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1 Einfuhrung

Kutane Pseudolymphome stellen eine heterogene Gruppe von lympho-
proliferativen Erkrankungen dar, deren Ursache meist unerkannt bleibt, die
atiopathogenetisch jedoch als entziindliche Reaktion des Korpers auf ei-
nen bekannten oder unbekannten Reiz verstanden werden kdnnen. Der
Begriff Pseudolymphom geht auf Hirsch und Lukes zurick und umfasst ei-
ne heterogene Gruppe von Entitaten, die histologisch und/oder klinisch ein
malignes Lymphom imitieren, sich jedoch in ihrem klinischen Erschei-
nungsbild sowie in der Zusammenschau von Histologie, Immunphanotyp

und molekularen Markern von diesen unterscheiden lassen (26).

1.1 Klinik

Das klinische Erscheinungsbild der kutanen Pseudolymphome ist sehr
vielfaltig, und oft stellt die Abgrenzung zum malignen kutanen Lymphom
eine groRe Herausforderung dar. Eine anerkannte Klassifikation, ver-
gleichbar der WHO/EORTC-Klassifikation der malignen kutanen Lympho-
me, liegt nicht vor (27). Dennoch kann eine Unterteilung der Pseudolym-
phome in B- bzw. T-Zell-dominierte oder gemischte Pseudolymphome
vorgenommen werden, denn auch ihr klinisches Erscheinungsbild spiegelt
die verschiedenen Immunphanotypen haufig wider. Die Untersuchung von
Patienten mit B-Zell-Pseudolymphomen zeigt meist einen einzelnen oder
wenige, meist aggregiert stehende Knoten von einem bis mehreren Zenti-
metern Durchmesser. Die Tumoren sind meist in der Dermis tastbar. Farb-
lich sind rote bis livide, selten auch farblose Knoten zu erkennen. Patien-
ten aller Altersgruppen sind betroffen. Pradilektionsstellen sind
Ohrlappchen, Nacken, Mamille und Areole mammae, Achsel, Skrotum und
FuBricken. Patienten mit T-Zell-Pseudolymphomen zeigen meist weiter

ausgedehnte, erythematdse Flecken und/oder Plaques (26).



1.2 Histologie und Immunphanotyp

Das Pseudolymphom muss primar vom malignen Lymphom abgegrenzt
werden. Histologisch sind kutane Pseudolymphome meist lokalisierte lym-
phohistiozytare Infiltrate. Es wird zwischen reaktiven lymphozytaren Infilt-
raten und atypischen lympho(histio)zytaren Infiltraten unterschieden (27),
wobei das atypische Infiltrat zytologisch wesentlich auffalliger ist, die mor-
phologischen, immunhistochemischen und molekularbiologischen Kriterien
eines malignen Lymphoms jedoch nicht erfllt (27). Liegt immunphanotpy-
isch ein B-Zell-Muster vor, sieht man haufig ein nodulares, lymphozytar
dominiertes Infiltrat der Dermis (10). Die gleichzeitige Anwesenheit vieler
Histiozyten, Eosinophilen und Plasmazellen ist ein entscheidender Hin-
weis, der das Vorliegen eines Pseudolymphomes wahrscheinlicher macht
gegenuber dem malignen Lymphom. Weiterhin findet man bei B-Zell-
Pseudolymphomen eine keilférmige Abnahme des Infiltrats in die Tiefe. In
Abgrenzung zu den Lymphomen mit einem ,bottom heavy“-Aufbau hat
sich hier der Begriff ,top heavy“ gepragt (18). Bei den T-Zell-Pseudo-
lymphomen werden histologisch bandartige Lymphozyteninfiltrate von kno-
tigen Zellansammlungen unterschieden. Das bandformige subepidermale
Infiltrat besteht hauptsachlich aus Lymphozyten, mafig vielen Histiozyten,
mittelgro3en Blasten, aber kaum Plasmazellen oder Eosinophilen, haufig
auch mit Nachweis einer Exozytose in die Epidermis (27). Auch Lee MW
et al. beschreiben in ihrer klinisch-pathologischen Studie zum Pseudolym-
phom der Haut diverse histologische Muster, von Mykosis-fungoides-
ahnlich Gber perivaskular, nodds, diffus bis zur pseudolymphomatdsen
Follikulitis. Am haufigsten beobachteten sie ein multinodéses Muster mit

Ausdehnung in die tiefe Dermis und in das Unterhautfettgewebe (20).



1.3 Pseudolymphome

Der Begriff Pseudolymphom ist ein Uberbegriff fir lymphozytére Infiltrate
verschiedenster klinischer Auspragungen und Ursachen. Die bekannteste
klinische Auspragung des Pseudolymphoms ist die Borrelien-assoziierte
Lymphadenosis cutis benigna. Diese gehort immunphanotypisch in die
Gruppe der B-Zell-Pseudolymphome. Es sind allerdings noch einige weite-
re klinische Erkrankungsbilder bekannt, u.a. das aktinische Retikuloid, die
lymphomatoide Arzneireaktionen. Diese werden im Folgenden nach der

jeweiligen immunphanotypischen Zugehdarigkeit vorgestellt.

1.3.1 B-Zell-Pseudolymphome

Hierunter werden Erkrankungen gefasst, die in Klinik und Histologie tat-
sachliche B-Zell-Lymphome nachahmen. Zu den B-Zell-Pseudo-
lymphomen zahlen die Lymphadenosis cutis benigna und der kutane in-
flammatorische  Pseudotumor. Die haufigste Ursache fur die
Lymphadenosis cutis benigna ist eine Infektion mit dem Bakterium Borrelia
burgdorferi (5, 21, 27). Die Lymphadenosis cutis benigna gehort neben
dem Erythema migrans und der Acrodermatitis chronica athrophicans zu
den drei spezifischen Hautmanifestationen der kutanen Borreliose. Lokali-
sation ist meist das Ohrlappchen bei Kindern, die Areolae mammae und
Genitalien bei Erwachsenen. Meist bestehen einzelne, selten mehrere rote
bis lividfarbene Papeln, Knoten oder Plaques (26). Histologisch ist das
dichte B-lymphozytare Inflitrat der Dermis charakteristisch, wobei die B-
Zellen teilweise von T-Lymphozyten umgeben sind (26). Weiterhin wird
uber einen atiologischen Zusammenhang mit Insektenstichen, Medika-
menten, Impfungen oder Tatowierungen berichtet (27). Dagegen ist die
Ursache fur den inflammatorischen Pseudotumor weitgehend ungeklart.

Dieser wurde erstmals von Hurt und Santa Cruz im Jahre 1990 beschrie-



ben, bisher sind nur wenige Falle dokumentiert. Auch hier besteht klinisch
meist ein einzelner, erythematdser Knoten (27). Histologisch ist ein in der
Dermis gelegenes knotenformiges lymphozytares Infiltrat mit ausgedehn-

ten Ansammlungen von Plasmazellen charakteristisch (26).

B-Zell-Pseudolymphome

Lymphadenosis cutis benigna B-lymphozytares Infiltrat, teilweise

von T-Lymphozyten umgeben

Inflammatorischer Pseudotumor | Knotenformiges lymphozytares In-

filtrat mit Plasmazellen

Tab. 1: B-Zell-Pseudolymphome

1.3.2 T-Zell-Pseudolymphome

Zu den klinischen Krankheitsbildern des T-Zell-Pseudolymphoms zahlen
das aktinische Retikuloid, die lymphomatoide Kontaktdermatitis und die
lymphocytic infiltration of the skin. Ursache des aktinischen Retikuloids ist
eine fortbestehende photoallergische Reaktion auf UV-Licht, die sich als
erythematése, schuppende Papeln und Plaques in erster Linie auf son-
nenexponierten Hautarealen an Gesicht und Handen manifestiert. Histolo-
gisch zeigt sich ein bandférmiges lymphohistiozytares Infiltrat der oberen
Dermis mit Exozytose von Lymphozyten in die Epidermis. Die Abgrenzung
zur Mykosis fungoides kann schwierig sein (26). Auch bei der lympho-
matoiden Kontaktdermatitis spielt die allergische Komponente die ent-
scheidende Rolle. Ursachlich ist ein chronischer Allergenkontakt, bei-
spielsweise mit Nickel. In ihrem klinischen und histologischen

Erscheinungsbild ahnelt sie dem aktinischen Retikuloid. Als weitere Form
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der T-Zell-Pseudolymphome sei noch die lymphozytare Infiltration der
Haut genannt, nach Jessner und Kanof (16). Eine Ursache ist nicht be-
kannt, moglicherweise handelt es sich um eine Variante des Lupus eryth-
ematodes tumidus. Klinisch zeigen sich einzelne oder multiple, oft sym-
metrisch angeordnete erythematose Makulae, die aber sowohl plaqueartig
als auch polsterartig erhaben erscheinen konnen. Histologisch findet sich
ein in der Dermis gelegenes, periadnexiell und perivaskular akzentuiertes

lymphozytares Infiltrat. Muzin kann in kleinen Mengen vorkommen (26).

T-Zell-Pseudolymphome

Aktinisches Retikuloid bandférmiges lymphohistiozytares
Infiltrat der oberen Dermis mit
Exozytose von Lymphozyten in die

Epidermis

Lymphomatoide Kontaktdermati- | Bandférmiges lymphohistozytares

tis Infiltrat, Exozytose in die Dermis
moglich

Lymphozytare Infiltration der periadnexiell und perivaskular ak-

Haut zentuiertes lymphozytares Infiltrat;

Muzinvorkommen mdglich

Tab. 2: T-Zell-Pseudolymphome
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1.3.3 Kombinierte B- und T-Zell-Pseudo-
lymphome

Neben den klarer zu differenzierenden B-Zell-Pseudolymphomen und den
T-Zell-Pseudolymphomen kommen auch Pseudolymphome mit einem
gemischten B- und T-Zell-Immunphanotyp vor. Diese konnen das klinische
Korrelat einer lymphozytaren Arzneireaktion sein, die nach Einnahme ver-
schiedenster Pharmaka unterschiedlicher Arzneigruppen, wie Antiarrhyth-

mika, Antidepressiva, Beta-Blocker u.a., vorkommen kénnen (26).

Antiarrythmika Mexiletin
Antidepressiva Amitryptilin, Fluoxetin
ACE-Hemmer Benazepril, Captopril,
Enalpril
Antibiotika Penicillin
Antirheumatika Penicillamin
Beta-Blocker Atenolol
Chemotherapeutika Dapson, Nitrofurantoin
Immunsuppressiva Ciclosporin
Tranquilizer Clonazepam, Diazepam,
Lorazepam

Tab. 3: Medikamente, die in Zusammenhang mit dem
Auftreten von Pseudolymphomen stehen kénnen
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Klinisch treten meist einzelne Papeln, Knoten oder Plaques auf, seltener
auch multiple Lasionen bis hin zu einer Erythrodermie. Histologisch be-
steht in der Dermis ein diffuses oder knotenformiges lymphozytares Infilt-
rat bzw. ein lichenoides Infiltrat mit Epidermotropismus. Die Abgrenzung

zur Mykosis fungoides kann schwierig sein (26).

Kombinierte B-/T-Zell-Pseudolymphome

Lymphozytare Arzneireaktion Diffuses oder knotenférmiges
lymphozytares Infiltrat der Der-

mis / lichenoides Infiltrat mit Epi-

dermotropismus

Tab. 4: B-/T-Zell-Pseudolymphome

1.4 Differentialdiagnose malignes Lymphom

Die Diagnosestellung des Pseudolymphoms und vor allem die Abgren-
zung zu einem malignen Geschehen kdnnen den Behandler vor eine Her-
ausforderung stellen, da durch die Diagnosestellung auch die Behandlung
malfdgeblich beeinflusst wird. Bereits das klinische Erscheinungsbild kann
das Vorliegen eines malignen Geschehens mehr oder weniger wahr-
scheinlich werden lassen. Einzelne Herde lassen eher an ein Pseudolym-
phom denken, wohingegen ein diffuser Befall oder begleitende Lymphkno-
tenvergroRerung an ein malignes Lymphom denken lassen (26). Allerdings
kénnen auch bei einem Pseudolymphom, beispielsweise bei der lympho-
zytaren Arzneimittelreaktion, multiple Lasionen auftreten. Dies zeigt, dass
eine eindeutige Diagnose nicht ausschliel3lich auf Basis des klinischen Er-
scheinungsbildes gestellt werden kann. Weiterhin sind eine histologische
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und immunhistologische Untersuchung sowie ein Klonalitatsnachweis un-
erlasslich. Histologisch sind das Vorhandensein eines monomorphen Infilt-
rats und Zellatypien der Lymphozyten Hinweise auf das Vorliegen eines
malignen Geschehens. Bei der immunhistologischen Untersuchung liefert
die Zuordnung der atypischen Lymphozyten zu einem vorherrschenden
Immunphanotyp ein weiteres wichtiges Kriterium. Bei malignen B-Zell-
Lymphomen weisen die atypischen Lymphozyten ausschliel3lich einen B-
Zell-immunphanotyp auf, bei T-Zell-Lymphomen entsprechend einen T-
Zell-lmmunphanotyp. Bei einem Pseudolymphom ergibt sich meist ein
gemischtes Infiltrat, bei dem keine exakte Zuordnung der atypischen Zel-
len zu einem Immunphanotyp maoglich ist (27). Weitere Hinweise auf Ma-
lignitdt bei B-lymphozytaren Infiltraten sind eine Leichtkettenrestriktion,
das Nichtvorhandensein von Antigenen, die normalerweise von den Zellen
exprimiert werden, oder eine anormale Expression von Antigenen, die
normalerweise nicht auf B-Lymphozyten ausgebildet werden (10). Bei ma-
lignen T-Zell-Lymphomen ftritt ein T-Zell-Phanotyp auf, wohingegen bei
Pseudolymphomen keine exakte Zuordnung maoglich ist. Ein weiteres Kri-
terium ist der fur maligne T-Zell-Lymphome charakteristische Verlust von
Pan-T-Antigenen wie CD2, CD3, CD5 CD7 und betaF1 (27). Weiteren
Aufschluss kann eine immunhistochemische Untersuchung der kappa-
und lambda-Leichtketten geben; hier spricht eine Leichtkettenrestriktion fir
ein malignes Lymphom. Zusatzlich kann in einigen Fallen die Durchfuh-
rung einer Klonalitatsanalyse sinnvoll sein. Durch PCR-basierte Methoden
wird im Falle von T-Zell-Infiltraten eine mdgliche klonale Expression der
gamma-Kette des T-Zell-Rezeptorgens nachgewiesen. Bei B-Zell-
Infiltraten werden spezifische Primer flr die schweren oder leichten Ketten
des Immunglobulingens eingesetzt (14, 28). Allerdings muss hierbei be-
dacht werden, dass Monoklonalitat in lymphozytaren Infiltraten nicht allein
als Kriterium fir ein Vorliegen oder den Ausschluss von Malignitat stehen
darf, da in Einzelfallen auch ein echtes Lymphom kein nachweisbares mo-
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noklonales Rearrangement aufweisen kann, ein Pseudolymphom aber ein
ebensolches besitzen kann (10). Holm et al. zeigten, dass von 20 unter-
suchten Pseudolymphomen mit T-Zell-lmmunphanotyp keines ein klonales
Rearrangement aufwies (14) und weisen auf ahnliche Resultate anderer
Studien durch Bakels et al. und Bergmann et al. hin, wohingegen Brady et
al. und Slack et al. monoklonale Rearrangements bei Pseudolymphomen
der Haut beschreiben (14). Es muss beachtet werden, dass Klonalitat
nicht mit Malignitat gleichzusetzen ist. Die Diagnose des Pseudolym-
phoms kann letztendlich nur unter Betrachtung aller Untersuchungsergeb-
nisse gestellt werden und darf nicht auf einem einzelnen Kriterium beru-
hen (4, 19, 30).

Maligne Lymphome Pseudolymphome

Diffus Einzelne Herde
Monomorphes Infiltrat Polymorphes Infiltrat
Zellatypien Keine/geringe Zellatypien
Leichtkettenrestriktion Keine Leichtkettenrestriktion
Antigenverlust Kein Antigenverlust
Klonalitat des T-Zell-Rezeptor- Polyklonalitat

Gens

Tab. 5: Unterscheidungskriterien zwischen malignen Lymphomen
und Pseudolymphomen
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1.5 Therapie

Die Therapie eines diagnostisch gesicherten Pseudolymphoms hangt
mafgeblich von dessen Ursache ab. Ist die Ursache bekannt oder sehr
wahrscheinlich, erfolgt die Therapie Uber die Behandlung der Grunder-
krankung, wie die Behandlung der Borrelieninfektion bei einer durch Bor-
relien verursachten Lymphadenosis cutis benigna oder das Ersetzen eines
fur eine lymphozytare Arzneireaktion verantwortlichen Medikaments durch
ein Medikament einer anderen Stoffgruppe. Bei nicht bekannter oder nicht
auszuschaltender Ursache kommen an erster Stelle Glukokortikoide zum
Einsatz, seltener auch Antimalariamittel, lokale Strahlentherapie oder Kry-
otherapie (26). Nervi SJ et al. beschreiben allerdings eine haufig vorhan-
dene Therapieresistenz der Pseudolymphome idiopathischer Ursache
(25). Grundsatzlich ist anzumerken, dass, soweit es Lokalisation und Aus-
dehnung der Lasion erlauben, eine Exzision in toto als sinnvoll anzusehen
ist, da die Abgrenzung zum malignen Lymphom schwierig ist und in der Li-
teratur auch einzelne Ubergange von Pseudolymphomen in maligne Lym-

phome beschrieben sind (26).

1.6 Ursachen des Pseudolymphoms und Zielsetzung der Arbeit

Wie bereits unter 1.1 erwahnt, kommen fur das klinische Bild des Pseu-
dolymphoms viele Ursachen infrage. Bekannt ist der Zusammenhang der
Lymphadenosis cutis benigna mit einer Borrelieninfektion (21, 34). Weiter-
hin wird in der Literatur Uber Zusammenhange mit HSV-Infektionen (11),
Leishmanien (3, 9, 33), Helicobacter pylori (22) und Syphilis (23) berichtet.
Aullerdem kommen Medikamente, Tatowierungen, Impfungen, Allergene,
Traumata und Akupunktur als auslésende Faktoren in Frage (26, 30). Die
meisten Falle werden allerdings nach wie vor als idiopathisch eingeordnet,

da eine Ursache nicht erkannt wird.
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Ziel dieser Arbeit ist es, bei Pseudolymphomen einen Zusammenhang des
Geschehens mit verschiedenen Erregern auf molekularer Ebene durch
Polymerase-Kettenreaktion nachzuweisen oder auszuschlieRen und zu
quantifizieren. Die in unserer Untersuchung relevanten Erreger werden im

Folgenden kurz vorgestellt.

1.6.1 Borrelien

Ein Zusammenhang der Lymphadenosis cutis benigna mit einer Borreli-
eninfektion ist in der Literatur bereits vielfach beschrieben worden; der ati-
opathogenetische Zusammenhang gilt als gesichert (5, 21). Bei den Borre-
lien handelt es sich um grof3e schraubenformige gramnegative Bakterien
aus der Gruppe der Spirochaten. Als Hauptvektor in Europa dient die
Schildzecke Ixodes ricinus, die sich Uber Larven- und Nymphenstadien zu
adulten Zecken entwickelt, wobei Nymphen und erwachsene Zecken als
Vektoren die Hauptrolle spielen (13). Das Krankheitsbild der Lyme-
Borreliose, die durch die Gattung Borrelia burgdorferi ausgeldst wird, zeigt
klinisch ein sehr vielseitiges Bild, das in etwa 89% der Falle mit dem
Erythema migrans um die Infektionsstelle herum beginnt (15). Vier Ge-
nospezies des Borrelia burgdorferi-Komplex sind als echte Pathogene flr
den Menschen bekannt, B. burgdorferi sensu stricto, B. afzelii, B. garnii
und B. spielmanii, wobei die Pathogenitat weiterer Arten noch nicht ab-
schliefend geklart ist (21). Borrelien zeigen eine weltweite Verbreitung.
Die Hautmanifestation der Lyme disease umfasst neben dem klassischen
Erythema (chronicum) migrans das Lymphocytoma cutis und die Akroder-
matitis chronica atrophicans. Bei Vorliegen eines Lymphocytoma cutis wird
meist die Subspezies B. afzelii nachgewiesen (19). Auch wurde Uber Bor-
relieninfektionen in Zusammenhang mit B-Zell-Lymphomen und Sarkoido-
sen der Haut berichtet (7).
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1.6.2 Rickettsien

Bei den Rickettsien handelt es sich um gramnegative Bakterien, die wie
Viren als obligat intrazellulare Organismen in Zecken, Fl6hen und Milben
gedeihen, die dann als Vektoren dienen. Von Zecken ubertragene Rickett-
siosen treten weltweit auf. Die verursachenden Bakterien gehdren zur
Fleckfiebergruppe (SFG) innerhalb der Gattung Rickettsia. Rickettsien
schadigen die Endothelzelle durch Bildung von Radikalen und Proteasen
(13). Das klinische Erscheinungsbild reicht von subklinischen bis hin zu
schwerwiegenden Verlaufen (32). Zur Inzidenz einzelner Rickettsienarten
in Deutschland liegen in der Literatur nur wenige Daten vor. Studien zeig-
ten ein Vorherrschen von R. helvetica in Zecken aus Bayern und Baden-
Wadrttemberg, andere Arten werden vorwiegend bei Reisenden nachge-
wiesen (32). Eine umfangreiche Untersuchung von mehr als 3500 Zecken
der Art Ixodes ricinus in Stiddeutschland ergab einen Anteil von 8%, bei
denen eine Rickettsienart molekularbiologisch nachgewiesen werden
konnte (6). Diese Daten waren der Anlass, nach einer Assoziation von
R.R.-Spezies in unserem Patientengut mit kutanen Pseudolymphomen zu
suchen: Es gibt in der Bevolkerung einerseits einen sehr hohen Durch-
seuchungstiter mit Borrelien, der gebietsabhangig bei 5-25% liegt bei ei-
nem Durchseuchungstiter der heimischen Zecken mit B. burgdorferi von
bis zu 35% je nach Region (24), und dieser Erreger zahlt nachweislich zu
den haufigen Ursachen kutaner Pseudolymphome, kann dies dennoch nur
einen kleinen Prozentsatz atiologisch erklaren. Andererseits ist nichts be-
kannt zur Bedeutung der Rickettsien bei der Entstehung von Pseudolym-
phomen, obschon mit 8% ein signifikanter Anteil der heimischen Zecken

mit Rickettsien infiziert ist (6).
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1.6.3 Leishmanien

Auch Falle, in denen ein Pseudolymphom in Verbindung mit einer Infektion
mit Leishmania-Arten auftrat, sind bekannt (3, 9, 33). Die Autoren vermu-
ten, dass der Zusammenhang einer Leishmanieninfektion mit Pseudolym-
phomen haufiger ist, als berichtet wird (9). Leishmanien sind geil3eltragen-
de Protozoen, die sich im Blut in Makrophagen vermehren. Ubertrager ist
die Sandmiucke (Phlebotomus). Die Vermehrung der Leishmanien lauft in
zwei Wirten ab: Von der Sandmicke werden mit dem Speichel beim Stich
promastigote Formen abgegeben, die im Wirbeltier von Makrophagen,
Monozyten oder Langerhanszellen phagozytiert werden und sich dort in
eine amastigote (unbegeillelte), lichtmikroskopisch nicht nachweisbare
Form umwandeln (13). In den Makrophagen findet eine Vermehrung durch
Teilung statt. Etwa 70 von 800 Sandmickenarten Ubertragen die
Leishmaniose. Wegen des stetig steigenden Tourismusaufkommens
nimmt auch die Anzahl der Leishmaniosefalle in Landern zu, in denen die
Sandmicken nicht endemisch ist. In Europa ist die Sandmucke vor allem
im Mittelmeerraum weit verbreitet (13). Fur die lokalisierte kutane
Leishmaniasis ist meist die Unterart L. infantum verantwortlich. Wenige

Berichte gibt es fur L. donovani-assoziierte kutane Leishmaniasis (9).

1.6.4 Atypische Mykobakterien

Unter dem Begriff atypische Mykobakterien fasst man alle fir den Men-
schen potentiell krankheitserregenden Mykobakterien aul3er den Erregern
der Tuberkulose und der Lepra zusammen (MOTT — mycobacteria other
than tuberculosis). Es handelt sich um sporenlose grampositive Stabchen,
die nur selten krankheitserregend sind. Als typische Krankheitsbilder bei
geschwachter Abwehrlage entstehen pulmonale Infektionskrankheiten
(Mykobakterium avium), Hautinfektionen (Mykobakterium ulcerans) und

zervikale Lymphadenitis (Mykobakterium avium). Epidemiologisch kom-
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men atypische Mykobakterien weltweit vor und sind in der Natur weit ver-
breitet (Wasser, Boden, Staub und Nahrungsmitteln) (29).

1.6.5 Merkelzell-Polyomavirus

Polyomaviren sind Viren mit doppelstrangiger DNA, die normalerweise
keinen onkogenen Charakter haben (2). Allerdings scheint das Merkelzell-
Polyomavirus eine entscheidende Rolle bei der Entstehung des Merkel-
zellkarzinoms zu spielen. Merkelzell-Polyomaviren konnten jedoch auch
bei Menschen nachgewiesen werden, die nicht am Merkelzellkarzinom er-
krankt sind. MCV wurde in 88% aller Merkelzellkarzinome nachgewiesen,
hingegen nur in 16% anderer Hauttumoren (31). Auch in gesunder Haut
kann zu etwa 16% das Vorhandensein des Merkelzell-Polyomavirus nach-

gewiesen werden (31).
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2 Materialien und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

Es wurden 78 Gewebeproben von 74 Patienten untersucht, deren Haut-
veranderungen das klinische und histologische Erscheinungsbild eines
Pseudolymphoms aufwiesen. Die Proben stammen aus der Klinik fur
Dermatologie und Allergologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Mun-
chen aus den Jahren 2000-2008.

Bei den 74 Patienten, davon bei Diagnosestellung 18 junger als 40 Jahre,
handelt es sich um 35 Frauen und 39 Manner. Unter den 78 Gewebepro-
ben lokalisierter Pseudolymphome handelt es sich bei 27 um Tumore des
Kopf-/Halsbereichs, 16 Proben stammen von den Extremitaten und 34
vom Korperstamm. Histologische Untersuchungen zeigten in 35 Fallen ein
reaktives lymphozytares Infiltrat und in 33 Fallen ein atypisches Infiltrat. 10

Proben konnten nicht weiter zugeordnet werden.

2.2 Material

Fur die Untersuchung standen formalinfixierte und in Paraffin eingebettet
archivierte Proben aus der Klinik fir Dermatologie und Allergologie der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen aus den Jahren 2000-2008 zur
Verfugung. Von den Paraffinblocken wurde jeweils eine Hematoxylin &
Eosin (H&E) Farbung und ein ungefarbter 10 ym Schnitt angefertigt, von
dem anschlielend das lymphohistiozytare Infiltrat mikrodisseziert und aus
dem Mikrodissektat in der Folge die DNA extrahiert wurde. Nach Entparaf-
finierung wurden alle Gewebeproben bei 55 °C mittels Proteinase K voll-
standig lysiert und verdaut. AnschlieRend wurde das DNA-Lysat mittels

PCR auf Vorhandensein des beta-Globin-Rezeptors untersucht, um so die
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erfolgreiche Extraktion amplifizierbarer DNA zu beweisen. Von den 84 Pa-
tientenproben waren 6 Proben in der beta-Globin-PCR negativ und wur-

den somit nicht in die weitere Studie einbezogen.

2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Beim Primerpaar fur Leishmanien wurde eine einfache PCR, mit den Ubri-
gen Primerpaaren wurden eine erste und eine zweite Re-PCR durchge-
fuhrt. Das PCR-Endvolumen betrug 20 ul. Die PCR lauft prinzipiell in 3
Schritten ab. Zuerst wird die DNA denaturiert, danach folgt ein Annealing-
schritt, der die Primer an die Zielsequenz der nun einzelstrangigen DNA
anlagern lasst. AnschlieBend kommt es zur Elongation der DNA-
Abschnitte mittels Polymerase-vermitteltem Anbau von Nukleotiden an die
Primersequenzen.

Die folgende Tabelle zeigt die Programmierung des Thermalcyclers.

Zeit Temperatur (°C) Schritt

2 min 95 1. initiale Denaturierung
45 sec 95 2. Denaturierung

30 sec Tm-5 60 3. Annealing

30 sec 72 4. Elongation

7 min 72 5. finale Elongation

Tab. 6: Programmierung des Thermalcyclers

Die Schritte 2.-4. wurden 45 Mal wiederholt.
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2.3.1 Verwendete Materialien und Gerate

Die zur Durchfihrung der PCR verwendeten Materialien sind in der fol-

genden Tabelle aufgeflhrt.

ThermoCycler TGradient

PCR-Tubes (0,2 ml und 0,5 ml)

Pipetten BioHit (0,5-10 pl, 10—
100 pl, 100-100 pl)
Pipettenspitzen (10 ul, 100 pl,
1000 pl)

Kahlblocke

Minizentrifuge

Tischzentrifuge Biofuge 13

Centrifuge 5415C

Vortexgerat Vortex Genie 2

Biometra GmbH, Goéttingen

PEQLAB Biotechnologies GmbH,

Erlangen

Biozym Scientific GmbH

Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe

Eppendorf, Hamburg

NeolLab, Heidelberg

Heraeus Sepatech

Eppendorf, Hamburg

Bender&Hobein AG, Zirich,
Schweiz

Tab. 7: zur PCR verwendete Materialien

2.3.2 Reagenzien

Das Mastermixvolumen wurde auf 18 pl/Probe festgesetzt und nach fol-

gendem Protokoll erstellt:
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Mg2* (3,0 mM) 5,0 L

Primer (0,15 pM/uL) 1,0 uL
dNTPs (100 mM) 0,8 L
H20 9,2 uL

Tag-Polymerase(1:3) 2,0 uL

Tab. 8: Menge der fiir den Mastermix verwendeten Reagenzien

2.3.2.1 Primer

FUr das Merkelzell-Polyomavirus (MCV) wurde ein Produkt mit 138 Ba-
senpaaren (MCV138) verwendet (MCV138 forward: 5"
GGTTAGAGATGCTGGAAATGACC-3% MCV138 reverse 5-
CAAATAAGCAGCAGTACCAGGC-3'). Als Primerprodukt far atypische
Mykobakterien wurde Hsp65 gewahlt, ein Produkt mit einer Fragmentgro-
Re von 208 bp (foward 5-CGGCGCCAACCCGCTCGG-3', reverse 5*-
CTCCTCGACGGTGATGAC-3') sowie der Primer Borrelia burgdorferi mit
einer Fragmentgrolle von 171 bp bei Borrelien (Bb-1 forward 5*
TTGCAGAATTTGATAAAGTTGG-3, Bb-2 reverse 5=
AAAACGAAGATACTAAATCTGTAATTGC-3'). Fur die Leishmanienkontrol-
le wurde der Primer Leishmania kinetoplast DNA minicircle mit einer
Fragmentgrolie von 117 bp (Leish-13A forward 5"
GTGGGGGAGGGGCGTTCT-3, Leish-13B reverse 5%
ATTTTACACCAACCCCCAGTT-3') und fur Rickettsien der Primer Rickett-
sia sp. Citrate synthase gene (gltA) all rickettsiae mit einer Fragmentgrofie
von 194 bp (Rick-1 forward 5“CGGGGCTAATGAAGTGGTAAT-3', Rick-2
reverse 5~"GCAAAGAAGTATTAAAGGAACTCG-3’) gewahlt.
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2.3.2.2 Polymerase

Als Enzym wurde die atTaq Polymerase der Firma Euroclone verwendet.
Die atTaq Hot Start Polymerase enthalt die atTag DNA Polymerase und ist
an einen Antikorper gebunden, der die Polymerase-Aktivitat zunachst blo-
ckiert. Wahrend des ersten Denaturierungsschritts bei 94-95 °C wird die
Polymerase-Aktivitat wiederhergestellt. Diese Eigenschaft erlaubt eine
Hot-Start PCR, bei der unterhalb von 70 °C in der Aufwarmphase keine
unspezifischen Produkte gebildet werden. Die atTaq Hot Start Polymerase

weist eine 5'—=3' Exonuklease-Aktivitat auf.

2.3.2.3 Positive und negative Kontrolle

Um die Verlasslichkeit der PCR zu gewahrleisten, wurden bei jeder Ampli-
fikationsserie eine Positiv- und eine Negativkontrolle integriert. Fur die Ne-
gativkontrollen wurde dem Mastermix Wasser anstelle von DNA beigefuigt.
Die Positivkontrolle ist ein dem jeweiligen Erreger entsprechendes DNA-

Fragment und tragt dazu bei, falsch-negative Ergebnisse auszuschliel3en.

2.4 Auswertung des PCR-Ergebnisses

2.4.1 Bioanalyzer

Die Auswertung des PCR-Ergebnisses erfolgte mittels Bioanalyzer. Das
Gerat erganzt die konventionelle Gelelektrophorese von DNA-Amplifikaten
durch Lab-on-Chip-Technologie und erlaubt eine automatisierte semiquan-
titative Analyse der Lange der Amplifikate. Das System basiert auf Mikro-
fluidtechnik (1). Die verwendeten Materialien sind in der folgenden Tabelle

aufgefuhrt.
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2.4.2 Materialien und Software (Bioanalyzer)

Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies
Chip Priming Station Agilent Technologies
Chip Vortexer IKA Modell Ms2-s8/MsS2-S9  Agilent Technologies
Agilent 2100 Expert Software Agilent Technologies

DNA Series Il Kit (25—1000 bp) Agilent Technologies

LotNo: LJ15BK05

Agilent DNA 1000 Kit (reorder number 5067-1504)
DNA Chips DNA 1000 Reagents (reorder number 5067-1505)

25 DNA Chips (yellow) DNA 1000 Ladder

1 Electrode Cleaner = (green) DNA 1000 Markers 15/1500 bp (2 vials)

Syringe Kit (blue) DNA Dye Concentrate*(1 vial)

1 Syringe (red) DNA Gel Matrix (3 vials)

3 Spin Filters (1)
Pipette BioHit (0,5—-10 ul) Biozym Scientific GmbH
Centrifuge 5415C Eppendorf, Hamburg
Vortex-Gerat VF2 Janke&Kunkel IKA Labor-

technik

Tab. 9: Verwendete Materialien zur Auswertung am Bioanalyzer

Ein Bioanalyzer-Chip erlaubt die simultane Auswertung von 10 Proben.
Hierflr werden die daflir vorgesehenen Gelkammern eines Chips nach An-
leitung mit jeweils 9 pl des Gel-Dye-Mixes befullt. Anschlielend werden

5 yl des DNA-Marker-Gemisches, 1 ul des DNA-Langenstandards sowie
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1 ul des jeweiligen PCR-Amplifikats in die dafir vorgesehenen Kammern
pipettiert. Der beladene Chip wurde eine Minute bei 2000 rpm gevortext
und dann in den Bioanalyzer gesetzt. Nach Programmdurchlauf kdnnen
die positiven Proben identifiziert werden. Diese wurden zur Uberpriifung

des Ergebnisses sequenziert.

2.4.3 Agarosegelelektrophorese

Zur Auswertung der PCR-Produkte der Testreihe Leishmanien wurde eine
konventionelle Agarosegelelektrophorese eingesetzt. Zur Herstellung des
Agarosegels wurden 1,5 g des Agarosegels (Serva) mit 100 ml TBE-Puffer
in einem Erlenmeyerkolben vermischt und so 1,5%iges Agarosegel herge-
stellt. Das Gel wurde zum Aufkochen gebracht und anschlief3end fir 30 bis
40 Minuten zum Erkalten in die vorbereitete Agarosegelkammer gefilit.
Nach vollstandigem Erkalten des nun festen Gels wurde die Agarosegel-
kammer mit TBE-Puffer aufgefullt. Von den bereits anzentrifugierten PCR-
Produkten wurden 10 ul abgemessen und mit jeweils 1 ul Blue Juice in ei-
nem 0,5 ul Tube vermengt und zentrifugiert. Die 11 pl der Produkt/Blue
Juice-Mischung wurden in die daflir vorgesehenen Kammern pipettiert; zu
jeder 10er-Serie wurde zur spateren Auswertung ein Langenstandard in
die entsprechende Reihe pipettiert. Nach vollstandigem Beflllen der Gel-
kammern wurden Anode und Kathode angeschlossen, somit das elektri-
sche Feld angelegt und das Gel bei 110 V fur eine Stunde gestartet. An-
schlielend wurde das Gel fur 20 Minuten in ein Ethidiumbromidbad gelegt
und danach in der Dunkelkammer im UV-Licht analysiert und das Ergebnis

fotografisch dokumentiert.
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2.4.4 Materialien (Agarosegel)

Die zur Herstellung des Agarosegels bendtigten Materialien sind in der fol-

genden Tabelle aufgeflhrt:

Erlenmeyerkolben 300 ml

Schott, Gber Wagner&Munz GmbH,

Munchen

Agarosegel (BestNr. 11404)

TBE-Puffer
Tris ultrapur (BestNr. A1086.1000)

Borsaure (BestNr. 15660)

Titriplex Il (BestNr.1.08418.1000)
Mikrowelle
Agarosegelkammer

(Gibco BRL Horizontal Elektrophoresis
Apparatus)

Zentrifuge 5415C

Pipette 0,510 pl

Pipette 20-200 pl

Pipettenspitzen

Serva Elektrophoresis GmbH,

Heidelberg

AppliChem GmbH, Darmstadt

Fluka, Uber Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

MERCK, Darmstadt

Bosch, uber UniEquip, Martinsried

Life Technologies

Eppendorf, Hamburg

Biozym Scientific GmbH

Pipetman/Gilson

Abimend, Langenfeld
Nerbe Plus GmbH, Winsen/Luhe
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Langenstandard 40 g 1:20 verdinnt  Invitrogen

(pX174RF DNA HAEM Il Fragments)

Blue Juice

Bromphenolblau 0,20% Sigma Chemical CO

Xylenzyanol 0,05% Sigma Chemical CO

EDTA (pH 8,0)0,1 M Gibco BRL, Life Technologies

Sucrose 40% Sigma Chemical CO

Sodium Dodecyl Sulfate 0,5% Gibco BRL, Life Technologies

0,5 ml Tubes PEQLAB Biotechnologies GmbH,
Erlangen

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Steinheim, Deutschland

Tab. 10: Verwendete Materialien zur Auswertung des PCR-Ergebnisses
mittels Gelelektrophorese

2.5 Verifizierung durch Sequenzanalyse

Zur Bestatigung der Ergebnisse der Auswertung am Bioanalyzer wurden
die als positiv gewerteten Proben zusatzlich sequenziert. Die Durchflih-
rung der DNA-Sanger-Sequenzierung war nicht Gegenstand des prakti-
schen Anteils dieser Arbeit. Die Ergebnisse werden jedoch weiter unten

dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Daten des gesamten Patientenkollektivs

Es wurden 78 Proben von 74 Patienten untersucht. Die Patientendaten
wurden nach Besonderheiten bezuglich der Lokalisation der Pseudolym-
phome, Geschlecht der Patienten, Erkrankungsalter und Infiltrattyp cha-

rakterisiert.

3.1.1 Alter

Von den 74 Patienten waren 18 junger als 40 Jahre, dies entspricht einem
Anteil von 24 % (18/74) am gesamten Kollektiv. Unter den 18 Patienten
unter 40 Jahren befanden sich ein Schulkind (8 Jahre) und ein Baby (9

Monate).

<40 Jahre | 24% (18/74)

>40 Jahre | 76% (56/74)

Tab. 11: Alter des Patientenkollektivs

3.1.2 Geschlecht

Die Geschlechterverteilung betragt 47% (Frauen): 53% (Manner). Dies
entspricht einer Anzahl von 35 Patientinnen (hier lagen einmal 2 Proben
von einer Patientin vor) und 39 Patienten (dreimal 2 Proben von einem Pa-

tienten).
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W 47% (35/74)

M 53% (39/74)

Tab. 12: Geschlechtsverteilung Patientenkollektiv

3.1.3 Lokalisation

Das Auftreten der Pseudolymphome an bestimmten Korperstellen wurde
unterteilt nach Vorliegen der Veranderung im Kopf-/Halsbereich, am Kor-
perstamm oder an den Extremitaten. 27 Gewebeproben stammten vom
Kopf oder Hals der Patienten, 34 vom Kdorperstamm und 17 von den Ext-
remitaten. Dies entspricht einer prozentualen Verteilung von 34,5% (27/78)
(Kopf/Hals), 43,5% (34/78) (Stamm) und 22% (17/78) (Extremitaten).

Lokalisation

Extremitaten
22%

Tab. 13: Lokalisation der Pseudolymphome im Patientenkollektiv
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3.1.4 Infiltrattyp

Bei den 78 histologisch untersuchten Gewebeproben lag 35 Mal ein reak-
tives Infiltrat vor (35/78; 45%), 33 Mal ein atypisches Infiltrat (33/78; 42%)
und 10 Mal ein nicht naher klassifiziertes Infiltrat (10/78; 13%).

Infiltrattyp

Tab. 14: Infiltrattyp der untersuchten Pseudolymphome

3.2 Ergebnisse der Polymerasekettenreaktion

3.2.1 Ergebnisse der PCR des gesamten

Patientenkollektivs

78 von 84 Patientenproben konnten in die Analyse zum Nachweis von Er-
regern mittels Polymerasekettenreaktion eingeschlossen werden. Bei 6
Proben fiel der beta-Globin-Test negativ aus, die Proben wurden aus dem

Kollektiv gestrichen.
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beta-Globin positiv 93 % (78/84)

beta-Globin negativ 7% (6/84)

Tab. 15: Ergebnisse des beta-Globin-Tests

Im Folgenden werden nur positive PCR-Ergebnisse besprochen. Positive
Resultate wurden durch Sanger-Sequenzanalyse Uberpruft. Der Anteil der
in der PCR, jedoch nicht in der Sequenzanalyse positiven Ergebnisse be-
tragt bei den Merkelzell-Polyomaviren 10/20 (50%), bei den atypischen
Mykobakterien 5/9 (64%), bei den Borrelien 0/2 (0%) und bei den
Leishmanien 2/3 (66%). Letztendlich von der Sequenzanalyse bestatigt
wurden von den von 74 Patienten stammenden Proben 10 positive Ergeb-
nisse fur das Merkelzell-Polyomavirus, 4 positive Falle fur Hsp65, 2 Pro-
ben brachten ein positives Ergebnis fur Borrelien und 1 Patient war positiv
fur Leishmanien. Rickettsien konnten nicht nachgewiesen werden. Es
ergab sich eine prozentuale Verteilung von 10/74 (MCV138) (13%), 4/74
(Hsp65) (5%), 2/74 (Borrelien) (3%) und 1/74 (Leishmanien) (1,3%).

MCV 13%, 10/74
Hsp65 5%, 4/74
Borrelien 3%, 2/74
Leishmanien 1,3%, 1/74
Rickettsien 0%

Tab. 16: Prozentuale Verteilung der positiven Ergebnisse
hinsichtlich der unterschiedlichen Erreger
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Dabei wurde bei einem Patienten sowohl ein positives Ergebnis fur
Leishmanien als auch fur Borrelien nachgewiesen. Demnach waren von
den 74 Patienten 59 auf keinen der gesuchten Erreger positiv. Dies ent-
spricht 78 % (59/78).

3.2.2 Ergebnisse der PCR (Merkelzell-

Polyomavirus)

Von den 78 untersuchten Patientenproben lie sich bei 20 Patientenpro-
ben (20/78) ein Amplifikat von 138 bp Lange mittels Bioanalyzer nachwei-
sen. In 58 Fallen konnte kein entsprechendes Amplifikat dargestellt wer-
den. Die Sequenzanalyse bestatigte dieses Ergebnis bei 10 der 20

Proben.

3.2.2.1 Verteilung der positiven Falle nach
Geschlecht und Alter

Bei den 10 Patienten handelt es sich um 8 Manner und 2 Frauen (80%:
20%). Das Geschlechterverhaltnis im gesamten Patientenkollektiv setzt
sich aus 39 Mannern und 35 Frauen (53%: 47%) zusammen. Von den 10
Patienten, die eine positive Bande fur das MCV aufwiesen, waren alle alter
als 40 Jahre (100%; 10/10), wahrend beim gesamten Patientenkollektiv 18
Personen (24%; 18/74) junger als 40 Jahre waren. Das Durchschnittsalter

lag bei 61 Jahren.

Geschlecht M 80% (8/10)
W 20% (2/10)

‘ Alter

<40J 0%  (0/10)
>40J 100%  (10/10)

Tab. 17: Verteilung der MCV-positiven Félle nach Geschlecht und Alter
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3.2.2.2 Verteilung der positiven Falle nach

Lokalisation und Infiltrattyp

Drei der auf MCV positiv getesteten Pseudolymphome befanden sich bei
den Patienten im Kopf-/Halsbereich (30%; 3/10) (Nasenwurzel, Augen-
braue, Stirn), drei am Korperstamm (30%; 3/10) (Rucken, Leiste und am
Rucken paravertebral) und 4 an den Extremitaten (40%; 4/10) (Oberarm,
Oberschenkel und zweimal am Unterschenkel). Im Hinblick auf den Infilt-
rattyp ergab sich eine Verteilung von 7:2:1 entsprechend 70% (7/10) reak-
tive Infiltrate, 20 % (2/10) atypische Infiltrate sowie 10% (1/10), die nicht
naher klassifiziert werden konnten (nnk) und somit histologisch keiner der
etablierten Gruppen zugeordnet werden kdénnen, die klinisch mit der Aus-
bildung von Pseudolymphomen einhergehen. Als Differentialdiagnose
konnte bei diesem Patienten eine Luesinfektion in Betracht gezogen wer-

den.

Lokalisation Kopf/Hals  30% (3/10)
Stamm 30% (3/10)
Extremitaten 40% (4/10)
Infiltrattyp Reaktiv 70% (7/10)
Atypisch 20% (2/10)
Nnk 10% (1/10)

Tab. 18: Verteilung der MCV-positiven Félle nach Lokalisation
und Infiltrattyp

In den histopathologischen Gutachten ist zweimal (2/10) ein dichtes, lym-
phozytares Infiltrat ohne auffallige Atypien der Lymphozyten beschrieben.
Bei vier Gewebeproben (4/10) liegt ein perivaskular akzentuiertes Infiltrat

mit Lymphozyten, Histiozyten und Eosinophilen vor. Zudem fallen Muzin-
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ablagerungen auf. Einmal wird eine stellenweise spongiotisch aufgelocker-
te Epidermis beschrieben, zudem kleine Erosionen im Zentrum des Prapa-
rates und ein lymphohistiozytares Infiltrat, im Randbereich zunehmend
Plasmazellen (1/10). Bei einem weiteren Biopsat wird ein dermal gelager-
tes lymphohistiozytares Infiltrat beschrieben, das sich bis in die Subkutis
nachweisen lasst (1/10). Die beiden ubrigen Biopsate zeigten ein fleckfor-

miges lymphozytares Infiltrat mit Sternhimmelmakrophagen (2/10).

3.2.2.3 Verteilung der positiven Falle nach
Ergebnissen der immunhistologischen und

molekularbiologischen Untersuchung

Die immunhistologische Untersuchung zeigte bei einem fir MCV positiven
Pseudolymphom einen B-Zell-Typ (10%; 1/10); die Lymphozyten sind po-
sitiv fur CD20 und CD79a; um die CD20-positiven Zellen herum zeigt sich
ein CD3-positives Infiltrat, ferner auch Darstellung von BCL6- und BCL2-
positiven Zellen. In einem der 10 MCV-positiven Falle lag ein Pseudolym-
phom vom T-Zell-Typ vor (10%; 1/10) mit Lymphozyten positiv fur die T-
Zell-Marker CD8, CD4, CD5, CD2, CD3; CD 7 war negativ. In acht Fallen
(80%; 8/10) waren in der immunhistologischen Untersuchung sowohl B-
als auch T-Zell-Marker positiv; somit lagen hier Pseudolymphome mit ge-
mischtem Immunphanotyp vor. Die molekularbiologische Analyse hinsicht-
lich eines Rearrangements der Gene der Gamma-Kette des T-Zell-
Rezeptors wurde bei 4 der 10 Patienten durchgefuhrt und war in allen Fal-

len negativ.
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Immunhistologie B-Zell-dominiert 10% (1/10)
T-Zell-dominiert 10% (1/10)
B-/T-Zell-gem. 80% (8/10)

Molekularbiologie TZR-Gamma negativ (4/4)

Tab. 19: Verteilung der MCV-positiven Félle nach Immunhistologie
und Molekularbiologie

3.2.3 Ergebnisse der PCR (atypische
Mykobakterien)

Von den 78 untersuchten Patientenproben lieR sich bei 4 Patienten (5%;
4/78) ein Amplifikat von 208 bp Lange mittels Bioanalyzer nachweisen. Die
Sequenzanalyse bestatigte dieses Ergebnis. Bei 74 Proben konnte kein

entsprechendes Amplifikat dargestellt werden.

3.2.3.1 Verteilung der positiven Falle nach Alter und
Geschlecht

Alle vier Patienten, bei denen atypische Mykobakterien nachgewiesen
werden konnten, waren alter als 40 Jahre (100%; 4/4). Das Durchschnitts-

alter betrug 56 Jahre.

Die Geschlechtsverteilung der fur atypische Mykobakterien positiv geteste-
ten Patienten betragt 1:1. 2 Proben wurden Mannern zugeordnet, 2 Pro-

ben stammten von Frauen.
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Geschlecht

M 50% (2/4)
W 50% (2/4)

Alter

Tab. 20: Verteilung der Hsp65-positiven Félle nach Geschlecht und Alter

<40 Jahre 0% (0/4)

>40 Jahre 100% (4/4)

3.2.3.2 Verteilung der positiven Falle nach

Lokalisation und Infiltrattyp

Bezlglich der Lokalisation der Pseudolymphome befanden sich drei Ver-
anderungen im Kopf-/Halsbereich der Patienten (75%; 3/4), im Bereich der
Ohrhelix, der Oberlippe und hochparietal, sowie ein Tumor an einer Ext-
remitat (25%, 1/4) (Kniekehle). Der Koérperstamm war in keinem der Félle
betroffen. Die histopathologische Untersuchung ergab in drei Fallen ein
atypisches Infiltrat (75%; 3/4), und in einem der 4 Falle, in denen DNA von

atypischen Mykobakterien nachgewiesen werden konnte, lag ein nicht na-

her klassifizierbares Infiltrat vor (25%; 1/4).

Tab. 21: Verteilung der Hsp65-positiven Félle nach Lokalisation
und Infiltrattyp

Das dermatohistopathologische Gutachten berichtet in einem Fall Gber ein

leicht verbreitertes Epidermisband, ein lymphohistiozytares Infiltrat der

Lokalisation Kopf/Hals 75% (3/4)
Stamm 0% (0/4)
Extremitaten 25% (1/4)
Infiltrattyp Reaktiv 0% (0/4)
Atypisch 75% (3/4)
Nnk 25% (1/4)
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Dermis, das fokal mit einer Nekrobiose von kollagenem Bindegewebe ein-
hergeht. Bei starker Vergro3erung zeigten sich mitunter auch Kernatypien.
Bei dem hochparietal lokalisierten Pseudolymphom zeigte sich wiederum
ein dichtes lymphohistiozytares Infiltrat im Bereich des Koriums mit Ausbil-
dung von Keimzentren; Lymphozyten zeigten zum Teil gekerbte Kernfor-
men. Auch das Pseudolymphom der Oberlippe zeigte histologisch ein
dichtes lymphohistiozytares Infiltrat und Lymphozyten mit zum Teil gekerb-
ten Kernformen. Bei der vierten Hsp65-positiven Probe zeigte das histolo-
gische Gutachten ein Infiltrat aus Lymphozyten, histiozytaren Zellen und

Plasmazellen ohne wesentliche zellulare Atypien.

3.2.3.3 Verteilung der Hsp65-positiven Falle nach
Ergebnissen der immunhistologischen und

molekularbiologischen Untersuchung

Von den vier untersuchten Pseudolymphomen wies eines (1/4) einen vor-
herrschenden T-Immunphanotyp und zwei (2/4) einen gemischten B-/T-
Immunphanotyp auf. Vom vierten Hsp65-positiven Pseudolymphom lag
keine immunhistologische Untersuchung des Gewebes vor, somit ist hier
keine Typisierung bekannt. In der immunhistologischen Untersuchung des
Pseudolymphoms vom T-Zell-Typ waren die Lymphozyten meist positiv fur
CD3, CD7 und CD4 und mit partiellem Antigenverlust fir CD5; ein kleine-
rer Anteil war positiv fur CD8 und vereinzelt CD30. Bei den zwei kombi-
nierten B-/T-Zell-Pseudolymphomen waren die Infiltrate sowohl mit den B-
Zell-Markern CD79a, CD20 farbbar als auch mit CD2, CD3, CD4; etwas
geringer waren sie auch fur CD5, CD7 und CD8 darzustellen. In beiden
Fallen war CD30 negativ sowie keine kappa/lambda-Leichtkettenrestriktion
nachweisbar. Eine molekularbiologische Untersuchung wurde in zwei der
vier positiven Falle durch das Pathologische Institut durchgefihrt. In einem
Fall war das Ergebnis fur die TZR-gamma-Gene negativ, im zweiten Fall

die Untersuchung auf eine kappa/lambda-Leichtkettenrestriktion ebenfalls
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negativ. In zwei der vier Falle lagen keine molekularbiologischen Untersu-
chungsergebnisse vor. Die im Anschluss an die PCR durchgefuhrte Se-
quenzanalyse wies vier der bekannten Unterarten atypischer Mykobakte-
rien (MOTT = mycobacteria other than tuberculosis) nach, Mykobakterium
monocensae, Mykobakterium neglectum, Mykobakterium sp. und My-

kobakterium insubricum.

Immunhistologie B-Zell-Reihe 0% (0/4)
T-Zell-Reihe 25% (1/4)
B-/T-Zell-lR.  50% (2/4)
Molekularbiologie TZR-gamma negativ (1/4)
kappal/lambda-neg. (1/4)
Keine Ergebnisse (2/14)

Tab. 22: Verteilung der 4 Hsp65-positiven Félle nach Immunhistologie
und Molekularbiologie

3.2.4 Ergebnisse der Borrelien-

Polymerasekettenreaktion

Entsprechend der positiven Kontrollreaktion konnte von den 78 untersuch-
ten Proben 2 Mal (3%; 2/78) ein Amplifikat von 171 bp Lange nachgewie-
sen und durch die Sequenzanalyse bestatigt werden. In beiden Fallen
wurde in der DNA-Sequenzierung die Borrelienart Borrelia afzelii nachge-

wiesen.
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3.2.4.1 Verteilung der positiven Félle nach Alter und

Geschlecht

Bei den beiden Patienten, bei denen sich eine Borrelieninfektion durch
PCR bestatigen liel3, war ein Patient alter als 40 Jahre (50%; 1/2). Beim
zweiten positiven Fall handelt es sich um Schulkind im Alter von 8 Jahren.
Es handelt sich bei den zwei positiven Fallen um einen weiblichen und ei-

nen mannlichen Patienten.

Geschlecht M 1
w 1
Alter <40 Jahre 1
>40 Jahre 1

Tab. 23: Verteilung der Borrelia burgdorferi-positiven Félle nach
Geschlecht und Alter

3.2.4.2 Verteilung der positiven Falle nach

Lokalisation und Infiltrattyp

Bei den Pseudolymphomen, in deren Zusammenhang eine Borrelieninfek-
tion nachgewiesen werden konnte, befand sich in einem Fall die Lasion an
der Oberlippe des Patienten (Kopf-/Halsbereich 50%; 1/2), im zweiten Fall
am Skrotum (50%; 1/2). Das skrotal lokalisierte Pseudolymphom wies his-
tologisch ein reaktives Infiltrat auf (50%; 1/2), das an der Oberlippe lokali-
sierte ein atypisches Infiltrat (50%; 1/2).
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Lokalisation Kopf/Hals (Oberlippe) 1
Stamm (Skrotum) 1
Extremitaten 0

—

Infiltrattyp Reaktiv
Atypisch
Nnk 0

—

Tab. 24: Verteilung der Borrelia burgdorferi-positiven Félle nach
Lokalisation und Infiltrattyp

Die Histologie berichtet im Fall des an der Oberlippe lokalisierten Pseu-
dolymphoms Uber ein dichtes lymphozytares, die quergestreifte Muskula-
tur durchdringendes Infiltrat der Dermis; Lymphozyten zeigen zum Teil ge-
kerbte Kernformen, fokal Nachweis von Plasmazellen. Der Befund ist
vereinbar mit einem atypischen Infiltrat. Die zweite positive Probe zeigt
histologisch ein nodulares, lymphohistiozytares Infiltrat mit angedeuteten
Keimzentren, maRiggradige Pleomorphien der Lymphozyten, vereinzelte
eosinophile Granulozyten, Plasmazellen und Sternhimmelmakrophagen.

Der Befund ist vereinbar mit einem reaktiven Infiltrat.

3.2.4.3 Verteilung der positiven Félle nach
Ergebnissen der immunhistologischen und

molekularbiologischen Untersuchung

Bei den beiden Pseudolymphomen, bei denen in der PCR eine Borreli-
eninfektion nachgewiesen wurde, konnten in der immunhistologischen Un-
tersuchung in einem Fall sowohl Zellen der B-Zell-Reihe als auch der T-
Zell-Reihe nachgewiesen werden; im zweiten Fall liegt ein Pseudolym-
phom der B-Zell-Reihe vor. Im atypischen Infiltrat zeigten sich die Lym-
phozyten positiv zum Teil fur CD79a und CD 20, zum Teil fur CD2, CD3,
CD4, CD5, CD7. Andere Lymphozytome waren positiv fur CD2, CD3,
CD4, CD5, CD7 und CD8. Immunhistochemisch war keine Leichtketten-
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restriktion nachweisbar. Im Fall des reaktiven Infiltrats farbte sich der
Uuberwiegende Anteil der Lymphozyten fur CD20 positiv, fur CD3 ein deut-
lich geringerer Anteil. BCL2 farbte die Keimzentren und BCL6 die umge-
benden Lymphozyten, die Histopathologie lie® somit auf ein Pseudolym-
phom der B-Zell-Reihe schlieRen. Eine molekularbiologische
Untersuchung wurde bei keiner der Gewebeproben durchgefuhrt, es lie-

gen keine entsprechenden Ergebnisse vor.

Immunhistologie B-Zell-Reihe
T-Zell-Reihe
B-/T-Zell-R.
Molekularbiologie —

(@ QSN

—

Tab. 25: Verteilung der Borrelia burgdorferi-positiven Félle nach
der Immunhistologie

3.2.5 Ergebnisse der Polymerasekettenreaktion
(Leishmanien)

Von den 78 Proben konnte in einem Fall (1,3%; 1/78) ein der positiven
Kontrollreaktion entsprechendes Amplifikat von 117 bp Lange in der Gel-
elektrophorese nachgewiesen und in der Sequenzanalyse durch Nach-
weis von Leishmania infantum bestatigt werden. Bei dem positiven Ergeb-
nis handelt es sich um den bereits 2007 von Flaig et al. (9) publizierten
Fall eines in Zusammenhang mit Leishmanien aufgetretenen Pseudolym-

phoms der Haut.

Bei der positiven Patientenprobe handelt es sich um eine 66-jahrige Pati-
entin. In der Histologie konnten morphologisch keine Pathogene, insbe-

sondere auch keine Amastigoten nachgewiesen werden (9). Das Pseu-
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dolymphom, bei dem ein Zusammenhang mit der auch in der PCR nach-
gewiesenen Leishmanieninfektion besteht, war im Kopf-/Hals-Bereich der
Patientin lokalisiert, betroffen ist das linke Ohrlappchen. Die Patientin hatte
eine spontan auftretende Schwellung wahrgenommen, die stetig an Grolke
zunahm. Klinisch zeigte sich ein livid-roter Knoten. Es liegt ein nicht naher
klassifiziertes Infiltrat vor. Das Ergebnis der immunhistologischen Untersu-
chung ergab das Vorliegen eines kombinierten B-/T-Zell-Pseudo-
lymphoms. Sowohl B-Zell-Marker als auch T-Zell-Marker farbten in der
entsprechenden Untersuchung Zellen positiv. Das lymphozytare Infiltrat
war zum Teil positiv fur CD20 und CD79a, CD4-positive Lymphozyten wa-
ren haufiger als CD8-positive. Immunhistochemisch war keine Leichtket-
tenrestriktion nachweisbar, BCL-6 war negativ. Molekularbiologische Er-
gebnisse brachten keinen Nachweis eines klonalen Rearrangements der

T- oder B-Zell-Rezeptorgene. Die Sequenzanalyse wies Leishmania infan-

tum nach.
Geschlecht W
Alter >40 Jahre
Lokalisation Kopf/Hals (Ohrlappchen)
Infiltrattyp Nnk
Immunhistologie B-/T-Zell-Reihe

Tab. 26: Charakteristika des Leishmania-positiven Pseudolymphoms
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3.2.6 Ergebnisse der Polymerasekettenreaktion
(Rickettsien)

Bei keiner der 78 untersuchten Patientenproben konnte ein einer Rickett-
sieninfektion entsprechendes Amplifikat von 194 bp Lange dargestellt

werden (0/78). Alle untersuchten Proben waren negativ.

3.3 Positiv- und Negativ-Kontrollreaktionen der

Polymerasekettenreaktion

Ausgewertet wurden nur Versuchsreihen, bei denen folgende Bedingun-
gen erflllt wurden:

* bei der Negativkontrolle, bei der Wasser (H20) anstelle von DNA in

den PCR-Ansatz zugesetzt wurde, kam es zu keiner Amplifikation,

ein Amplifikat konnte mittels Bioanalyzer bzw. Gelelektrophorese

nicht dargestellt werden.

* Bei der positiven Probe, bei der dem PCR-Ansatz eine Referenz-DNA
zugesetzt wurde, konnte ein Amplifikat von 138 bp Lange
(MCV138), 208 bp Lange (Hsp65), 171 bp Lange (Borrelien), 194
bp Lange (Rickettsien) mit den entsprechenden Primern in der
Auswertung mittels Bioanalyzer und das Amplifikat von 117 bp

Lange (Leishmanien) im Agarosegel visualisiert werden.

Wurden diese Bedingungen nicht erfullt, waren die Ergebnisse nicht aus-

wertbar. Der Versuch wurde wiederholt.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 78 Biopsate von 74 Patienten, die an ei-
nem Pseudolymphom erkrankt waren, mittels Polymerasekettenreaktion
auf das Vorhandensein von Borrelien-, Leishmanien-, atypische Mykobak-
terien-, Merkelzell-Polyomaviren- und Rickettsien-DNA untersucht. Im Fol-
genden wird zunachst auf die Untersuchungsmethode, die Polymerase-
kettenreaktion, deren Sensitivitat und Spezifitat sowie auf die Bedeutung
eingegangen, die dieses Verfahren im Rahmen der Pseudolymphomdiag-

nostik einnimmt.

4.1.1 Sensitivitat und Spezifitat der PCR

Die Polymerasekettenreaktion ist eine direkte Nachweismethode fir spezi-
fische DNA-Sequenzen, die nicht nur in der Dermatohistologie ein etablier-
tes Verfahren zum Nachweis von Erregern darstellt (8). Geeignete Indika-
tionen fur den Einsatz dieses Untersuchungsverfahrens sind
beispielsweise der Verdacht auf eine Leishmaniase, eine Borreliose, eine
Mykobakteriose oder eine Herpes-simplex- bzw. Varizella-zoster-Virus-
Infektion (8). Generell handelt es sich bei der PCR um ein Verfahren mit
sehr hoher Sensitivitdt. Insofern ist von einer gewissen Zahl falsch-
positiver Ergebnisse auszugehen, gleichzeitig ist die Spezifitat eher ge-
ring. Die Spezifitdt der PCR ist wesentlich beeinflussbar tber das Design
der verwendeten Primer. Wegen der hohen Wahrscheinlichkeit falsch-
positiver Ergebnisse bei einem Assay, der primar als Screening-Test ver-
wendet wird, sollte die PCR immer durch ein Verfahren mit hoher Spezifi-
tat erganzt werden. Fur die hier vorliegende Arbeit wurde dies mit Hilfe der

direkten DNA-Sequenzanalyse realisiert. In der Sequenzanalyse wurden

46



36% (4/9) der im PCR-Verfahren positiv fur atypische Mykobakterien
(Hsp65) gewerteten Proben als spezifisch-positiv bestatigt. Bei dem
falsch-positiven Anteil von 64% (5/9) wurde in der Sequenzanalyse Rho-
dococcus erythropodis sowie Aspergillus flavus und Pseudomonas flu-
orescens nachgewiesen. Rhodococcen gehdren zu den Actinomyceten,
die mit den Mykobakterien phylogenetisch verwandt sind. Durch die ver-
wandtschaftliche Beziehung der Mykobakterien und Actinomyceten ahneln
sich ihre DNA-Sequenzen und kénnen von den Screening-Primern erkannt
und amplifiziert werden. Die Spezifitat des eingesetzten Primerpaares ist
gering, weshalb erst die Sequenzanalyse ein verlassliches Ergebnis liefern
kann. Ahnliches war bei der PCR mit den Primern fur das Merkelzell-
Polyomavirus MCV138 und den Primern fur die Leishmanien-PCR zu be-
obachten. Fur das Merkelzell-Polyomavirus wurden in der Sequenzanaly-
se 50% (10/20) der positiven PCR-Ergebnisse bestatigt, bei den Leishma-
nien 33% (1/3). Im Gegensatz dazu wurden bei den Borrelien-Primern
(Borrelia burgdorferi) 100% (2/2) der in der Polymerasekettenreaktion po-
sitiven Ergebnisse auch in der Sequenzanalyse bestatigt. Die Primer wie-
sen im Vergleich zu den anderen eine deutlich hdhere Spezifitat auf und
brachten in der primaren Diagnostik bereits ein verlasslicheres Ergebnis.
Grundsatzlich gilt die Polymerasekettenreaktion in der Dermatohistologie
als ein kostengunstiges und schnelles Verfahren zum Nachweis verschie-
dener Erreger, die Kombination mit einem zweiten Nachweisverfahren ho-
her Spezifitat ist jedoch notwendig. Colli et al., welche die Polymeraseket-
tenreaktion in ihrer Untersuchung zum Erregernachweis von Borrelia
burgdorferi heranzogen, erhielten ein Ergebnis mit einer Sensitivitat vom
67,5% fur die Polymerasekettenreaktion. Sie konnten eine Infektion in 54
von 80 Fallen nachweisen und betonten, dass auch in serologisch positi-
ven Fallen einer Borrelieninfektion das Ergebnis der Polymerasekettenre-
aktion negativ sein kann, beispielsweise aufgrund der geringen Sensitivitat
(5). Aligemein ist die Sensitivitat einer PCR von vielen Faktoren abhangig,
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wie der Zusammensetzung des Fixiermediums, dem zu amplifizierenden
Genabschnitt, den eingesetzten Primern, der verwendeten Polymerase

und der Zusammensetzung des PCR-Ansatzes.

4.1.2 PCR in der Pseudolymphomdiagnostik

Die PCR ist in der Pseudolymphomdiagnostik von besonderer Bedeutung:
einerseits, wie in unserer Untersuchung eingesetzt, zum Nachweis eines
Erregers, der ursachlich flr das reaktive lymphozytare Infiltrat sein kann,
woraus sich ein kausaler Therapieansatz ergibt. Andererseits dient die
PCR der Abgrenzung eines malignen Lymphoms, da dieses meist mit ei-
ner nachweisbaren klonalen T- oder auch B-Zell-Population einhergeht
und insofern als diagnostisches Kriterium — unter anderen — herangezo-
gen werden kann. In aller Regel werden hierflir Genabschnitte verwendet,
die die beta- oder gamma-Kette des T-Zell-Rezeptors bzw. Abschnitte der
leichten oder schweren Ketten der Immunglobuline kodieren. Zu Beden-
ken ist hierbei jedoch, dass auch in Pseudolymphomen ein klonales Rear-
rangement gefunden werden kann (10, 14). Bedeutsamer in der Pseu-
dolymphomdiagnostik ist sicherlich der Erregernachweis. Umfangreiche
Untersuchungen liegen dazu in erster Linie fur den Nachweis einer Borre-
lieninfektion vor, da dieser Zusammenhang schon langer bekannt ist und
mehrfach beschrieben wurde (5, 7, 21). In der hier durchgeflihrten Unter-
suchungsreihe wurden 100% (2/2) der von der PCR detektierten Borrelien-
Gensequenzen auch in der Sanger-Sequenzanalyse bestatigt. Bei einem
der beiden Borrelien-positiven Patienten lag bereits klinisch der Verdacht
auf eine Borrelieninfektion nahe, die durchgeflihrte Serologie war eben-
falls positiv. Serologische Untersuchungen zur Borreliendiagnostik wie der
Nachweis von Antikérpern und spezifischer Banden im Western-Blot wie-
sen auf eine floride Infektion hin. Nach dreiwéchiger Antibiotikatherapie
zeigten sich die serologischen Marker IgM und IgG ricklaufig. Beim zwei-
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ten Borrelien-positiven Patienten wies das histopathologische Gutachten
darauf hin, die Differentialdiagnose einer Borrelieninfektion einzubeziehen.
Damit wird verdeutlicht, dass die PCR in diesem Szenario ein erganzen-
des Verfahren ist, das einen Hinweis auf eine Borrelieninfektion unter-
mauern, diese jedoch nicht ganzlich ausschlieRen kann. Andererseits be-
richten Flaig et al, dass bei dem Leishmanien-assoziierten
Pseudolymphom, das auch in dieser Versuchsreihe noch einmal bestatigt
wurde, die Leishmanien-Infektion nur in der Polymerasekettenreaktion de-
tektiert werden konnte, da in der histologischen Untersuchung kein direk-
ter Erregernachweis, insbesondere keine Amastigoten, gefunden werden
konnten (9). Ahnlich berichteten Lenormand et al., dass in ihren Studien
zum Borrelien-assoziierten Lymophocytoma cutis ein Patient auch sechs
Monate nach einem Zeckenbiss serologisch Borrelien-negativ war, wohin-
gegen die PCR den eindeutigen Nachweis einer Borrelieninfektion lieferte
(21). Die mangelnde Sensitivitat der Serologie steht hier somit einer hohen
Sensitivitat der PCR gegentber, so dass die beiden Verfahren sich bei un-
klaren Fallen diagnostisch erganzen. Colli et al. untersuchten in ihrer Stu-
die zum Borrelia burgdorferi-assoziierten Lymphocytoma cutis 106 Patien-
ten, davon waren 67,5% PCR-positiv (5). Sie erwahnten dabei eine
eingeschrankte Sensitivitat der PCR-Technik bei formalinfixierten, in Paraf-
fin eingebetteten Geweben. Einige Patienten mit positivem IgM waren
PCR-negativ, andererseits ein serologisch negativer Patient in der PCR-
Analyse positiv flr Borrelia burgdorferi. Dies unterstreicht die Bedeutung
des Konzepts sich erganzender diagnostischer Verfahren. Zum gleichen
Ergebnis kommen auch Colli et al. und resumieren, dass in endemischen
Gebieten die Integration von Serologie und PCR-Analyse wichtig ist zur
Identifikation des ursachlichen Faktors eines Lymphocytoma cutis (5). So
kommt der PCR-Diagnostik eine zentrale Rolle in der Pseudolymphomdi-
agnostik zu, einerseits im Zusammenhang mit dem Nachweis von Po-

lyklonalitat, andererseits beim Nachweis verursachender Erreger wie Bor-
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relien (3, 5, 21), Leishmanien (3, 9), Herpes simplex-Viren (3) und, wie im
Rahmen dieser Arbeit, zum Nachweis atypischer Mykobakterien, Merkel-
zell-Polyomaviren und Rickettsien. Sie sollte jedoch immer durch geeigne-
te Methoden der Mikrobiologie, der Serologie (5) und Histologie (30) er-

ganzt werden.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Analog zur kritischen Betrachtung der verwendeten Methoden erfolgt in
diesem Kapitel eine Wertung der Ergebnisse bezlglich der Haufigkeit der
positiven Ergebnisse und ihrer Bedeutung im Vergleich zu den Resultaten

anderer Studien.

4.2.1 Haufigkeit eines Erregernachweises

Bei allen 78 Gewebeproben wurde jeweils eine Polymerasekettenreaktion
zum Erregernachweis von Borrelien, Leishmanien, atypischen Mykobakte-
rien, Merkelzell-Polyomaviren und Rickettsien durchgefuhrt (n = 390). Ins-
gesamt ergab sich bei 17 der 390 Untersuchungen der Nachweis eines
der genannten Erreger. Fur das Merkelzell-Polyomavirus waren 10 Proben
positiv, fur atypische Mykobakterien 4 Proben, fur Borrelien 2 Proben und
bei einem Patienten lie® sich eine Leishmanieninfektion nachweisen. Ri-
ckettsien konnten in keiner der Proben nachgewiesen werden. 10 Patien-
ten, bei denen das Merkelzell-Polyomavirus nachgewiesen werden konn-
te, entsprechen 13% (10/78) des gesamten Patientenkollektivs. In der
Literatur wird von einem Nachweis von Merkelzell-Polyomaviren bei nicht
am Merkelzellkarzinom (MCC) erkrankten Personen berichtet, und zwar in
bis zu 16% der Falle bei Proben von nicht MCC-assoziierten Hauttumoren
(10/61) und bis zu 24% bei klinisch und histologisch unauffalligen Hautbi-

opsien (8/34) — wobei der Erreger speziell an der Stirn- und Augenbrauen-
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region besonders haufig nachweisbar ist (62%) (31). Von den zehn Patien-
ten war bei einem das Pseudolymphom in der Augenbrauenregion lokali-
siert, bei einem an der Stirn (20%, 2/10). Alle zehn Patienten waren alter
als 40 Jahre; das gehaufte Auftreten von Pseudolymphomen in der zwei-
ten Lebenshalfte spiegelt sich allerdings auch im gesamten Patientenkol-
lektiv wider, in dem 76% der Patienten alter als 40 Jahre waren (56/74).
Daher kann hier nicht auf einen atiologischen Zusammenhang mit dem
Merkelzell-Polyomavirus geschlossen werden, vielmehr ist dies als Aus-
druck einer altersabhangigen Durchseuchung der Bevolkerung und damit
auch unseres Patientenkollektivs zu werten. 80% (8/10) der MCV-
positiven Pseudolymphome waren kombinierte B-/T-Zell-Pseudo-
lymphome, und bei 40% (4/10) zeigten sich histologisch perivaskular ak-
zentuierte Infiltrate mit Muzinablagerung. Bei 5% (4/74) konnten atypische
Mykobakterien nachgewiesen werden, bei 3% (2/74) Borrelien und bei
1,6% (1/74) Leishmanien. Insgesamt ergibt dies bei 23% (17/74) des ge-
samten Patientenkollektivs, bei denen einer der gesuchten Erreger nach-
gewiesen werden konnte, den Verdacht, dass als mogliche Ursache des
Pseudolymphoms eine Infektion angesehen werden kdnnte. Das Auftreten
eines Pseudolymphoms wird in der Literatur mehrfach in Zusammenhang
mit einer Infektion gebracht. Bekannt sind Zusammenhange mit dem Erre-
ger der Syphilis, Treponema pallidum (23), dem Herpes simplex- bzw. Va-
rizella-zoster-Virus (3, 11), Borrelien (5, 21) und Leishmanien (3, 9, 33).
Der von Flaig et al. beschriebene Zusammenhang mit einer Leishmani-
eninfektion konnte in dieser Untersuchungsreihe bestatigt werden. Weitere
Zusammenhange im Auftreten von Pseudolymphomen in Verbindung mit
einer Leishmanieninfektion konnten Yavuzer et al. (33) nachweisen. Wei-
tere Zusammenhange mit Leishmanieninfektionen konnten in diesem Pa-
tientenkollektiv nicht nachgewiesen werden. Das Hauptvorkommen der als
Ubertrager der Leishmaniose bekannten Sandmiicke liegt nicht in Mittel-
europa; ihr Verbreitungsgebiet in Europa erstreckt sich Uber den gesamten
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Mittelmeerraum und reicht bis an die Alpen (13) heran. Aufgrund zuneh-
mender Reiseaktivitat der Bevolkerung und klimatischen Veranderungen
muss diesbezuglich zukunftig mit héheren Inzidenzen gerechnet werden.
Auch der bereits haufig in der Literatur erwahnte Zusammenhang des
Pseudolymphoms mit einer Borrelieninfektion (5, 7, 21, 26) konnte besta-
tigt werden. Eine Infektion mit B. afzelii konnte bei zwei der 74 Patienten
eindeutig durch die Polymerasekettenreaktion nachgewiesen werden.
Eben dieser Erreger wurde bereits als die Borrelia burgdorferi-Subspezies
beschrieben, die am haufigsten in Verbindung mit einem ,borrelial lympho-
cytoma cutis“ nachgewiesen wird (19). Zusammenhange eines Pseu-
dolymphoms mit Rickettsien, atypischen Mykobakterien oder Merkelzell-
Polyomaviren sind nicht beschrieben. Auch in dem hier untersuchten Pati-
entenkollektiv konnte bei keinem Patienten eine Infektion mit Rickettsien
nachgewiesen werden, so dass davon auszugehen ist, dass das Auftreten
eines Pseudolymphoms nicht im Zusammenhang mit einer Rickettsienin-
fektion steht. Atypische Mykobakterien konnten bei 5% (4/74) der Patien-
ten nachgewiesen werden; es waren keine Assoziationen bezuglich des
Alters der Patienten oder der Lokalisation der Veranderung erkennbar.
Merkelzell-Polyomaviren konnten bei 13% (10/74) nachgewiesen werden.
Diese Zahlen erscheinen im Vergleich zu den 3% (2/74) mit Borrelien-
nachweis — die bekanntermalden in eindeutigem Zusammenhang mit dem
Auftreten eines Pseudolymphoms stehen — sehr hoch, so dass grundsatz-
lich davon ausgegangen werden kann, dass atypische Mykobakterien und
Merkelzell-Polyomaviren eine Rolle beim Auftreten eines Pseudolym-
phoms der Haut spielen kdnnten. Allerdings belegen Studien, dass auch in
16% gesunder Haut Merkelzell-Polyomaviren nachweisbar sind (31), was
sich mit unserem Ergebnis deckt, so dass ein kausaler Zusammenhang
kritisch zu hinterfragen ist und ebenso als Zufallsbefund betrachtet werden
kann. Auch atypische Mykobakterien kdnnen nachgewiesen werden, ohne

dass Symptome vorhanden sind, da sie ubiquitar vorkommen und beim
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Gesunden meist apathogen sind (12). Andererseits kdnnen sie jedoch ku-
tane Hautveranderungen mit Granulombildung und granulozytenreichen,
gemischtzelligen Infiltraten verursachen (17), so dass hier ein Zusammen-
hang mit den klinisch auftretenden Pseudolymphomen, wie in unserem
Patientenkollektiv, moglich ist. Insgesamt lasst diese Arbeit auch erken-
nen, dass haufige humanpathogene Erreger vermutlich nicht die Mehrzahl
der kutanen Pseudolymphome erklaren kdonnen, obwohl Infektionen mit
verschiedensten Erregern bei der Entstehung von Pseudolymphomen
nachweislich eine entscheidende Rolle spielen. In dieser Untersuchung
konnte bei 17 von 74 Patienten ein Erreger nachgewiesen werden, was

eine athiopathogenetische Relevanz nicht beweist, jedoch nahe legt.

4.2.2 Vergleich mit anderen Studien

Studien, die sich mit einem kausalen Zusammenhang von Erregern mit
dem Auftreten von Pseudolymphomen auseinandersetzen, liegen in erster
Linie zu Borrelien und der Lymphadenosis cutis benigna vor (5, 7, 21).
Diese zahlt zu den B-Zell-Pseudolymphomen und das Borrelien-
assoziierte Pseudolymphom wird in der Literatur als das klassische Pseu-
dolymphom der B-Zell-Reihe gefuhrt (5, 26). Bei den hier untersuchten
Pseudolymphomen, bei denen in der PCR-Analyse eine Borrelieninfektion
nachgewiesen und in der Sequenzanalyse bestatigt werden konnte, lag
nur in einem Fall ein B-Zell-Pseudolymphom vor. Bei dem zweiten Pseu-
dolymphom handelt es sich um ein kombiniertes B-/T-Zell-Pseudo-
lymphom. Colli et al. beschreiben die Borrelieninfektion in endemischen
Gebieten als die haufigste Ursache eines B-Zell-Pseudolymphoms (5). Im
Einzugsgebiet der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie
des Klinikums der Universitat Minchen, in der die im Rahmen dieser Ar-
beit untersuchten Patienten vorstellig wurden, ist mit einer Infektionsrate

der endemischen Zecken mit Borrelien von ca. 30% auszugehen, und es
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stellt insofern ein Risikogebiet flr eine Borrelieninfektion dar. Dennoch
konnte nur bei 2/74 Pseudolymphomen (3%) eine Borrelieninfektion als
Ursache fur das Lymphozyteninfiltrat angesehen werden. Als Pradilekti-
onsstelle flr Borrelien-assoziierte Pseudolymphome sind Brustwarzen,
Genitalbereich und Ohrlappchen beschrieben (5). Bei einem der Borrelien-
positiven Pseudolymphome befand sich die Veranderung im Genitalbe-
reich des Patienten, das andere an der Oberlippe. Lenormand et al. und
Ko et al. definieren die Gattung B. afzelii mit 30% als die haufigste Unter-
art der Borrelien, die ein ,borrelial lymphocytoma“ verursacht (19, 21). Die
zur Verifizierung durchgefuhrte Sequenzanalyse wies in beiden Fallen die
Borrelienunterart Borrelia afzelii nach. Béer et al. berichten von einer Ko-
horte mit 30 Pseudolymphomen, bei denen 17 Mal eine Insektenstichreak-
tion als die Ursache des Pseudolymphoms vermutet wurde, von funf Bor-
relieninfektionen, drei Zusammenhangen mit Medikamenteneinnahme,
zwei Manifestationen eines Lupus erythematodes tumidus, einer Herpesvi-
rusinfektion, einer Infektion mit Leishmanien und einer Nebenwirkung ei-
ner photodynamischen Therapie (3). Auch sie zeigten die Borrelien-,
Leishmanien- und Herpesinfektion Uber die Polymerasekettenreaktion. Sie
schlossen auf einen Anteil von etwa 25% der Pseudolymphome, bei de-
nen eine Erregerbeteiligung wahrscheinlich ist. In der hier untersuchten
Kohorte lasst sich dies in 23%, also bei 17 von 74 Patienten annehmen.
Neben dem von Flaig et al. (9) erstmals beschriebenen und im Rahmen
dieser Arbeit bestatigten Leishmanien-assoziierten Pseudolymphom einer
66-jahrigen Patientin, das sich immunhistochemisch als kombiniertes B-/T-
Zell-Pseudolymphom klassifizieren lief3, berichtet auch Béer et al. Uber ein
Pseudolymphom, das nach einer Leishmanieninfektion auftrat (3). Yavuzer
R et al. erwahnen eine B-Zell-Hyperplasie im Rahmen einer Leishmania
cutis (33). Diese Arbeiten bestatigen, dass Leishmanien, wie andere Erre-
ger auch, wenn auch sehr selten, als Ursache eines Pseudolymphoms
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angenommen werden kdnnen, moglicherweise haufiger als in der Literatur
berichtet.
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5 Zusammenfassung

Kutane Pseudolymphome entstehen als eine entzundliche Antwort des
Immunsystems auf einen meist unbekannten Stimulus und imitieren histo-
logisch und klinisch maligne kutane Lymphome. Ihr variables klinisches
Erscheinungsbild reicht von einzelnen derben Knoten bis zu einer Vielzahl
an erythematdsen Papeln oder Plaques (26). Histologisch unterscheidet
man B-Zell-Pseudolymphome, wie das Lymphocytoma cutis benigna, und
den inflammatorischen Pseudotumor von T-Zell-Pseudolymphomen, wie
den aktinischen Retikuloid, die lymphozytare Infiltration der Haut Jessner-
Kanof und die lymphomatoide Kontaktdermatitis, und kombinierte B- und
T-Zell-Pseudolymphome, wie die lymphozytare Arzneireaktion, bei denen
die Pradominanz einer Zellgruppe nicht erkennbar ist. Die Ursache vieler
Pseudolymphome gilt als idiopathisch; haufiger beobachtete Ursachen
sind Assoziationen zu Medikamenten, Impfungen und Infektionen (27). In
dieser Arbeit wurde eine Kohorte von 78 Proben von 74 Patienten, bei de-
nen sich klinisch und histologisch ein Pseudolymphom ergab, mittels Po-
lymerasekettenreaktion auf das Vorhandensein von Borrelien-, Leishma-
nien-, atypische = Mykobakterien-,  Merkelzell-Polyomaviren-  und
Rickettsien-DNA in den Biopsaten untersucht. Positive PCR-Befunde wur-
den mittels Sanger-Sequenzanalyse bestatigt. Insgesamt konnte bei 17
der 74 Patienten die DNA eines der funf getesteten Erreger nachgewiesen
werden: 10 Falle mit Nachweis von Merkelzell-Polyomavirus-DNA, 4 Falle
mit atypischer Mykobakterien-DNA, 2 Falle mit Borrelien-DNA und einmal
konnte eine Leishmanieninfektion nachgewiesen werden; Rickettsien-DNA
wurde in keinem Fall nachgewiesen. Die wesentlichen klinischen, histo-
morphologischen und molekularen Parameter und Ergebnisse der positiv

getesteten Patienten sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

56



1074 (13%)  4/74 (5%) 2/74 (3%) 1174 (1,3%)

Lokalisation

Kopf/Hals 3 (4%) 3 (4%) 1(1,3%) 1(1,3%)
Stamm 3 (4%) 0 1(1,3%) 0
Extremitaten 4 (5%) 1(1,3%) 0 0

Geschlecht
W 2 (2,7%) 2 (2,7%) 1(1,3%) 1(1,3%)
M 8 (11%) 2 (2,7%) 1(1,3%) 0

0 0 1(1,3%)(8J.5) O
10 (13%) 4 (100%) 1(1,3%) 1(1,3%)

Infiltrattyp

Reak. 7 (9,5%) 0 1(1,3%) 0

Atyp. 2 (2,7%) 3 (4%) 1(1,3%) 0

Nnk. 1(1,3%) 1(1,3%) 0 1(1,3%)

Immunphéanotyp

B-Zell- 1(1,3%) 0 0 0
T-Zell- 1(1,3%) 1(1,3%) 0 0
B/T-Zell- 8 (11%) 2 (2,7%) 2 (2,7%) 1(1,3%)

Tab. 27: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich in dieser Arbeit die
PCR als wichtige Untersuchungsmethode in der differentialdiagnostischen
Abklarung von kutanen Pseudolymphomen bestatigte, einerseits als
Hilfsmittel in der Abgrenzung zu ,echten® malignen Lymphomen der Haut,
andererseits als sensitive Methode zum Nachweis verschiedener potentiell
das Pseudolymphom verursachender Erreger. Die in der Literatur be-

schriebenen Assoziationen von Borrelien (5, 7, 21) und Leishmanien (3, 9,
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33) mit der Entstehung eines Pseudolymphoms konnten bestatigt und an

einer hohen Fallzahl quantifiziert werden.

Hinweise flur eine atiopathologische Bedeutung von Rickettsien bei der
Entstehung kutaner Pseudolymphome konnten im untersuchten Kollektiv

nicht gefunden werden.

Viermal (5%, 4/74) konnte DNA atypischer Mykobakterien und zehnmal
(13%, 10/74) Merkelzell-Polyomavirus-DNA nachgewiesen werden. Die

pathogenetische Relevanz dieser Ergebnisse ist unklar.

Die Ergebnisse bestatigen, dass verschiedenste Erreger eine Rolle bei der
Entstehung eines Pseudolymphoms spielen kdnnen. In der Literatur wird
von einem Anteil von etwa 25% (3) berichtet, und die gleiche Grolienord-
nung ergab sich auch in der vorliegenden Arbeit, bei der bei 23% der Falle

ein Nachweis von Erreger-DNA gelang.
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