mit PE-Puffer gewaschen, um die DNA von Gelbestandteilen und
Verunreinigungen zu befreien. Anschliel’iend wurde die DNA mit 20 ul destillier-
tem H,0 eluiert und unter Zentrifugation in einem neuen Eppendorfgefald aufge-
nommen.

Die folgende Sequenzierung wurde mit dem Primer ,c-kit C* als Sequenzie-
rungsprimer nach der Dye-Deoxy-Terminator Methode mit einem 377 ABI Prism

Sequenzer (PE Applied Biosystems, CA, USA) durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Histologische und immunohistochemische Ergebnisse

Die Mastzellen der kompakten Infiltrate und die locker verstreuten Mastzellen
im Knochenmark sowie die Mastzellinfiltrate in der Darmmukosa wurden mittels
immunohistochemischer Markierung mit einem Antikorper gegen Mastzelltryp-
tase hervorgehoben (Abb. 7-9, 11 und 12). Die leukdmischen Zellen und die
Epithelzellen zeigten dabei keine unspezifischen Farbereaktionen mit dem Anti-
korper.

Die leukamischen Knochenmarksinfiltrate der chronisch myeloischen Monozy-
tenleukamie (CMML) wurden mit einem Antikérper gegen CD15 markiert (Abb.
10).

Diese spezifischen Markierungen dienten als Grundlage fur die ldentifikation

der entsprechenden Zellen und deren selektiven Mikrodissektion.

", Abb.7:
- Die UbersichtsvergroRe-
. rung des Knochenmarks
zeigt bei Tryptasefar-
bung locker verstreute
Mastzellen (Pfeil a) und
-+ kompakte Mastzellinfil-
. trate (Pfeil b).
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Abb. 8:
Ein kompaktes Mastzell-
infiltrat bei 400-facher

Vergrof3erung des
Knochenmarks in der
Tryptasefarbung
KPP G BT RN @
s RN e NN
t%‘ﬁ ﬂ ’2 -  !9 Vi ‘ @y : ‘f.".lw.‘”’fl..f ﬁ‘aua
b e e @ ek ¥ e
MR BT e e R B33 Abb. O:

Locker verstreute Mast-
zellen im Knochenmark,
bei 400-facher Vergrolie-
rung in der Tryptasefar-
bung

Abb. 10:

CD15 positive Zellen bei
400-facher  VergroRe-
rung des Knochenmarks
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3.2

lt’«.-

Mikrodissektion der Einzelzellen

Abb. 11:

Eine Ubersichtsvergros-
serung des Kolons in der
Tryptasefarbung zeigt
die locker verstreuten
Mastzellen.

Abb. 12:

Die 400-fache VergrofRe-
rung des Kolons in der
Tryptasefarbung zeigt
die gut gegen die Epithe-
lien differenzierbaren
locker verstreuten Mast-
zellen.

Die Variabilitat des Laserfokus liel3 ein Katapultieren der Zellen in das Reak-
tionsgefall auch ohne vorheriges Umschneiden der Zellen zu. Durch diese sehr
prazise Art der Dissektion konnten die immunhistologisch spezifisch markierten
Zellen sicher vom umliegenden Gewebe differenziert und abgegrenzt werden
(Abb. 13-15). Es wurden insgesamt 128 Reaktionsgefalle mit jeweils 50 Zellen
gesammelt. Aus dem Knochenmark von 1993 erhielt man somit 17 Eppendorf-

ReaktionsgefalRe mit Mastzellen aus kompakten Mastzellinfiltraten, 24 Reak-
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tionsgefalRe mit locker verstreuten Mastzellen und 13 Reaktionsgefalle mit
CD15 positiven Zellen. Aus der Kolonbiopsie aus dem Jahre 1993 wurden 25
Reaktionsgefalle locker verstreuter Mastzellen und 10 Reaktionsgefalle mit
Epithelzellen der kolomukosalen Krypten gewonnen. Aus der Knochenmarks-
probe von 1997 wurden 10 Reaktionsgefalle mit Mastzellen aus kompakten
Mastzellinfiltraten, 10 Reaktionsgefalle mit locker verstreuten Mastzellen und 2
Reaktionsgefalle mit CD15 positiven Zellen selektiert. Die Anzahl der Reak-
tionsgefale, die fur die drei untersuchten Zellarten aus den verschiedenen Bi-

opsien gewonnen wurden, sind in Tabelle 3 angegeben.

Tab. 3: Mikrodisseziierte Zellen

Gewebe Lokalisation Anzahl Proben
1993 | Knochenmark Kompakte Mastzellinfiltrate 17
Locker verstreute Mastzellen 24
CD15 positive Zellen 30
Kolon Epithelzellen 10
Locker verstreute Mastzellen 25
1997 Knochenmark Kompakte Mastzellinfiltrate 10
Locker verstreute Mastzellen 10
CD15 positive Zellen 2
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Abb. 13b: Knochenmark, 400-fach,
Tryptase, nach Mikrodissektion

Abb. 14a: Knochenmark, 630-fach, Abb. 14b: Knochenmark, 630-fach,
CD15, vor Mikrodissektion CD15, nach Mikrodissektion

Abb. 15a: Kolon, 400-fach, Tryptase,  Abb. 15b: Kolon, 400-fach, Tryptase,
vor Mikrodissektion nach Mikrodissektion
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3.3 Nested PCR der c-kit DNA in mikrodisseziierten Einzelzellen

Es wurden 128 PCR-Gefalie mit jeweils 50 Zellen auf die Anwesenheit der c-
kit-Mutation Asp816—>Val bei dem in der Kasuistik beschriebenen Patienten mit
systemischer Mastozytose und assoziierter chronischer myelomonozytischer
Leukamie untersucht. Insgesamt wurde nach konventioneller PCR und nested-
PCR, dem in Abschnitt 2.3.4 a/b beschriebenen Protokoll folgend, in 50% der
Reaktionsgefale ein Amplifikationsprodukt erzeugt. Die Produkte der konventi-
onellen PCR wurden grundsatzlich nicht auf ein Agarosegel aufgetragen, son-
dern jede Probe sofort in der nested-PCR prozessiert, da, wie Vorversuche
zeigten, ein positives Ergebnis mittels konventioneller PCR nicht zu erwarten
war.

Obwohl 50 Zellen pro Reaktionsgefaly gepoolt wurden, erhielt man auch nach
nested-PCR-Amplifikation nicht aus jedem Gefal ein Produkt. Wie aus Tabelle
4 zu entnehmen ist, reichte die Amplifikationsrate der aus den Knochenmarks-
stanzen bzw. den Kolonbiopsien mikrodisseziierten Zellen (1993) von 37% (26
von 71 Reaktionsgefalien; Biopsie 1993) bis hin zu 77% (17 von 22) bei den
aus dem Knochenmark von 1997 mikrodisseziierten Zellen.

Die aus dem von 1993 stammenden Knochenmark selektierten Mastzellen der
kompakten Mastzellinfiltrate wurden in 29%, die locker verstreuten Mastzellen
ebenfalls in 29% und die CD15 positiven Zellen in 43% der Reaktionsgefalle
amplifiziert. Die Mastzellen sowie die Epithelzellen aus den Kolonbiopsien von
1993 wurden jeweils in 60% der Reaktionsgefalie amplifiziert.

Bei den Reaktionsgefalien, die aus der Knochenmarksstanze von 1997 gewon-
nen wurden, stellte sich das Ergebnis wie folgt dar: Die Mastzellen aus den
kompakten Mastzellinfiltraten erbrachten in 70%, die locker verstreuten
Mastzellen in 90% und die CD15 positiven Zellen in 50% der Falle ein
Amplifikationsprodukt, welches weiter analysiert werden konnte.

In Abbildung 16 ist die Amplifikationsrate relativ zur Gesamtanzahl der mikro-
disseziierten Proben aufgetragen. Hier a3t sich erkennen, wie das Alter der
DNA (bzw. der Biopsie) den Amplifikationserfolg beeinflut. Beim Vergleich der

Amplifikationsraten der Mastzellen aus den Jahren 1993 und 1997 zeigte sich
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eine erfolgreiche Amplifikation der Proben von 1993 in jeweils 29% bzw. der
von 1997 in 70% und 90%. Die CD15 positiven Zellen erlauben wegen zu ge-
ringer Anzahl der Proben keine Aussage uber die Amplifikationsrate.

In allen mitprozessierten Negativkontrollen wurde kein Amplifikationsprodukt

erzeugt.

Tab. 4: Produkte nach PCR und nested-PCR

Gewebe Lokalisation Produkte/Proben (%)
1993 |Knochenmark |Kompakte Mastzellinfiltrate 5/17 (29%)
Locker verstreute Mastzellen 7124 (29%)
CD15 positive Zellen 13/30 (43%)
Kolon Epithelzellen 6/10 (60%)
Locker verstreute Mastzellen 15/25 (60%)
1997 |Knochenmark |Kompakte Mastzellinfiltrate 7/10 (70%)
Locker verstreute Mastzellen 9/10 (90%)
CD15 positive Zellen 1/ 2 (50%)
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Abb. 16:
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Die Abbildung zeigt die Amplifikationsrate der mikrodis-
seziierten Proben.

(MC = Mastzelle, CD15 = CD15 positive Zellen, Epi =
Epithelien, KM = Knochenmark, Ko = Kolon, Iv = locker
verstreute Zellen, Inf = Infiltrate. 93/97 = 1993/1997)

2 3 45 6 7 8 9 10 111213 14 15 16 n p M

<«—105 bp

Abb. 17: Die Abbildung zeigt die auf ein Agarosegel aufge-

tragenen nested-PCR Produkte.

(M = Marker ¢x174, 1 - 4 Mastzellen aus Kno-
chenmark, 5 - 8 = Mastzellen aus Kolon, 9 - 12
CD15 positive Zellen, 13 - 16 Kolonepithelien)
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3.4. Mutationsnachweis

3.4.1 Light Cycler Mutationsnachweis mittels Schmelzpunktanalyse der
HMC-1 Zellen

Die Bestimmung der wildtyp- und mutationsspezifischen Schmelzpunkte der fur
diesen Assay entworfenen Hybridisierungssonden ,c-kit sensor® und ,c-kit an-
chor“ erfolgte an DNA der HMC-1 Zellinie, welche die c-kit Mutation
Asp816—->Val heterozygot tragt. Als Negativkontrolle diente DNA, welche aus
humaner Plazenta extrahiert wurde. HMC-1 DNA und Plazenta DNA wurden
jeweils mit den nested-PCR-Primern ,c-kit B“ und ,c-kit U“ amplifiziert und an-
schlielend mittels Schmelzpunktanalyse untersucht. Fur die Plazenta DNA
zeigte sich dabei nur ein definierter Peak bei einer somit fur die c-kit-
Wildtypsequenz spezifischen Schmelztemperatur von 64°C (Abb. 18).

Die Schmelzpunktanalyse der amplifizierten HMC-1 DNA durch die Light Cycler
Software erbrachte einen Doppelpeak. Dabei lag einer der Peaks bei 64°C und
entsprach somit erwartungsgemal der fur die Wildtyp-c-kit-Sequenz an Plazen-
ta DNA emittierten spezifischen Schmelztemperatur. Der zweite Peak lag um
ca. 3°C tiefer bei 61°C und entsprach somit dem spezifischen Schmelzpunkt fur
die c-kit Mutation Asp816->Val. Das Vorkommen der A>T Transition an Posi-
tion nt 7176 des c-kit Gens (Codon 816) flihrte somit zu einer Verringerung der
Schmelztemperatur der Hybridisierungssonden c-kit sensor um 3°C. Die aus
dieser Punktmutation resultierende Verschiebung der Schmelzkurven ist in der
grafischen Darstellung durch die Light Cycler Software eindeutig zu identifizie-

ren und liel® sich in wiederholten Experimenten spezifisch reproduzieren.
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Abb. 18: Die Abbildung zeigt die zwei Schmelzpunktkurven der Plazenta
DNA und der HMC-1 DNA. Die Plazenta DNA Kurve bildet ein Ma-
ximum gemald der Wildtypsequenz ab. Die HMC-1 DNA zeigt eine
doppelgipfelige Kurve, entsprechend der heterozygoten Sequenz
(Wildtyp und Mutation).

3.4.2 Light Cycler Schmelzpunktanalysen der Gewebeproben zum Muta-

tionsnachweis

Bei Untersuchung der aus dem Knochenmark bzw. den Kolonbiopsien mikro-
disseziierten Mastzellen stellte sich in der Schmelzpunktanalyse analog zur
Schmelzpunktkurve der HMC-1 DNA ein Doppelpeak dar. Ein Peak lag bei
64°C, entsprechend der Wildtypsequenz, und ein um ca. 3°C niedriger Peak lag
bei 61°C, entsprechend der c-kit-Mutation Asp-816->Val. Die heterozygoten
Sequenzen liefern somit eine zweigipfelige Kurve mit Maxima bei 64°C und
61°C, vergleichbar mit denen der HMC-1 Zellen. Auch hier sorgt die A>T Tran-
sition an Position nt 7176 des c-kit-Gens (Codon 816) fur die Verringerung der
Schmelztemperatur um ca. 3°C (Abbildung 19).

Bei der c-kit Mutation ist die Affinitat der Hybridisierungsprobe ,c-kit sensor” mit

der entsprechenden Zielsequenz geringer, d.h., es ist weniger Energie notig,
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um die bestehenden Wasserstoffbriicken zu trennen, und die Sonden l6sen
sich schon bei niedrigerer Temperatur ab. Durch die raumliche Entfernung der
Sonden wird somit auch weniger Licht emittiert.

Anhand der Schmelzpunktanalyse konnte die heterozygote Mutation im Kno-
chenmark von 1993 sowohl in den Mastzellen der kompakten Mastzellinfiltrate
in zwei von funf Amplifikationsprodukten als auch in vier von sieben Produkten
der locker verstreuten Infiltrate detektiert werden. Eine Prasenz der c-kit-
Mutation war auch in vier von 13 Amplifikationsprodukten aus CD15 positiven
Zellen festzustellen.

In den Mastzellen der Kolonbiopsie von 1993 wurde die Mutation Asp816->Val
in funf von 15 Amplifikationsprodukten gefunden. Im Gegensatz dazu war bei
der Analyse der Epithelien der Darmmukosa die Mutation Asp816—>Val nicht
nachweisbar. Im Knochenmark von 1997 manifestierte sich die Mutation bei
den Mastzellen aus kompakten Mastzellinfiltraten in einer von sieben, bei den
locker verstreuten in vier von neun Amplifikationsprodukten und bei den CD15
positiven Zellen in einem Amplifikationsprodukt (Tabelle 5, Abbildung 20).
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Tab. 5: Mikrodisseziierte Zellen und Amplifikationsergebnisse

Gewebe Lokalisation Anzahl Ampl | Mutation
1993 |KM MC, kompakte Infiltrate 17
MC, locker verstreut 24
CD15" Zellen 30 13
Kolon MC 25 15
Epithelzellen 10
1997 |KM MC, kompakte Infiltrate 10
MC, locker verstreut 10 9 4
CD15" Zellen 2

MC = Mastzellen, KM = Knochenmark

Fluorescence -d(F2/F1)/dT

-0.002
] ] | | 1 | 1 | | 1 ] | 1 ] 1 ] 1 | 1 1 1
530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740
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Abb. 19: Die Abbildung zeigt die Schmelzpunktkurven von drei verschiede-

nen Amplifikaten und der HMC-1 DNA. Amplifikat 1 zeigt eine ho-
mozygote Wildtypsequenz. Die Amplifikate 2 und 3 zeigen doppel-
gipfelige Kurven der heterozygoten Sequenz.
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Abb. 20: Die Abbildung zeigt den relativen Anteil der Mutationen
an den erhaltenen Amplifikaten.
(MC = Mastzelle, CD15 = CD15 positive Zellen, Epi =
Epithelien, KM = Knochenmark, Ko = Kolon, Iv = locker
verstreute Zellen, Inf = Infiltrate. 93/97 = 1993/1997)
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3.5 Direkte Sequenzierung der Light Cycler nested-PCR-Produkte

Die Ergebnisse der Light Cycler Schmelzpunktanalyse wurden durch 16 zufallig
gewahlte Proben der Light Cycler Produkte in direkter Sequenzierung Uberpruft.
In jedem sequenzierten Fall wurde eine Ubereinstimmung der Ergebnisse zwi-
schen Schmelzpunktanalyse und Sequenzierung nachgewiesen.

Die Punktmutation, entsprechend einem Basenaustausch von Adenin zu Thy-
midin an nt 7176, wird durch die unterschiedlichen Primarsequenzen nachge-
wiesen. Die in Abbildung 21 dargestellten Sequenzierungen zeigen die differen-
ten Sequenzen. Die linke Abbildung stellt den Wildtyp mit Adenin an nt 7176
dar. Die rechte Abbildung zeigt die mutierte, heterozygote Sequenz mit einem
Doppelpeak an nt 7176. Dieser Doppelpeak entspricht den beiden Basen Ade-
nin und Thymidin.

nt 7176 nt 7176
C CAG AG ACA CA AG C CAG AG N CAT CAAG
40 50 40

I

Abb. 21: Die Abbildungen zeigen die Sequenzierung der
nested-PCR Produkte. Die linke Abbildung stellt die
Wildtypsequenz mit der Folge Adenin an nt 7176
dar. Die rechte Abbildung zeigt die heterozygote Mu-
tationssequenz mit einem Doppelpeak an der Muta-
tionsstelle, entsprechend den Basen Adenin und
Thymidin.
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4. Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden

4.1.1 Dissektion der Zellen

Das ,Laser pressure catapulting hat gegenuber der konventionellen Mikrodis-
sektion diverse Vorteile. Die Gewinnung von 50 Zellen liel3 sich sicherstellen,
ohne dem PCR-Ansatz zusatzlich Kontaminationsmaterial beizumengen, da die
Methode des ,Laser pressure catapulting” ohne ein Puffermedium auskommt.
Eine etablierte Alternative zur Gewinnung von Zellen oder Gewebsverbanden
aus histologischen Schnitten ist die Glaskapillarenmikrodissektion. Bei der
Glaskapillarenmikrodissektion muf® der histologische Schnitt mit Puffer Gber-
schichtet werden, um das Arbeiten mit den Glaskapillaren zu erméglichen. Die-
ses Puffermedium stellt ein Kontaminationsrisiko dar, da frei flottierende Zellen
unabsichtlich dem Reaktionsansatz zugemischt werden kdnnen. Eine andere
Methode zur Selektion von verschiedenen Zelltypen ist die DurchfluRzytometrie.
Die Methode eignet sich zur Zellanalyse und Zellsortierung. Allerdings mussen
die Zellen fur die Messung in Suspension gebracht werden. Dies erlaubt aber
keine Zuordnung der selektierten Zellen zu spezifischen Gewebsarealen.
Daruber hinaus ist das ,Laser pressure catapulting“ eine sehr effektive Methode
der Mikrodissektion. Da hier ein computergestutztes, exaktes Umschneiden der
Zellen und ein einfaches Katapultieren moglich ist, lassen sich in einem Bruch-
teil der Zeit, verglichen mit der Glaskapillarenmikrodissektion, die bendtigten
Untersuchungsmaterialien sammeln.

Diese Voraussetzungen ermoglichten ein kontaminierungsfreies und zlgiges
Arbeiten und verhinderten die Kontamination der PCR-Ansatze durch einge-
schleppte Fremd-DNA bei der Mikrodissektion.
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4.1.2 Amplifikation der DNA

Die Methoden dieser Arbeit wurden so angelegt, dal} die Amplifikation von DNA
der fixierten Zellen moglichst sensitiv durchgefuhrt werden konnte.

Auf eine fur die Fragestellung dieser Arbeit winschenswerte Einzelzell-PCR
wurde bewuldt verzichtet. Bekanntlich fuhrt die an dem hier ja retrospektiv un-
tersuchten Biopsiematerial routinemafig durchgefuhrte Vorbehandlung, beste-
hend aus Formalinfixierung, EDTA-Entkalkung und Paraffineinbettung, zu einer
deutlichen Degradation der in dem Gewebe enthaltenen Nukleinsauren, wo-
durch die Sensitivitat einer an diesem Material durchgeflihrten PCR erheblich
leidet.

Aus diesem Grunde wurden die spezifisch mittels Immunhistologie markierten
Zellen zwar einzeln aus dem Gewebeverband disseziiert bzw. katapultiert, an-
schlielend aber zu einer Gesamtzahl von 50 Zellen pro Reaktionsgefald ge-
poolt.

Die Amplifikationsausbeute der Proben von 1997 war durchschnittlich ca. 50%
hdher als die der Proben von 1993, was vermutlich auf das geringere Alter zu-
ruckflhren ist (Roehrl et al., 1997). Ein weiterer Grund fir diesen Sensitivitats-
unterschied ist, daly Proben von 1993 nicht mit pH-gepuffertem Formalin fixiert
wurden. Dies fuhrt zu einer zusatzlichen Denaturierung von Zell-DNA und somit
auch zu weniger amplifizierbarem Ausgangsmaterial fur die PCR.

Aus den oben genannten Grunden muflten extrem sensitive Methoden zur
Amplifikation eingesetzt werden. Es wurde deshalb nicht nur eine konventionel-
le PCR, sondern zusatzlich eine nested-PCR durchgefuhrt. Fur die eingesetzten
Primer lie® sich dadurch experimentell eine Steigerung der Sensitivitat um den
Faktor 102 bis 10° erzielen. Dies wurde in Vorversuchen an einer Verdiinnungs-
reihe mit verschiedenen DNA-Konzentrationen ausgetest.

Die Light Cycler PCR hat einen weiteren Vorteil. Sie vereint die DNA-
Amplifikation mit der Mutationsanalyse mittels Schmelzpunktkurve in einem Ar-
beitsschritt. In einem PCR- bzw. Analysenansatz werden diese Arbeitsschritte
ohne zusatzliche Manipulation bzw. Reagenzienzugabe nacheinander prozes-
siert. Bisher wurde der Nachweis der c-kit Mutation Asp816->Val durch drei Ar-
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beitsschritte erreicht. Zuerst wurden die Proben mittels PCR und ggf. nested-
PCR amplifiziert, dann mittels Restriktionsverdau an spezifischen Stellen in
DNA-Fragmente geschnitten. Diese Fragmente ergaben im dritten Arbeits-
schritt, einer Polyacrylamidgelelektrophorese, spezifische Bandenmuster unter
UV-Beleuchtung, wodurch eine Aussage Uber das Vorhandensein der Mutation
getroffen werden konnte. Alternativ kdnnen die Sequenzen der Amplifikate aus
der nested-PCR auch Uber eine direkte Sequenzierung gewonnen werden. Die-
se Methoden zum Mutationsnachweis sind allerdings aulerst zeitaufwendig.
Beim Mutationsnachweis mittels Light Cycler Hybridisierungssonde hingegen
erfolgt die Bestimmung der Schmelzpunktkurven direkt im Anschluf3 an die ne-
sted-PCR und dauert nur ca. 15 Minuten. Des weiteren kdnnen die einzelnen
Zykluszeiten des PCR-Programms, im Gegensatz zu herkdmmlichen Thermo-
cyclern, um den Faktor 3 reduziert werden, jedoch lassen sich die Amplifikate
eines Light Cyclers aufgrund der geringen Reaktionsvolumina und
Reaktionssubstanzen schlechter weiterbearbeiten, weshalb die erste PCR auf
einem gangigem Thermocycler prozessiert wurde.

Zusammenfassend ist zu sagen, dal} die Analyse mittels Light Cycler PCR ei-
nes der sensitivsten, spezifischsten und schnellsten Verfahren zum Mutations-

nachweis ist.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

Die aktuelle Klassifikation der Mastozytosen, die auf der Working Conference
2000 in Wien erstellt wurde, enthalt eine Kategorie der ,Systemischen Mastozy-
tose mit assoziierter hamatologischer Erkrankung® (Valent et al., 2001). Bei die-
sem sehr interessanten Subtyp einer systemischen Mastozytose ist bisher nur
sehr wenig Uber die molekularen und pathobiologischen Ursachen der assozi-
ierten Entstehung der beiden hamatopoetischen Neoplasien bekannt. Zwei Stu-
dien beschaftigen sich mit der Frage, ob die c-kit Punktmutation Asp816->Val
im Falle einer systemischen Mastozytose mit assoziierter hamatologischer Er-
krankung in beiden hamatologischen Malignomen vorhanden ist (Nagata et al.,
1995, Sperr et al., 1998). Die assoziierten hamatologischen Neoplasien (chro-
nisch myeloische Monozytenleukamie und akute myeloische Leukamie) wurden
untersucht und lieferten widersprichliche Ergebnisse. Nagata et al. konnte die
c-kit Mutation in peripheren mononuklearen Blutzellen beider Neoplasien, der
systemischen Mastozytose sowie der chronisch myeloischen Monozytenleuka-
mie nachweisen (Nagata et al., 1995). Sperr et al. hingegen detektierte die Mu-
tation ausschlieflich in Mastzellen von Knochenmarksaspiraten und nicht in den
leukamischen Blasten der assoziierten akuten myeloischen Leukamie (Sperr et
al., 1998). Diese differenten Ergebnisse waren wahrscheinlich auf die unter-
schiedlichen Leukdmieformen und die methodischen Unterschiede in beiden
Arbeiten zurlckzufuhren.

Einige Vorlauferstudien lie3en die Vermutung zu, dal} zumindest einigen Unter-
gruppen der Mastozytosen ein klonaler, neoplastischer Pathomechanismus
zugrunde liegt (Galli, 1993, Longley et al., 1996, Krdber et al., 1997). In einer
dieser vorausgehenden Studien wurden mikrodisseziierte Infiltrate von Mastzel-
len und CD15 positiven Zellen im Knochenmark auf das Vorhandensein der c-
kit-Mutation ASP816->Val untersucht (Sotlar et al., 2000). In dieser Studie wur-
den mittels Glaskapillaren ganze Infiltrate umschnitten und in ein PCR-Gefal}
uberfuhrt. Hier zeigte sich, dafl® die c-kit-Mutation sowohl in den Mastzellinfiltra-
ten als auch in den leukamischen Infiltraten vorhanden war. Da methodisch be-

dingt allerdings nur heterogene Zellareale und keine selektiven Zelltypen unter-
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sucht wurden, konnte ein Vermischen von verschiedenen Zelltypen, vor allem in
leukamischen Infiltraten, nicht ausgeschlossen werden.

Um nun die verschiedenen Zelltypen genauer auf das Vorhandensein der
Mutation Asp816->Val untersuchen zu koénnen, wurden in dieser Arbeit
Einzelzellen aus Knochenmarksstanzen und Kolonmukosabiopsien der
beschriebenen Kasuistik untersucht. Im speziellen wurden sowohl Infiltrate als
auch locker verstreute Mastzellen, Leukamiezellen der chronisch myeloischen
Monozytenleukamie im Knochenmark und dartuber hinaus Kolonepithelien in
Kolonbiopsaten als separate Populationen untersucht. Hierbei sollten auch die
verschiedenen Mastzellpopulationen, d.h., die Mastzellen der kompakten
Infiltrate, die locker verstreuten Mastzellen im Knochenmark und die Mastzellen
im Kolon, bezuglich der Mutation differenziert werden. Um eine Aussage
daruber treffen zu kénnen, ob es sich bei der Mutation Asp816—>Val in diesem
Falle um eine somatische oder eine Keimzellmutation handelt, wurden die
kolomukosalen Kryptenepithelien mit untersucht.

Die Ergebnisse zeigen nun eindeutig, dal} die c-kit Punktmutation Asp816->Val
nicht nur in Mastzellen der locker verstreuten Mastzellareale und den Mastzell-
infiltraten nachzuweisen war, sondern auch in den Mastzellen der Kolonmuko-
sa. Die Mutation Asp816->Val ist somit in allen untersuchten Mastzellpopulatio-
nen nachweisbar. Dieser Befund laldt darauf schliel3en, dal® die erhdhte Zahl
von Mastzellen in zwei verschiedenen Organen (medullar und extramedullar)
des Patienten auf einer klonalen Proliferation aus einer gemeinsamen Vorlau-
ferzelle basiert. In Anbetracht dessen ist zu erwahnen, dal® die kompakten
Mastzellinfiltrate, die ein Diagnosekriterium der systemischen Mastozytose dar-
stellen (Valent et al., 2001), ausschlieBlich im Knochenmark und nicht in der
Kolonmukosa nachgewiesen werden konnten, jedoch alle pathologisch ver-
mehrten Mastzellpopulationen klonalen und nicht reaktiven Ursprungs sind.
Zusatzlich wurde die c-kit Punktmutation Asp816->Val in den CD15 positiven
leukamischen Zellen der Knochenmarksbiopsien von 1993 und 1997 detektiert.
CD15 wird ausschlieBlich auf myelomonozytaren Zellen exprimiert und wurde
noch nie auf Mastzellen nachgewiesen, so dal} von einer immunhistochemi-

schen Spezifitdt ausgegangen werden kann (Baghestanian et al., 1996).
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Die Mutation konnte sowohl in heterozygoter als auch in homozygoter Form
nachgewiesen werden. Prinzipell kann man eine heterozygote Allelfrequenz
voraussetzen, da eine homozygote Punktmutation am selben DNA-Abschnitt
aulderst unwahrscheinlich ist (Nagata et al., 1995). Das Vorliegen einer Homo-
zygotie bezlglich der Punktmutation Asp816->Val kann auf diverse Ursachen
zurlckzuflhren sein.

Ein Grund konnte ein Artefakt bei der PCR-Amplifikation sein. Wird zu Beginn
verhaltnismafig viel DNA der Mutationssequenz amplifiziert, fihrt dies zu einer
exponentiell vermehrten DNA-Amplifikation der Mutationssequenz (Worobec et
al., 1998). Eine weitere Mdglichkeit ist der Verlust der Heterozygotie (LOH =
,Loss of heterocygosity“) bezuglich der Punktmutation Asp816->Val. Hier ,ver-
lieren” die Zellen das Allel mit der Wildtypsequenz, so dafl® nur noch das mutier-
te Allel im Genom verbleibt. Diese Art von Genomveranderung wird z.B. bei
Malignomen gefunden, deren Entstehung auf einem Verlust eines Tumor-
supressorgens beruht.

Die Prasenz der c-kit Punktmutation Asp816->Val in den mikrodisseziierten
Mastzellen und den leukamischen Zellen, wie im vorliegenden Fall, legt einen
ursprunglich monoklonalen Prozely und eine Koevolution der systemischen
Mastozytose und der chronisch myeloischen Monozytenleukamie aus einer
gemeinsamen Progenitorzelle nahe. Diese Ergebnisse sind mit den Veroffentli-
chungen Uber den Nachweis der Punktmutation in Blut- und Knochenmarks-
leukozyten (inklusive myeloischer Zellen, B-Zellen und T-Zellen) bei Patienten
mit systemischer Mastozytose konkordant (Alfonja et al., 1998, Akin et al.,
2000).

Auch in dieser Studie konnte die c-kit Punktmutation Asp-816->Val nicht in Epi-
thelzellen, d.h., in Zellen aulRerhalb des hamatopoetischen Systems, nachge-
wiesen werden. Somit konnte weder in diesem noch im Fall einer aggressiven
systemischen Mastozytose die Punktmutation auf3erhalb der hamatopoetischen
Systeme detektiert werden (Longley et al., 1996).

Zusammenfassend belegen die im Rahmen dieser Studie erhobenen Befunde
noch einmal, dal} es sich bei der c-kit Mutation Asp816->Val um eine somati-

sche Mutation und keine Keimbahnmutation handelt und dal} zumindest im vor-
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liegenden Fall einer systemischen Mastozytose mit assoziierter hamatologi-
scher Erkrankung beide Neoplasien einen gemeinsamen Progenitor besitzen.
Ob dies ein generelles Phanomen bei den systemischen Mastozytosen mit as-
soziierter hamatologischer Erkrankung ist und ob sich dieser gemeinsame Pro-
genitor, etwa auf Ebene der CD34 positiven hamatopoetischen Vorlauferzelle,

identifizieren lalkt, wird zur Zeit in weiteren Studien untersucht.
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5. Zusammenfassung

Mastozytosen sind eine heterogene Gruppe von Erkrankungen, die sich als be-
nigne Hauterkrankungen bis hin zu hdchst aggressiven malignen Neoplasien
manifestieren kénnen. Ein wichtiger Regulator der Zellproliferation und mogli-
cherweise auch mitbestimmend in der Pathogenese der Mastozytosen ist der
Tyrosinkinaserezeptor KIT. In seiner kodierenden Sequenz sind bestimmte Mu-
tationen beschrieben, die zu einer ligandenunabhangigen Steigerung der Aktivi-
tat der Tyrosinkinase KIT fihren kdnnen, darunter insbesondere die Punktmuta-
tion c-kit Asp816—>Val. Eine Untergruppe der Mastozytosen stellen die systemi-
schen Mastozytosen mit assoziierter hamatologischer Erkrankung dar. Die c-kit
Mutation Asp816->Val wurde bisher in neoplastischen Mastzellen bei Patienten
mit systemischer Mastozytose gefunden.

Um zu Uberprifen, ob diese Mutation auch in der assoziierten hamatologischen
Erkrankungen zu detektieren ist, wurden in dieser Arbeit mikrodisseziierte Ein-
zelzellen verschiedener Zelltypen eines Patienten mit systemischer Mastozyto-
se und begleitender chronischer myelomonozytarer Leukamie auf das Vorhan-
densein der Mutation Asp816->Val im c-kit Gen untersucht. Hierfir wurden die
Zellen mittels Laserpressurecatapulting mikrodisseziiert und die DNA mit einer
Thermocycler-PCR und einer Light Cycler nested-PCR amplifiziert und an-
schliefend eine Mutationsanalyse mittels Light Cycler Schmelzpunktanalyse
durchgefuhrt.

Die Mutation war sowohl in den Mastzellinfiltraten, den locker verstreuten Mast-
zellen des Knochenmarks, den locker verstreuten Mastzellen des Kolons sowie
in den CD15 positiven leukamischen Zellen der assoziierten Leukamie nach-
weisbar, jedoch nicht in den mukosalen Kolonepithelien.

Diese Ergebnisse lassen im vorliegenden Fall auf einen monoklonalen Ur-
sprung der systemischen Mastzytose und der chronischen myelomonozytaren

Leukamie schlielRen.
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