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Zusammenfassung

Hintergrund Unter dem Begriff Mastozytose wird eine heterogene Gruppe von Erkrankungen
zusammengefasst, bei denen es zu einer Vermehrung und Ansammlung von Mastzellen in
einem oder mehreren Organsystemen kommt. Man unterscheidet rein kutane Formen von
systemischen Formen, die mit oder ohne Hautbeteiligung einhergehen kénnen. Wéhrend fur
die Diagnosestellung einer systemischen Mastozytose aus den Befunden einer Knochen-
marksbiopsie klar definierte Kriterien durch die WHO festgelegt wurden, existieren fir die
Diagnose einer Mastozytose der Haut (engl. Mastocytosis in the skin = MIS) bislang keine
vergleichbar belastbaren Diagnosekriterien. Da auch im Rahmen anderer Hauterkrankungen
vermehrt Mastzellen vorkommen kénnen, ist die histologische Diagnosestellung einer MIS
haufig nicht eindeutig méglich. Ziel dieser Studie war es daher, spezifische Diagnosekriterien
fir MIS im Vergleich zu anderen Hauterkrankungen, die zu Mastzellhyperplasie fiihren kénnen,
zu definieren.

Material und Methoden 41 MIS-Falle, 36 Kontrollfalle (Urtikaria, Ekzem, Pruritus sine materia,
unspezifisch veranderte, Gberschiissige Haut aus dermatologischen Operationen) und 17 Falle
mit bislang unklarer Diagnose wurden immunhistochemisch aufgearbeitet und mikroskopisch
ausgewertet. Dabei wurden Marker fir Mastzellen (CD117, Tryptase), atypische Mastzellen
(CD2,CD25,CD30), lymphozytare Zellen (CD3, CD4, CD8, CD20, CD79a) sowie CD45, CD68
und CD14 (Monozyten, Makrophagen, Langerhanszellen, dendritische Zellen) verwendet.
Nach einer ersten vorlaufigen Auswertung wurden die als besonders relevant erscheinenden
Marker CD117, Tryptase, CD2, CD25 und CD3 ausgewahlt. Ergadnzend wurden die Proben
mittels quantitativer real-time PCR (qPCR) auf das Vorkommen der flir Mastozytose typischen
KIT D816V Mutation untersucht.

Ergebnisse Folgende Kriterien zur Diagnostik von MIS stellten sich als besonders relevant
heraus: Mastzelldichte in den subepidermalen 300 pm der Haut (Cut-off 140 MZ/mm? mit
Spezifitédt von 97,2%), mittlere bis starke basale Hyperpigmentierung der Epidermis und in-
terstitielles Vorkommen von Mastzellen bzw. Vorliegen von Mastzellclustern. Das Vorkommen
von T-Zellen im Infiltrat ist haufig, aber unspezifisch. Die Durchfiihrung der KIT D816V Mutati-
onsanalyse ist eine sinnvolle Erganzung der Diagnostik, falls durch das klinische Bild und die
Histopathologie keine eindeutige Diagnose gestellt werden kann. Aus der Gruppe mit bislang
unklarer Diagnose konnten wir mit unseren neuen histologischen Kriterien 52,9% einer der
Kategorien MIS oder nicht-MIS zuordnen. Weitere 29,4% konnten durch die KIT Mutation
eingeteilt werden.

Schlussfolgerung Der in dieser Studie erarbeitete diagnostische Algorithmus ist in der Iden-
tifikation von MIS deutlich zuverlassiger im Vergleich zu den bisherigen Diagnosekriterien
mit Majorkriterium , Typische Hautveranderungen oder Darier-Zeichen positiv bei Ausschluss
anderer Hauterkrankungen® und den beiden Minorkriterien ,monomorphes MZ-Infiltrat mit
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> 20 MZ/HPF oder Cluster > 15 MZ* bzw. ,Vorliegen einer KIT D816V Mutation*.
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1. Einleitung

1.1. Mastzellen und Mastzellerkrankungen

1.1.1. Entdeckung von Mastzellen

.Bei chronischen Entziindungen findet man ausserordentlich [sic!] haufig eine
bedeutende Vermehrung der granulirten [sic!] Zellen. [...]Sehr bald zeigte sich,
dass das vermehrte Auftreten dieser Zellen sich nicht allein an die chronische
Entziindung bindet, sondern Gberhaupt ein Attribut eines local [sic!] gesteiger-
ten Erndhrungszustandes ist, der bald durch chronische Entziindungen, bald
durch Stauung (braune Lungeninduration), bald durch Neubildung (besonders
Carcinome) hervorgerufen sein kann. Man kann von diesem Standpunkt aus
die granulirten [sic!] Zellen gewissermaassen [sic!] als Producte [sic!] der Mas-
tung der Bindegewebszellen ansehen und sie dem entsprechend als Mastzellen
bezeichnen.“ (Ehrlich 1879)

Mit diesen Worten pragte der berihmte Arzt und Forscher Paul Ehrlich 1879 den Namen
der ,Mastzellen“ (MZ), die er wéhrend seiner Studien zu Anilin-Férbungen in der Histologie
beschrieb. Mithilfe neu entwickelter Farbemethoden gelang es Ehrlich auch, die noch heute in
der Histologie relevante sogenannte (sog.) ,Metachromasie“ der Mastzellen darzustellen. Der
Begriff beschreibt die Eigenschaft der proteoglykanhaltigen Mastzellgranula, den basophilen,
blauen (Anilin-)Farbstoff zu binden und somit einen Farbumschlag ins Violette zu erzielen
(Ribatti 2018; Kramer u. a. 1955). Paul Ehrlich vermutete seinerzeit, dass es sich bei Mastzellen
um ortsstandige Bindegewebszellen handelt, die durch ein Uberangebot von Nahrstoffen in
der Umgebung ,gemastet* wurden. Obwohl Ehrlichs Hypothese (iber die Atiologie der Granula
und die Herkunft der Zellen heute natirlich widerlegt ist, hat sich der Begriff ,Mastzelle® in der
medizinischen Terminologie durchgesetzt und ist sogar ins Englische ibernommen worden.
(Ehrlich 1879; Siefert u.a. 1983; Blank u.a. 2013)

Wichtige pathophysiologische Funktionen der Mastzellen, insbesondere ihre Rolle bei allergi-
schen Soforttyp-Reaktionen, wurden erst einige Jahrzehnte spater erkannt. Abbildung 1 gibt
einen Uberblick {iber wichtige Meilensteine der Mastzellforschung.1937 entdeckte Holmgren H.
(1937), dass Mastzell-Granula den gerinnungshemmenden Stoff Heparin enthalten, welcher
letztendlich auch die bereits erwahnte Metachromasie bedingt (Oliver u. a. 1947). Zentraler
AnknUpfungspunkt fir die weitere Erforschung der Funktion von Mastzellen war u.a. der
Nachweis von Histamin in Mastzellen (Riley u. a. 1953) sowie die Erkenntnis, dass Histamin
und Heparin im Rahmen anaphylaktischer Reaktionen freigesetzt werden (Rocha e Silva
u.a. 1947). Dem Versténdnis des pathophysiologisch wichtigen Zusammenhangs zwischen
Immunglobulin E-Antikérpern (IgE) und Mastzellen wurde mit der Erstbeschreibung der
E-Antikérper, durch K. Ishizaka u. a. (1967) der Weg geebnet. Hier wurde IgE als ,reagierende



Erstbeschreibung
der Mastzelle als

Nachweis von

Nachweis des IgE-

~ granulierte Histamin in Rezeptors auf
Bindegewebszelle Mastzellen durch Mastzellen durch
durch Paul Ehrlich Riley et al. Tomioka et al.
1879 1953 1971
‘ | I ‘ |
>
1 ‘ | ‘ I ‘
1937 1967 1977
Nachweis von Entdeckung von Nachweis des
Heparin in IgE als neue hamatopoetischen

Mastzellen durch
Holmgren et al.

Klasse humaner
Immunglobuline
durch Ishizaka et

Ursprungs von
Mastzellen durch

Kitamura et al.

al. und Johansson
etal.

Abbildung 1 Meilensteine der Mastzellforschung Dieser Zeitstrahl zeigt wichtige Meilensteine in der Erforschung der
Pathophysiologie von Mastzellen. Quellen: Ehrlich (1879), Holmgren H. (1937), Riley u. a. (1953), Johansson u. a. (1967),
Tomioka u. a. (1971) und Kitamura, Shimada u. a. (1977) (Nennung in chronologischer Reihenfolge).

Substanz® bei Patient*innen mit einer Allergie gegen Ambrosia-Pollen nachgewiesen. Zur
gleichen Zeit entdeckten Johansson u. a. (1967) ein bislang unbekanntes Myelom-Protein
bei einem Patienten. Es zeigte sich schlieB3lich, dass dieses Protein mit dem gleichen se-
kundaren Antikdrper detektiert werden konnte, den K. Ishizaka u. a. (1967) zum Nachweis
der vE-Antikérper bei Ambrosia-Allergikern verwendet hatten. Damit war die Identifikation
eines neuen humanen Immunglobulins, IgE, gelungen. Kurze Zeit spater wurde der passende
IgE-Rezeptor, auch Fce - Rezeptor genannt, auf basophilen Granulozyten und Mastzellen
nachgewiesen (Tomioka u.a. 1971; T. Ishizaka, Sterk u.a. 1979). Die funktionelle Bedeutsam-
keit dieses Zusammenhangs wurde in den folgenden Jahren durch mehrere Verbffentlichungen
belegt, die die IgE-abhangige Degranulation von Mastzellen und basophilen Granulozyten
untersuchten (T. Ishizaka, K. Ishizaka, Johansson u. a. 1969; T. Ishizaka, Tomioka u.a. 1971;
T. Ishizaka, De Bernardo u.a. 1972; Bach u.a. 1971). Eine Beschreibung der durch IgE-
Bindung vermittelten Signalkaskade sowie ein Uberblick iiber den aktuellen Forschungsstand
zur Pathophysiologie der Mastzelle findet sich im folgenden Kapitel 1.1.2.

Weiterhin unklar war allerdings die eigentliche Herkunft der Mastzellen. Erst 1977 konnten
Kitamura, Shimada u.a. (1977) in einem Mausmodell nachweisen, dass Mastzellen aus
hamatopoetischen Vorlauferzellen entstehen. Die gleiche Arbeitsgruppe konnte weiterhin
belegen, dass Mastzellen und Granulozyten aus der gleichen pluripotenten Stammzelle
hervorgehen, Mastzellen im Vergleich zu Granulozyten allerdings in einem unreiferen Stadium
Uber den Blutstrom in periphere Organe migrieren (Kitamura, Yokoyama u.a. 1981).



1.1.2. Eigenschaften und Funktionen der Mastzelle

Nach heutigem Wissensstand handelt es sich bei Mastzellen um ubiquitédr vorkommende
Immunzellen, die wichtige Aufgaben der adaptiven und angeborenen Immunitat erfullen und
zur Funktionsfahigkeit und Homdostase zahlreicher Gewebe beitragen (Weller u.a. 2011; Rao
u.a. 2008).

Ursprung und Differenzierung

Mastzellen haben einen hdmatopoetischen Ursprung (Kitamura, Shimada u.a. 1977). Anhand
eines Patienten, der aufgrund von Leuk&mie eine allogene Knochenmarkstransplantation
erhalten hat, konnte 1994 nachgewiesen werden, dass auch menschliche Mastzellen dem
Knochenmark entstammen (Fodinger u. a. 1994). Die vollstédndige Ausdifferenzierung von Mast-
zellen erfolgt allerdings erst im Zielgewebe und ist abhangig von dem dort vorherrschenden
Mikromilieu (Kitamura, Sonoda u. a. 1985; Kitamura, Kasugai u. a. 1993; Hallgren u. a. 2007).
Mastzell-Vorlauferzellen (sog. Mastzell-Progenitor-Zellen) werden aus dem Knochenmark ins
Blut ausgeschwemmt und verteilen sich anschlieBend in unterschiedlichen peripheren Gewe-
ben. Bevorzugt siedeln sie sich dabei im Bereich der Grenzflachenorgane (z.B. Haut, Darm,
Respirationstrakt) sowie in der Umgebung von Blutgefa3en, Hautanhangsgebilden, Drisen
und glatten Muskelzellen an (Metcalfe, Baram u. a. 1997; Galli, Kalesnikoff u. a. 2005; Metcalfe
und Boyce 2006; Jamur, Moreno u. a. 2010). Unreifere Mastzell-Vorstufen, wie beispielsweise
s0g. ,mast cell committed precursors” sind hingegen (beim gesunden Menschen) nur im Kno-
chenmark zu finden (Jamur, Moreno u. a. 2010). Untersuchungen an Ratten haben ergeben,
dass residente Mastzellen eine Lebensdauer von circa zwolf Wochen haben (Kiernan 1979).
Interessanterweise scheinen diese residenten Mastzellen aber trotz ihrer Ausdifferenziertheit
sowohl die Fahigkeit zur Proliferation (Galli, Kalesnikoff u. a. 2005; Kitamura 1989; Ryan u. a.
2007) als auch zur Regranulation (Dvorak u.a. 1987; Jamur und Vugman 1988; Xiang u. a.
2001) zu besitzen.

Eine gangige Einteilung der humanen Mastzellen unterscheidet zwischen MZr¢ und MZy. Die
Abkirzungen stehen dabei flr die jeweils (vorwiegend) enthaltenen Proteasen: T = Tryptase,
C = Chymase. MZt¢ enthalten neben den beiden genannten Proteasen u.a. noch Carboxy-
peptidase A and Cathepsin G. Die beiden Mastzelltypen unterscheiden sich ebenfalls in ihrer
Verteilung im Gewebe: Wahrend MZt vor allem im Gastrointestinaltrakt und im Respirati-
onstrakt (haufig zusammen mit T-Zellen) zu finden sind, kommen MZt¢ auch in Haut und
Lymphknoten in gréBerer Zahl vor (A. A. Irani, Schechter u. a. 1986; Schwartz 2006; A. M. Irani
u.a. 1987). Diese schematische Einteilung l&sst allerdings die Tatsache ungeachtet, dass auch
Ubergangsformen zwischen den beiden Typen (Kitamura 1989) sowie andere, beispielsweise
Tryptase - und Carboxipeptidase A - positive Mastzellen, existieren. Letztere wurden z.B. bei
Patient*innen mit Asthma oder eosinophiler Osophagitis beschrieben (Dougherty u. a. 2010;
Abonia u. a. 2010).

Ein entscheidender Faktor bei der Differenzierung von Mastzellen ist, wie bereits oben er-



wahnt, das umgebende Mikromilieu. Mastzellen haben eine wichtige Rolle im Zusammenspiel
unterschiedlicher Zellen und Botenstoffe des menschlichen Immunsystems. Aus diesem
Grund besitzen sie zahlreiche Rezeptoren auf ihrer Oberflache, die durch intrazellulare Si-
gnaltransduktionskaskaden die Entwicklung, Proliferation und phénotypische Differenzierung
der Mastzelle beeinflussen kdnnen (Kitamura, Sonoda u. a. 1985; Kitamura, Kasugai u. a.
1993; Hallgren u. a. 2007). Beispielsweise fiihrt Interleukin 4 zu einem verlangerten Uberleben
und zur Reifung von Mastzellen wéhrend es gleichzeitig zu einer herabgesetzten Expression
des Stammzellfaktor-Rezeptors (SCF-R, CD 117) sowie zu einer gesteigerten Bildung von
Chymase und Expression des FceRezeptors | (FceR I) fihrt (Sillaber u.a. 1991; Yanagida
u.a. 1995; Toru, Ra u. a. 1996; Toru, Eguchi u. a. 1998). Die Kombination von Stammzellfaktor
(SCF) und Interleukin 4 (IL-4) verandert die Zytokinproduktion von Mastzellen, sodass sie
die Differenzierung von TH 2-Lymphozyten begunstigen (Lorentz u.a. 2001). Gleichzeitig
filhren einige durch T-Zellen ausgeschiittete Zytokine wiederum zu einem Uberlebenssignal
fir Mastzellen (Yanagida u. a. 1995). Weitere Zytokine und Wachstumsfaktoren, die Einfluss
auf den Mastzell-Phanotyp austben sind IL-3, Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating
Factor, IL-10, IL-9, IL-6, IL-33, Transforming Growth Factor3, Nerve Growth factor und Neuro-
throphin 3. Fir eine detaillierte Aufstellung der jeweiligen Wirkung sei auf da Silva u. a. (2014)
verwiesen.

(Patho)-Physiologie

Mastzellen Uben, vorwiegend Uber die Wirkung der durch sie freigesetzten Mediatoren, zahl-
reiche Funktionen im Bereich der Immunitédt und Gewebe-Homdostase aus. Essentiell zur
Ausubung dieser Funktionen ist daher die Aktivierung und folgende Degranulation bzw. Syn-
thetisierung bestimmer Zytokine, Chemokine, Wachstumsfakoren und Proteasen (Galli, Nakae
u.a. 2005). Die Aktivierung kann dabei auf unterschiedlichen Wegen erfolgen: Am bekanntes-
ten ist sicherlich der IgE-abhangige Weg, welcher im Rahmen der adaptiven Immunantwort,
typischerweise bei allergischen Erkrankungen vom Soforttyp (Typ 1 IgE-vermittelte Allergie),
aber beispielweise auch bei Wurmerkrankungen (Anthony u. a. 2007; Gurish u. a. 2004) statt-
findet. Die Initiierung der Signalkaskase geschieht dabei durch Bindung von Antigenen durch
IgE, das sich wiederum an den heterotetrameren, hochaffinen FceR|-Rezeptoren (Metzger
1992) anlagert. Durch Quervernetzung mehrerer IgE-Immunglobuline auf der Zellmembran
kommt es zu einer Translokation des Aggregats in sog. ,lipid rafts® (Lipid-Schollen in der
Zellmembran, die als Orte der Signaltransduktion fungieren). Dort kommt es iber mehrere
Phosphorylierungsschritte, die u.a. ITAMs (Immunoreceptor tyrosine-based activation mo-
tifs), Lyn - und Syk-Kinasen umfassen, schlieBlich zur Aktivierung der Phospholipase C, die
wiederum Uber den Inositol-3-Phosphat-Signalweg zu einer Steigerung der intrazellularen
Calcium-Konzentration fuhrt. Dies ist notwendig, damit die Exozytose der praformierten Gra-
nula in den Mastzellen stattfinden kann. Zudem werden (iber die oben skizzierten Signalwege
auch Transkriptionsfaktoren phosphoryliert und somit aktiviert, sodass die Zytokinproduktion
in den Mastzellen verstarkt wird. GleichermafBen kommt es zu einer Aktivierung der Phospholi-
pase Ag, welche Arachidonsaure als Ausgangssubstanz fir Lipidmediatoren wie Leukotriene



und Prostaglandine freisetzt (Kovarova u. a. 2001; Siraganian 2003; Benhamou u. a. 1992;
Cho u. a. 2004; Hundley u. a. 2004). Besondere Wichtigkeit fur die Aktivierung von Mastzellen
kommt dem cKIT-Rezeptor zu, welcher durch den Stammzellfaktor (engl. Stem cell factor =
SCF) aktiviert wird. Dies fuhrt u.a. Gber die Aktivierung der JAK/STAT und RAS/RAF/MAPK-
Signalwege zu einer Potenzierung der antigenabhangigen Mastzellaktivierung und férdert
Zytokinproduktion, Zelldifferenzierung und Proliferation (Hill u.a. 1996; Hundley u. a. 2004;
Gilfillan u.a. 2009). Der cKit-Rezeptor nimmt eine Schliisselrolle in der Pathogenese der
Mastozytose ein, auf die im folgenden Kapitel 1.1.3 genauer eingegangen wird.

Im Rahmen ihrer Funktion als Effektorzellen der angeborenen Immunitat kdnnen Mastzellen
aber auch IgE-unabhangig zur (selektiven) Mediatorfreisetzung gebracht werden (Dawicki
u.a. 2007; Marshall 2004). Dies kann beispielsweise Uber die Erkennung sog. Pathogen-
assoziierter molekularer Muster (engl. Pathogen associated molecular patterns = PAMPSs)
durch Mustererkennungs-Rezeptoren (engl. Pattern recognition receptors = PRRs) erfolgen
(Dawicki u. a. 2007). Ein prominentes Beispiel eines solchen PRRs sind die Toll-like-Rezepto-
ren (TLRs). Zudem verfligen Mastzellen tber Rezeptoren fiir verschiedene Komplementfakto-
ren, durch die eine weitere Verbindung zwischen angeborener Immunabwehr und Mastzellen
als Effektorzellen geschaffen wird (Marshall 2004; Woolhiser u. a. 2004). Zahlreiche ande-
re Stoffe, beispielsweise Toxine oder Medikamente, Immunkomplexe, Wachstumsfaktoren,
Neuropeptide oder Cytokine sind zudem in der Lage die Mediatorfreisetzung von Mastzel-
len zu beeinflussen (Gilfillan u. a. 2009; da Silva u. a. 2014). Vor wenigen Jahren wurde ein
neuer G-Protein gekoppelter Rezeptor, der MRGPRX2-Rezeptor, beschrieben, der fir die
IgE-unabhangigen Mechanismen der Mastzellaktivierung sehr bedeutend ist (McNeil u. a.
2015). Dieser Rezeptor vermittelt méglicherweise die bei Mastozytose-Patient*innen haufig
vorkommenden, pseudoallergischen Reaktionen, die durch eine Vielzahl kationischer Substan-
zen ausgeldst werden kénnen. In ihrer Gesamtheit werden diese Substanzen als basische
Sekretagogien bezeichnet. Dazu z&hlen u.a. Medikamente (z.B. Chloroquin) oder bestimmte
endogene Peptide (z.B. Substanz P). (McNeil u. a. 2015). Ebenso kdnnen physikalische Stimuli
zur Degranulation fihren (da Silva u. a. 2014; D. Zhang u. a. 2012).

Grundsatzlich lassen sich praformierte, in sekretorischen Granula gespeicherte Mastzell-
Mediatoren von nach Aktivierung de novo synthetisierten Mediatoren unterscheiden. Bedeuten-
de Vertreter ersterer Gruppe sind Histamin, Heparin, Tryptase, Chymase, Carboxypeptidase A,
Cathepsin G, Serotonin, verschiedene Hydrolasen, Peroxidasen und Phospholipasen. Die Frei-
setzung von Histamin durch Degranulation fihrt Ober die Wirkung an H1- und H2-Rezeptoren
in verschiedenen Organsystemen zu Typ 1-allergischen Symptomen und im Extremfall zum
Symptomkomplex der Anaphylaxie (Brockow 2012). Die freigesetzten Enzyme tragen zum
Verdau bzw. zur Umstrukturierung der umgebenden extrazelluldren Matrix sowie zur Bildung
weiterer Mediatoren (Phospholipasen) oder reaktiver Verbindungen (Peroxidasen) bei. (Met-
calfe 2008; Lundequist u.a. 2011)

Zur Gruppe der neu synthetisierten Mediatoren gehéren Lipidmediatoren. Ein groBer Teil
dieser Mediatoren sind Abkdmmlinge der Arachidonsaure und wurden friher als ,Jangsam



wirkende Substanz der Anaphylaxie” ( ,slow reacting substance of anaphylaxis®) beschrieben
(T. Ishizaka, K. Ishizaka und Tomioka 1972). Beispiele hierfir sind Leukotrien B4, Leukotrien
C4, Prostalglandin E2 und Prostaglandin D2 (Boyce 2005). Leukotriene wirken zum Beispiel
durch Rekruitierung weiterer Immunzellen proinflammatorisch (im Zusammenspiel mit Mast-
zellen insb. eosinophile Granulozyten und T-Zellen) (Goodarzi u. a. 2003). Prostaglandin D2
fihrt u.a. Gber eine Erhéhung der GefaBpermeabilitat zu typischen allergischen Symptomen
wie beispielweise Rhinitis, Konjunktivitis oder nasaler Obstruktion (Boyce 2005).

Ein weiterer wichtiger Vertreter der Lipidmediatoren ist der Plattchenaktivierungsfaktor (Platelet-
Acitvation-Factor = PAF), welcher aus Phospholipiden der Zellmembran hergestellt wird (Galli,
Nakae u. a. 2005; Metcalfe 2008; Boyce 2005).

Weiterhin neu synthetisiert werden zahlreiche Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren.
Diese Botenstoffe greifen u.a. in die Regulation der Entziindungsreaktion ein, die auch noch
Stunden nach Reizexposition weiter ablduft bzw. bei chronischer Exposition aufrechterhalten
wird. Beispielsweise begunstigen die Interleukine 1, 4, 5 und 6 eine TH 2-Immunantwort, wah-
rend die ebenfalls durch Mastzellen ausgeschitteten Interleukine 2, 3, 12, 18 und Interferon
sowie Tumornekrosefaktor o eher eine TH 1-Immunantwort férdern. GleichermafBen werden
sowohl pro - als auch antiinflammatorische Stoffe durch Mastzellen synthetisiert (z.B. Transfor-
ming Growth Factor 5 und Interleukin 10 als antiinflammatorische und CC-Chemokin-Ligand
2, 3 und 4 als proinflammatorische Mediatoren). (Metcalfe 2008; Goodarzi u. a. 2003; Marshall
2004; Burd u. a. 1989; da Silva u.a. 2014)

Entsprechend der geschilderten pathophysiologischen Eigenschaften spielen Mastzellen bei
vielen primar oder sekundar inflammatorischen Erkrankungen eine Rolle. Beispiele hierflr
sind Tumoren, kardiovaskulare Erkrankungen (z.B. Artherosklerose), entziindliche Hauter-
krankungen (z.B. Ekzeme), chronische Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts (z.B. Morbus
Crohn) u.v.m.. Eine besonders zentrale Rolle spielen Mastzellen natiirlich bei allergischen
Sofort-Typ-Reaktionen, da sie die wichtigsten (und neben basophilen Granulozyten auch
einzigen) Effektorzellen dieser Reaktionen darstellen (Rao u. a. 2008; Weller u.a. 2011). In
der Dermatohistopathologie ist eine reaktive (sekundare) Vermehrung von Mastzellen (sog.
Mastzellhyperplasie) ein gangiger Befund bei unterschiedlichsten Hauterkrankungen. Hierzu
zahlen sowohl klassische inflammatorische Dermatosen, wie Ekzeme oder Psoriasis, als auch
reaktive/parainfektiése Hauterkrankungen wie Urtikaria oder autoimmunologische Hauter-
krankungen wie Pemphigus und Sklerodermie im édematdsen Stadium. Auch im Rahmen
von Hauttumorerkrankungen oder unspezifischen entziindlichen Verédnderungen der Haut
kénnen Mastzellen vermehrt vorkommen. (Ludolph-Hauser u. a. 1999; Rothe u.a. 1990) Im
Gegensatz zu diesen Erkrankungen mit Mastzellhyperplasie liegt bei den verschiedenen For-
men von Mastozytose eine primare Mastzellvermehrung zugrunde. Im folgenden Kapitel wird
nun auf die Pathogenese, Klinik und Diagnostik der verschiedenen Formen von Mastozytose
eingegangen.



1.1.3. Mastzellerkrankungen

Mastzellerkrankungen kénnen einerseits durch eine erhdhte Anzahl von Mastzellen, ande-
rerseits durch eine verstarkte Mastzellaktivierung hervorgerufen werden. Zum Formenkreis
der Mastzellerkrankungen gehéren die verschiedenen Formen der Mastozytose, die zu Ver-
mehrung und Ansammlung von Mastzellen in verschiedenen Geweben fliihren, sowie (die
teilweise umstrittene Entitéat der) Mastzellaktivierungssyndrome (Theoharides u. a. 2015). Man
unterscheidet priméare, sekundére und idiopathische Mastzellaktivierungssyndrome. Es wur-
den drei Kriterien fir die Diagnose des Mastzellaktivierungssyndroms definiert: 1. Typische,
mastzellvermittelte Symptome (z.B. Urtikaria, Flush, Angio6dem, Diarrhoe, Hypotonie, nasale
Obstruktion, Atemwegsobstruktion) 2. Anstieg der Serumtryptase um mindestens 20% des
Basalwertes + 2 ng/ml innerhalb von 4 Stunden nach einer symptomatischen Periode im
Vergleich zum Basalwert. 3. Gutes Ansprechen auf Anthistaminika oder Mastzellstabilisatoren.
Zu den primdren Mastzellaktivierungssyndromen wird neben den verschiedenen Formen der
Mastozytose auch das monoklonale Mastzellaktivierungssyndrom gezahlt. Beim monoklo-
nalen Mastzellaktivierungssyndrom liegt ebenfalls eine klonale Vermehrung von Mastzellen
im Knochenmark vor, aber die Kriterien zur Diagnosestellung einer SM sind nicht erfillt. In
die Gruppe der sekundaren Mastzellaktivierungssyndrome fallen Mastzell-vermittelte Erkran-
kungen, wie beispielsweise Typ 1-Allergien, nicht IgE-vermittelte Pseudoallergien oder die
physikalische Urtikaria. Die Existenz des idiopathischen Mastzellaktivierungssyndroms, bei
dem keine zugrundeliegende Erkrankung die Mastzellaktivierung erklaren kann, wird teilweise
angezweifelt. (Brockow 2013) Aufgrund der thematischen Ausrichtung dieser Arbeit wird im
Folgenden nicht weiter auf die Gruppe der Mastzellaktivierungssyndrome eingegangen, sie
seien aber aus Grunden der Vollstéandigkeit an dieser Stelle erwahnt.

Mastozytose

Unter dem Begriff ,Mastozytose” wird eine Gruppe von Erkrankungen zusammengefasst, bei
denen es zu einer Vermehrung und Akkumulation von Mastzellen in einem oder mehreren
Organsystemen kommt (Arber u.a. 2016). Entsprechend der Einteilung der Weltgesund-
heitsorganisation (engl. World Health Organization = WHO) unterscheidet man grundsatzlich
zwischen systemischen und rein kutanen Formen der Mastozytose, zudem wird das maligne
Mastzellsarkom eigenstandig aufgefihrt (Arber u. a. 2016; Valent, Akin und Metcalfe 2017).
Innerhalb dieser Gruppen gibt es noch weitere Subtypen, welche in Tabelle 1 dargestellt sind.
Die Subtypen der kutanen Mastozytose sind im Wesentlich anhand der klinischen Erschei-
nungsformen eingeteilt worden. Die Einteilung der systemischen Mastozytose orientiert sich an
der Schwere bzw. Malignitét der Erkrankung. Die Pathogenese der Mastozytose ist bis heute
nicht vollsténdig verstanden, allerdings spielt insbesondere bei Erwachsenen die Tyrosinkinase
cKIT, deren Ligand SCF ist, eine wichtige Rolle (Valent, Akin, Escribano u. a. 2007; Orfao u. a.
2007; Brockow und Metcalfe 2010). Durch eine aktivierende Mutation von cKIT kommt es zu
einer konstitutiven Aktivierung und zu einem andauernden Proliferationssignal der Mastzellen
(Valent, Akin, Escribano u. a. 2007; Orfao u. a. 2007). Diese unkontrollierte Proliferation fihrt
dann schlieBlich zur Akkumulation der Mastzellen in verschiedenen Organsystemen (Valent,



Tabelle 1 WHO-KIlassifikation der Mastozytose Auflistung der verschiedenen Formen der Mastozytose anhand der zuletzt
2016 aktualisierten WHO-Klassifikation (Arber u. a. 2016; Valent, Akin und Metcalfe 2017)

Kutane Mastozytose (KM)

Makulopapulése kutane Mastozytose (Synonym: Urticaria pigmentosa (UP))
Diffuse kutane Mastozytose

Mastozytom der Haut

Systemische Mastozytose (SM)

Indolente systemische Mastozytose (ISM)

Smoldering-Typ systemische Mastozytose (smoldering = engl. fir schwelend)
Systemische Mastozytose mit einer assoziierten hAmatologischen Neoplasie
Aggressive systemische Mastozytose

Mastzell-Leukamie

Mastzellsarkom

Akin, Escribano u.a. 2007; Orfao u. a. 2007). Die haufigste Mutation auBert sich dabei im
Austausch von Aspartat durch Valin an Stelle 816 des Rezeptor-Proteins und wird daher KIT
D816V Mutation genannt (Nagata u. a. 1995). Diese KIT D816V Mutation liegt nach aktuellem
Kenntnisstand bei > 90% der erwachsenen Mastozytosepatienten vor (Garcia-Montero u. a.
2006). Bei Kindern wurde diese Mutation in einem weitaus geringeren Anteil der Falle in
Haut oder Knochenmark festgestellt (circa 35%) (Meni u. a. 2015). Im Bereich der kindlichen
Mastozytose werden haufiger (circa 40%) auch andere KIT Mutationen beschrieben (Meni
u.a. 2015). In circa 25 % der Falle zeigt sich bei Kindern keinerlei Auffélligkeit im KIT-Gen
(Meni u.a. 2015).

Epidemiologie Mastozytose gilt als sogenannte ,orphan disease”, also als seltene Erkran-
kung (orpha.net-1D: 98292) (Orpha.net 2019). Schatzungen gehen von einer Pravalenz von
circa 0,01 - 0,05% aus, allerdings ist die Datenlage sehr eingeschrankt und beruht im Wesent-
lichen auf zwei Studien aus Danemark bzw. den Niederlanden (Brockow 2014; Cohen u. a.
2014; van Doormaal u. a. 2013; Orpha.net 2019). Patient*innen aller Altersstufen kénnen von
Mastozytose betroffen sein (Brockow und Metcalfe 2010). Die jeweils typischen Manifestati-
onszeitpunkte bei Kindern bzw. Erwachsenen liegen zwischen erstem und zweitem bzw. 20.
und 50. Lebensjahr (Kettelhut u. a. 1994). Beide Geschlechter sind gleichermafen betroffen
(Brockow 2014). Einzelne Fallberichte Uber kongenitale (systemische) Mastozytosen existieren
(Kuint u.a. 1999; Huang u.a. 2017; H. G. Zhang u. a. 2017).



Prognose Bei Kindern kommt es haufig (> 50%) bis zur Adoleszenz zu einer Spontanremis-
sion (Uzzaman u. a. 2009), wahrend bei Erwachsenen in der Regel von einem chronischen
Fortbestand der Mastozytose ausgegangen werden muss (Brockow 2014). Die kindliche
Mastozytose ist typischerweise auf die Haut begrenzt und zeigt sich meist in Form einer Maku-
lopapulésen Mastozytose (MPKM), bzw. am zweithdufigsten in Form singularer oder multipler
Mastozytome (Kettelhut u. a. 1994; Uzzaman u. a. 2009; Hartmann u. a. 2016). Bei Erwachse-
nen hingegen liegt groBtenteils eine Systembeteiligung (exemplarisch nachgewiesen durch
eine Knochenmarksbiopsie) vor (Escribano, Alvarez-Twose u. a. 2009). Der pradominante (>90
%) Subtyp der SM ist dabei die benigne indolente systemische Mastozytose (ISM) (Brockow
und Ring 2011; Brockow 2014). Patienten mit ISM haben eine normale Lebenserwartung. Die
Progression einer primar benignen SM in aggressive oder maligne Verlaufsformen ist zwar
prinzipiell mdglich, aber sehr selten (Escribano, Alvarez-Twose u. a. 2009). Die Smoldering-Typ
systemische Mastozytose (SSM), zeigte in einer alterskorrigierten statistischen Analyse von
Tefferi u.a. (2019) keinen Unterschied im Bezug auf das Uberleben im Vergleich zu ISM. Bei
den fortgeschritteneren Formen ist die Lebenserwartung aber z.T. deutlich eingeschrankt: Bei
aggressiver systemischer Mastozytose (ASM) liegt das mediane Uberleben bei circa 41 Mona-
ten, bei systemischer Mastozytose mit assoziierter hAmatologischer Neoplasie (SM-AHN) bei
circa 24 Monaten und bei Mastzellleukdmie nur noch bei circa 2 Monaten (Pardanani 2015).
Die Prognose bei Mastzellsarkomen liegt um die 18 Monate (Monnier u. a. 2016).

Klinik Das klinische Beschwerdebild unterscheidet sich zwischen rein kutanen und systemi-
schen Formen der Mastozytose. Auch bei SM ist eine Hautbeteiligung typisch. Es wird berichtet,
dass bei circa 80% aller Mastozytose-Patient*innen sowie 95% aller ISM-Patient*innen typi-
sche Hautmanifestationen vorliegen (Akin u. a. 2004; Hartmann u. a. 2016). Allerdings kann
davon ausgegangen werden, dass es eine hohe Dunkelziffer von nicht erkannten, isolier-
ten Knochenmarksmastozytosen gibt (Zanotti u. a. 2011). Diese Patient*innen fallen haufig
erstmals wegen einer Anaphylaxie auf, in deren Folge dann (teilweise) erhohte Serumtryptase-
Werte bzw. Mastozytose-typische Befunde in der Knochenmarksbiopsie festgestellt werden.
Das Anaphylaxie-Risiko ist bei allen Formen von Mastozytose erhéht, besonders aber bei
systemischen Formen (Brockow, Jofer u. a. 2008). Die haufigsten Ausldser sind dabei Insek-
tengifte (Brockow, Jofer u. a. 2008). Zudem fallen Anaphylaxien bei Mastozytose-Patient*innen
haufig schwerer aus, als bei anderen Patient*innen (Brockow, Jofer u. a. 2008). Systemische
Symptome, die durch erhdhte Freisetzung von Mastzellmediatoren bedingt sind, treten typi-
scherweise bei Formen von SM auf, kénnen allerdings auch in Fallen von kutaner Mastozytose
vorkommen (Horan u. a. 1991; Travis u. a. 1988; Brockow 2004; Brockow und Metcalfe 2010).
Die Auspragung der Symptome ist von Patient*in zu Patient*in sehr unterschiedlich und kor-
reliert nicht unbedingt mit der Auspragung des Systembefalls (Horan u.a. 1991; Travis u. a.
1988; Brockow 2004; Brockow und Metcalfe 2010). Besonders haufig berichten Patient*innen
von gastrointestinalen Symptomen wie Durchfall und krampfartigen Schmerzen oder Haut-
symptomen wie Flush und Juckreiz (Valent, Akin, Escribano u. a. 2007; Brockow und Metcalfe
2010; Horan u. a. 1991; Travis u. a. 1988). Prinzipiell kann aber eine Vielzahl unterschiedlicher



Symptome an verschiedenen Organsystemen auftreten, die in Tabelle 2 zusammengefasst
sind. Langfristig ist bei Patient*innen mit SM das Risiko einer Osteoporose erhéht (Valent,
Akin, Escribano u. a. 2007; Brockow 2004).

Der im folgenden verwendete Begriff ,Mastocytosis in the Skin“ (MIS, engl. fir Mastozytose der
Haut) umfasst alle Hautmanifestationen einer Mastozytose (unabh&ngig von einer méglichen
Systembeteiligung).

Die haufigste klinische Présentationsform von MIS ist die MPKM. Hierbei zeigen sich braun-
rétliche, circa 3-6 mm durchmessende Maculae und flache Papeln, die vorwiegend im Bereich
des Kérperstammes lokalisiert sind. Typisch ist die Hyperpigmentierung der Lasionen, die auch
im veralteten Begriff ,Urticaria pigmentosa“ (UP) als Bezeichnung fir MPKM zum Ausdruck
kommt. Je nach Auspragungsgrad kdnnen die Lasionen konfluieren oder einzeln stehen
(Brockow 2004; Brockow und Metcalfe 2010; Hartmann u. a. 2016) (siehe auch Abbildung
2). Hartmann u.a. (2016) empfehlen, die MPKM weiter in eine ,monomorphe” und eine
spolymorphe® Form zu unterteilen. Die polymorphe MPKM zeichne sich durch insgesamt etwas
gréBere und in GroéBe und Form unregelmaBigere Hautveranderungen aus. Diese bei Kindern
haufigere Form soll mit einer héheren Chance auf Spontanremission einhergehen, als die
monomorphe MPKM, die bei fast allen Erwachsenen und einigen Kindern auftritt (Hartmann
u.a. 2016). Weitere Manifestationsformen von MIS sind die Diffuse kutane Mastozytose
(DKM) und Mastozytome. Die DKM zeichnet sich durch eine diffuse Infiltration der Haut durch
Mastzellen aus und fiihrt zum klinischen Bild einer vergréberten, lederartig-6dematésen und
teils gelblich verfarbten Haut. Diese eher seltenen Form der KM entsteht meist bei Sauglingen
im ersten Lebensjahr und persistiert bei leichter Besserungstendenz (Brockow und Metcalfe
2010; Hartmann u. a. 2016). Mastozytome wiederum sind lokalisierte, gutartige Tumoren, die
eine typische gelblich-orangene Farbe aufweisen, scharf begrenzt sind und meist 2-5 cm
durchmessen (Brockow und Metcalfe 2010; Hartmann u. a. 2016).

Ein klinisch hilfreicher Test fir das Vorliegen einer MIS ist das sogenannte Darier-Zeichen.
Hierbei wird durch mechanisches Reiben eine Degranulation der Mastzellen in den Lasionen
erzeugt, die sich durch Anschwellen und Rétung, gelegentlich auch mit Blasenbildung, duBert
(Valent, Akin, Escribano u. a. 2007). Anamnestisch wird dieses Phanomen auch haufig nach
alltéaglichen physikalischen Stimuli (z.B. Reibung, Temperaturwechsel) berichtet. Weitere
typische Symptome, die aus der Hautbeteiligung resultieren, sind in Tabelle 2 aufgefihrt.

Diagnostik Wichtige Grundpfeiler der Diagnostik der Mastozytose sind Klinik, Anamnese
und Hautbefund, Serumtryptase-Spiegel und die pathologisch-zytogenetische Begutachtung
von Knochenmarks- und Hautbiopsien. Zunehmend gewinnt auch die KIT D816V Mutati-
onsanalyse im Blut an klinischer Bedeutung (Valent, Akin, Escribano u.a. 2007). Fir die
Diagnose einer systemischen Mastozytose hat die WHO bereits Kriterien festgelegt, die in
Tabelle 3 aufgefihrt sind. Die Diagnostik der MIS gestaltet sich in der klinischen Praxis haufig
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(a) Mastozytom am medialen rechten Knie

Abbildung 2 Klinische Beispiele fiir Mastozytose Fotografien aus der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie am Biederstein,
Klinikum rechts der Isar, Technische Universitdt Minchen. (a) Medial am rechten Knie eines Kindes zeigt sich eine circa 5 cm
groBe, scharf begrenzte gelb-orangefarbene Plaque. Dieser Befund ist typisch fur ein Mastozytom. (b) An beiden Beinen eines
erwachsenen Patienten zeigen sich zahlreiche rot-braune, circa 3-5 mm durchmessende Papeln und Maculae, die medial an
den Oberschenkeln konfluieren. Am rechten Oberschenkel medial sind zwei erythematdse Areale zu erkennen. An diesen
Stellen erfolgte vor der Aufnahme eine mechanische Irritation (Darier-Zeichen positiv). Dieser Befund entspricht einer
makulopapulésen Form der Hautmastozytose (Urticaria pigmentosa). (c) Am Kdrperstamm eines erwachsenen Patienten
zeigen sich Uberwiegend einzeln stehende, rot-braune, circa 3-5 mm durchmessende Papeln und Maculae i.S. einer MPKM
(Urticaria pigmentosa)
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Tabelle 2 Klinische Symptome bei Mastozytose durch Ausschiittung von Mastzell-Mediatoren Auflistung typischer
Symptome bei Mastozytose getrennt nach Organsystemen. Die Auflistung wurde auf Grundlage von Literaturrecherche
(Valent, Akin, Escribano u. a. 2007; Brockow und Metcalfe 2010; Horan u. a. 1991; Travis u. a. 1988) und der klinischen
Erfahrung aus der Mastozytose-Sprechstunde an der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie am Biederstein,
Technische Universitat Minchen, erstellt.

Organsystem Symptome

Haut Juckreiz, Rétung, Blasenbildung, Flush

Gastrointestinaltrakt abdominelle Schmerzen, Diarrhoe, ga-
strodsophagealer Reflux, Ubelkeit, Erbre-
chen

Kardiovaskuladres System Hypotonie, Tachykardie, Palpitationen, Syn-
kope

Zentrales Nervensystem Kopfschmerzen, Konzentrationsstérungen,

Fatigue, Stimmungsschwankungen

Muskuloskeletales System Schmerzen, ggf. sekundar Symptome einer
Osteopenie/Osteoporose

schwieriger, da bisher spezifische Kriterien nur unzureichend untersucht sind. Mastzellen
kommen auch in gesunder Haut vor. Zudem sind auch bei zahlreichen entziindlichen und
tumorésen Erkrankungen vermehrt Mastzellen in der Haut zu finden (Brockow, Akin u.a.
2002; Hartmann u. a. 2016; Wilkinson u. a. 1992). Fir Dermatolog*innen fehlen verlassliche
Kriterien, z.B. ab welcher Dichte von Mastzellen eine MIS vorliegt. Dies ist insbesondere
deswegen problematisch, da sich zwischen MIS und anderen Hauterkrankungen teilweise
erhebliche Uberlappungsbereiche in der Hohe der Mastzelldichte ergeben. Durch eine Ex-
pertengruppe wurde 2007 ein Vorschlag fiir die Standardisierung der Diagnostik bei V.a. MIS
bzw. CM konsentiert (Valent, Akin, Escribano u. a. 2007). Dabei wurden ein Major- und zwei
Minor-Kriterien festgelegt. Das Majorkriterium besteht in der typischen klinischen Présentation
des Hautbefundes. Das heif3t, dass entweder das typische makulopapulése Bild oder ein
positives Darier-Zeichen vorliegen und andere Differentialdiagnosen ausgeschlossen sein
mussen. Nach dem vorgeschlagenen Algorithmus sollte dann anschlie3end eine Hautbiopsie
entnommen und immunhistochemisch auf Tryptase untersucht werden. Das erste Minorkriteri-
um umfasst das Vorkommen von Tryptase-positiven Mastzellclustern (> 15 Mastzellen pro
Cluster) oder von einem monomorphen Mastzellinfiltrat mit > 20 Mastzellen/high power field
(= HPF, engl. fur Sichtfeld eines Mikroskops in 400-facher VergréBerung). Wenn sowohl Major-
als auch Minorkriterium an dieser Stelle zutreffen, soll die Diagnose gestellt werden. Sollte
die Histologie ,fraglich” sein, so wird die Durchflihrung einer KIT D816V Mutationsanalyse in
lasionaler Haut vorgeschlagen (zweites Minorkriterium). Sollte diese positiv ausfallen, so ist
die Diagnose ebenfalls zu stellen. (Valent, Akin, Escribano u. a. 2007)

2016 verdffentlichten Hartmann u.a. (2016) ein weiteres Konsensus-Statement mit dem
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Tabelle 3 WHO-Kriterien der systemischen Mastozytose Grundlage zur Diagnose einer systemischen Mastozytose bilden
laborchemische (Serumtryptase) und histopathologische Befunde (Knochenmarksbiopsie). Zur Diagnose der Erkrankung
mussen entweder ein Major-Kriterium und ein Minorkriterium oder drei Minorkriterien zutreffen. (Arber u.a. 2016; Valent, Akin
und Metcalfe 2017)

Majorkriterium

multifokale, dichte Mastzellinfiltrate (mit > 15 Mastzellen in Aggregaten) in
Knochenmarksbiopsie und/oder in anderen extrakutanen Organen

Minorkriterien

> 25% der Mastzellen sind atypisch in Knochenmarksaustrichen oder sind
spindelférmig in Mastzellinfiltraten in viszeralen Organen

KIT Punktmutation im Kodon 816 im Knochenmark oder anderen extrakutanen Organen

Mastzellen in Knochenmark, Blut oder anderen extrakutanen Organen exprimieren CD2
oder CD25

Basaler Serumtryptase-Spiegel > 20 ng/ml (gilt nur, falls keine unabhangige myeloide
Neoplasie besteht)

Fokus auf kutane Formen der Mastozytose. Dabei lag der Schwerpunkt zwar deutlich auf
den klinischen Prasentationen und deren prognostischem Wert, allerdings wurde auch in
Anlehnung an die Arbeit aus 2007 (Valent, Akin, Escribano u.a. 2007) auf histologische
Aspekte eingegangen: Hier wurde die Tryptase-Immunhistochemie (IHC) als Goldstandard
ausgewiesen. Es wird berichtet, dass Mastzellen in Hautproben von Mastozytose-Patient*innen
durchschnittlich um das 4- bis 8-fache im Vergleich zu gesunder Haut erhdht sind. Als absoluter
Richtwert wurde eine Mastzellzahl von 40 Zellen/mm? genannt, allerdings wird auch auf die
Problematik eines relativ groBen Uberlappungsbereichs der Mastzelldichte in inflammatorisch
veranderter oder sogar gesunder Haut hingewiesen. Zudem stellen die Autor*innen fest, dass
der Nutzen zuséatzlicher IHC-Farbungen (insb. CD 2, CD 25 oder CD 30) zumindest unklar
ist und es wlnschenswert ist, die Dermatohistopathologie von MIS bzw. KM genauer zu
charakterisieren (Hartmann u. a. 2016).

1.2. Fragestellung und Studienkonzeption

1.2.1. Fragestellung

Wie bereits im Abschnitt 1.1.3 angerissen, existieren flir die dermatohistologische Diagnose
von MIS bislang keine vergleichbar belastbaren Kriterien, wie fir die Diagnose von SM. Im
Prinzip stitzt sich die Diagnostik im Moment in erster Linie auf das klinische Bild und das
Vorkommen vermehrter Mastzellen in der Histologie. Problematisch ist dabei allerdings, dass
die genannten Richtwerte fiir die Mastzellzahl keine eindeutige Zuordnung einer Probe zu MIS
im Vergleich zu beispielsweise inflammatorischen Dermatosen (wie z.B. atopischem Ekzem)
ermdglicht. Dies kann haufig zu Schwierigkeiten fiihren, wenn der klinische Befund uneindeutig
ist oder die Hautveranderungen nur diskret ausgepragt sind. Die durch Valent, Akin, Escribano
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u.a. (2007) im nachsten Schritt vorgeschlagene KIT D816V Mutationsanalyse aus lasionaler
Haut ist momentan nur in sehr wenigen Laboren etabliert und auBBerdem sehr kostenintensiv.
Ziel der Studie war daher die Entwicklung spezifischer Kriterien fir die dermatohistologische
Diagnose von MIS in Abgrenzung zu anderen Erkrankungen, die zu einer Mastzellvermehrung
(Mastzellhyperplasie) flihren. Eine Hypothese war, dass sich MIS von Erkrankungen mit
Mastzellhyperplasie durch die Komposition des Begleitinfiltrates (z.B. bei Ekzem deutlich mehr
T-Zellen als bei MIS) unterscheidet. Eine weitere Annahme war, dass die Anzahl, Gréi3e,
Morphologie, Anordnung oder Expression bestimmter immunhistochemischer Marker der
Mastzellen oder die basale Pigmentierung der Epidermis eine klare Unterscheidung zwischen
Mastzellhyperplasie und Mastozytose zulassen.

1.2.2. Studienkonzeption

Abbildung 3 gibt einen Uberblick iiber den Ablauf und Aufbau der Studie. Wichtige Kernpunkte
bei der Planung waren die Auswahl der MIS-Patient*innen und passender Kontrollen sowie
der relevanten immunhistochemischen Farbungen. Zusatzlich wurde zur Validierung der
histologischen Kriterien in allen Proben eine KIT D816V Mutationsanalyse durchgefihrt.

Kohortenfestlegung Anhand folgender Patient*innengruppen wurden die Diagnosekriterien
erarbeitet:

MIS-Patient*innen, die entweder aufgrund eines klinisch eindeutigen Befundes oder auf-
grund einer gesicherten (I)SM mit Hautbeteiligung diagnostiziert wurden (ohne Mastozyto-
me),

Mastozytom-Patient*innen als besondere Untergruppe der MIS,

Kontroll-Patient*innen mit Erkrankungen, die zu Mastzellhyperplasie fihren kénnen (Ekzem,
Urtikaria) oder mit unspezifisch (inflammatorisch) veranderter Haut (Pruritus sine materia,
Uberschiissige Haut aus dermatologischen Operationen).

Zudem schlossen wir eine Gruppe von Patient*innen in die Studie ein, die bisher nicht ein-
deutig diagnostiziert werden konnten. Bei diesen Patient*innen waren die Hautverdnderungen
klinisch nicht klar einzuordnen oder es lagen bei retrospektivem Einschluss nicht ausreichende
klinische Angaben bzw. Fotodokumentation vor. Ebenfalls lagen keine Knochenmarksbefunde
vor. Anhand dieser Gruppe soll Gberpriift werden, ob durch die neu entwickelten Kriterien mehr
Patient*innen korrekt diagnostiziert werden kdnnen. Zur Validierung sollen die Ergebnisse der
KIT D816V Mutationsanalyse dienen.

Immunhistochemie Zur Charakterisierung des histologischen Bildes der MIS wéhlten wir
zunachst ein breites Spektrum immunhistochemischer Farbungen aus, die méglicherweise
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Abbildung 3 Chronologische
Darstellung der Studienkonzeption
und -durchfiihrung

Zu Beginn erfolgte die Auswahl von
MIS Patient*innen sowie passenden
Kontrollen. In einer kleineren Kohorte
wurden dann explorativ 13
unterschiedliche
immunhistochemische Marker
untersucht. Nach einer kurzen
Zwischenevaluation wurden fiinf
relevante Marker ausgewahlt und fr
alle Falle gefarbt. Parallel wurde aus
dem Gewebematerial eine KIT D816V
Mutationsanalyse durchgeflhrt,
deren Ergebnisse zur spateren
Validierung der histologischen
Kriterien herangezogen wurden. Die
anhand der ,sicheren MIS-Falle*
festgelegten Kriterien wurden zum
Schluss auf die Gruppe der bislang
nicht klar einzuordnenden Faélle
angewendet. SchlieBlich erfolgte eine
erneute Plausibilitatspriifung der neu
eingruppierten Falle anhand der KIT
D816V Mutationsanalyse.

Fragestellung:
Entwicklung diskriminativer
dermatohistologischer Kriterien fiir MIS

Auswahl

passender
Patient*innen
und Kontrollen

Phase 1: Explorative Untersuchung mit
13 verschiedenen immunhistochemischen
Markern

Auswahl
der relevanten
Marker

Phase 2: IHC mit den ausgewadhlten 5 Markern,
Festlegung der Auswertungsparameter

Mikroskopische
Auswertung

KIT D 816 V

Mutationsanalyse

Ableitung histo-
logischer Kriterien

Plausibilitatsprifung

Entwicklung eines diagnostischen Algorhithmus

v

Anwendung des Algorhithmus
auf die "unklaren Falle"
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relevant fir die Anfarbung von Mastzellen und/oder die Charakterisierung des Begleitinfiltrats
sein kdnnten. Tabelle 4 gibt einen Uberblick tber alle Farbungen, die in der explorativen
Phase dieser Studie verwendet wurden. An diese Phase anschlieBend wurde das finale Set
immunhistochemischer Marker, die flr alle eingeschlossenen Falle gefarbt wurden, festgelegt
(fett gedruckte Marker in Tabelle 4).

Tabelle 4 Inmunhistochemische Marker Diese Tabelle zeigt alle Proteine, die im Rahmen dieser Studie
immunhistochemisch untersucht wurden. Neben jedem Protein ist eine kurze Erlauterung tber die Funktion und den Grund
der Auswahl dieses Markers angegeben. Alle fett geschriebenen Marker wurden auch in der zweiten Phase der Studie (und
somit fur alle Falle) verwendet. (MHK = Major Histokompatibilitats-Komplex)

Angeférbtes Protein Beschreibung Grund der Auswahl

Tryptase Serin-Protease, Expression Aktuell Goldstandard zur
durch Mastzellen, (Uhlen u.a. Detektion von Mastzellen in
2015; Human Protein Atlas der IHC (Valent, Akin,
2019m; Hantschke 2016) Escribano u. a. 2007;
Hartmann u. a. 2016)

CD117 cKIT-Protoonkogen- Etablierter Mastzellmarker
Tyrosinkinase-Rezeptor, (C. Y. Li 2001), Vergleich zu
Ligand: SCF, Expression u.a. Tryptase
durch Mastzellen (auch
Melanozyten, Brustgewebe
etc.)(Uhlen u. a. 2015;
Human Protein Atlas 2019a;

Hantschke 2016)

CD2 T-Zell-Antigen, aberrante Aberrante Expression auf
Expression bei versch. Mastzellen im Knochenmark
hamatologischen bei SM (Escribano, Orfao u. a.

Erkrankungen (Uhlen u. a. 1998), Minorkriterium der

2015; Human Protein Atlas WHO-Diagnosekriterien fir

2019c; Hantschke 2016) SM (Arber u. a. 2016; Valent,
Akin und Metcalfe 2017)

Fortgesetzt auf ndchster Seite
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Tabelle 4 — Fortsetzung von vorangehender Seite

Angefarbtes Protein

Beschreibung

Grund der Auswahl

CD25 Interleukin 2-Rezeptor alpha, Aberrante Expression auf
Expression v.a. auf Mastzellen im Knochenmark
Immunzellen (Uhlen u. a. bei SM (Escribano, Orfao u. a.
2015; Human Protein Atlas 1998), Minorkriterium der
2019e; Hantschke 2016) WHO-Diagnosekriterien fir

SM (Arber u. a. 2016; Valent,
Akin und Metcalfe 2017)

CD3 Exprimiert in Proteinkomplex Pan-T-Zell-Marker,
mit dem T-Zell-Rezeptor Charakterisierung des
(Uhlen u.a. 2015; Human Begleitinfiltrats bei MIS im
Protein Atlas 2019f; Vergleich zu Kontrollen
Hantschke 2016)

CDh4 Exprimiert von T-Helferzellen, Subdifferenzierung von
bindet an MHK Typ 2 (Uhlen  T-Zellen, Charakterisierung
u.a. 2015; Human Protein des Begleitinfiltrats bei MIS
Atlas 2019h; Hantschke im Vergleich zu Kontrollen
2016)

CD8 Exprimiert von zytotoxischen  Subdifferenzierung von
T-Zellen (Uhlen u. a. 2015; T-Zellen, Charakterisierung
Human Protein Atlas 2019l;  des Begleitinfiltrats bei MIS
Hantschke 2016) im Vergleich zu Kontrollen

CD20 Exprimiert von B-Zellen (aber B-Zell-Marker,

nicht von Plasmazellen),
wichtiger Marker in
Lymphom- und
Leukamiediagnostik (Uhlen
u.a. 2015; Human Protein
Atlas 2019d; Hantschke
2016)

Charakterisierung des
Begleitinfiltrats bei MIS im
Vergleich zu Kontrollen

Fortgesetzt auf ndchster Seite
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Tabelle 4 — Fortsetzung von vorangehender Seite

Angefarbtes Protein

Beschreibung

Grund der Auswahl

CD45 common leucocyte antigen,  verstarkte Expression auf
exprimiert auf allen Mastzellen bei SM berichtet
Leukozyten (Uhlen u. a. (Chisholm u. a. 2015),
2015; Human Protein Atlas Suchmarker fiir weitere
2019i; Hantschke 2016) leukozytische Zellen im

Begleitinfiltrat

CD14 Affinitatsrezeptor fiir Detektion insb. von
Lipopolysaccharide, Langerhanszellen und
exprimiert u.a. auf dendritischen Zellen zur
Monozyten, Makrophagen, Charakterisierung des
Langerhanszellen, Begleitinfiltrats bei MIS im
dendritischen Zellen (Uhlen  Vergleich zu Kontrollen
u.a. 2015; Human Protein
Atlas 2019b; Hantschke
2016)

CD30 Teil der Aberrante Expression auf
TNF-Superrezeptor-Familie neoplastischen Mastzellen
(8), exprimiert auf aktivierten bei SM (Valent, Akin und
Lymphozyten, h&ufig in Metcalfe 2017)
kutanen Lymphomen positiv
(Uhlen u.a. 2015; Human
Protein Atlas 2019g;
Hantschke 2016)

CD68 Exprimiert von Monozyten, Marker fir Makrophagen,

Makrophagen, Mastzellen
und myeloiden
Vorlauferzellen (Uhlen u. a.
2015; Human Protein Atlas
2019j; Hantschke 2016)

Charakterisierung des
Begleitinfiltrats bei MIS im
Vergleich zu Kontrollen,
Expression durch Mastzellen

Fortgesetzt auf ndchster Seite
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Tabelle 4 — Fortsetzung von vorangehender Seite

Angefarbtes Protein

Beschreibung

Grund der Auswahl

CD79a

Exprimiert von B-Zellen und
ihren Vorlaufern, wichtiger
Marker in Lymphom - und
Leukamiediagnostik (Uhlen
u.a. 2015; Human Protein
Atlas 2019k; Hantschke
2016)

Pan-B-Zell-Marker,
Charakterisierung des
Begleitinfiltrats bei MIS im
Vergleich zu Kontrollen
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2. Material und Methoden

2.1. Patient*innen

Die Patient*innenrekrutierung erfolgte an der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und All-
ergologie von April 2016 bis Dezember 2017. Patient*innen wurden entweder prospektiv in
die Studie eingeschlossen oder bereits zu diagnostischen Zwecken gesammeltes Material
wurde retrospektiv eingeschlossen. Die Sammlung der Hautproben erfolgte Uber die Biobank
Biederstein. Die MIS-Patient*innen wurden im Rahmen der Mastozytose-Sprechstunde re-
krutiert. FUr die Kontrollgruppen wurden Patient*innen aus verschiedenen ambulanten und
stationaren Abteilungen der Klinik ausgewabhlt. Bei den Patient*innen, die retrospektiv einge-
schlossenen wurden, wurde auf Aktendokumentation und Fotodokumentation zur Einordnung
der Diagnose zurickgegriffen. Zusétzlich wurden elf Hautproben freundlicherweise von Herrn
Prof. Hans-Peter Horny (Pathologisches Institut der Ludwig-Maximilians-Universitat Mlnchen,
Referenzzentrum des European Compentence Network on Mastocytosis) zur Verfliigung ge-
stellt. Die vorgelegte Studie wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
Technischen Universitat Miinchen unter dem Zeichen 49/16 S geprift und genehmigt.

2.2. Hautproben

Bei den untersuchten Proben handelt es sich vorwiegend um Stanzbiopsien von meist 4 mm
Durchmesser. Vereinzelt wurden auch geringgradig kleinere Biopsien oder gré3ere Exzidate
ausgewertet.

Zur Entnahme der Hautproben wurde ein betroffenes Hautareal (bevorzugt im Bereich des
Oberschenkels) mit 1-2ml 1% Mepivacainhydrochlorid-Lésung infiltriert. AnschlieBend wurde
mithilfe einer Einmalhautstanze ein Hautzylinder ausgeschnitten und mit einer sterilen Schere
basal abgetrennt. Der Hautdefekt wurde durch eine Einzelknopfnaht mit Polyamid-Nahtmaterial
versorgt und mit einem Druckverband abgedeckt.

Die Hautproben wurden in Formaldehydldsung fixiert und in Paraffin eingedeckt. Die Formalin-
fixierten und Paraffin-eingebetteten (FFPE) Bl6cke wurden nach ausreichender Kihlung am
Mikrotom 4 um dick geschnitten. Die Gewebeschnitte wurden in ein 58 °C warmes Wasser-
bad gelegt, bevor sie auf Objekttrager aufgezogen wurden. Die Objekttrager wurden zum
Abschmelzen des Paraffins bei 70°C fir 20 Minuten gelagert und dann abgekihlt.

2.3. Immunhistochemische Farbungen

Die Gewebeschnitte wurden immunhistochemisch auf verschiedene Antigene untersucht.
Immunhistochemische Farbungen funktionieren nach folgendem Prinzip: Zunachst werden die
Gewebeproben mit einem primaren Antikdrper, welcher ein spezifisches Protein (=Antigen)
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bindet, inkubiert. Nach Abwaschen ungebundener Reste des Priméarantikérpers wird ein se-
kundéarer Antikdrper hinzugefliigt, welcher an die gewebegebundenen Priméarantikérper bindet.
In einem letzten Schritt kommt es durch Zugabe eines Farbstoffes, welcher sich im Bereich
der Antigen-Antikdrperkomplexe anreichert, zu einer sichtbaren Markierung des gesuchten
Proteins. Die Farbungen wurden mit dem BondMax Farbeautomaten (Leica Biosystems Nuss-
loch GmbH) nach den Angaben des Herstellers automatisiert durchgefiihrt. Die Behandlung
der Objekttrager erfolgte je nach verwendetem Antikérper entweder mit Citrat-Puffer (Epitope
Retrieval Solution 1 = ER1) oder EDTA-Puffer (Epitope Retrieval Solution 2 = ER2) fiir 20
Minuten. Die jeweiligen Farbeprotokolle der in dieser Studie verwendeten Primarantikérper
sind in Tabelle 5 aufgefihrt. Die Antigen-gebundenen Primé&rantikérper wurden durch das
Refine Red Detektionskit mit dem Farbstoff gekoppelt. Dieses Kit enthéalt neben sekundaren
Antikérpern und Farbstoffpolymeren auch Hamatoxylin zur Gegenférbung der Zellkerne.
Nach Abschluss der Farbungen wurden die Objekttrager tiber eine Alkohol-Xylol-Reihe manu-
ell entwéssert und mit Eukitt-Eindeckmedium und Deckglasern fixiert.

2.4. Mikroskopische Auswertung

Die mikroskopische Begutachtung der Gewebeschnitte erfolgte mithilfe des Lichtmikroskops
Leica DMRB. Das Mikroskop war zusatzlich mit einem in das Okular integrierten Zahlgitter
ausgestattet. Bei 400-facher VergréBerung entsprach die Seitenlange eines Quadrats des
Zahlgitters 25 um. Die Kriterien, anhand derer die einzelnen Gewebeschnitte analysiert
wurden, werden im Folgenden erldutert. Fir Information tber die Griinde der Auswahl der im
Folgenden aufgelisteten Farbungen bzw. deren Relevanz fur die Fragestellung dieser Arbeit
sei auf Abschnitt 1.2.2 verwiesen.

2.4.1. Tryptase

Um die Mastzelldichte zu ermitteln, wurden in drei horizontalen (parallel zur Epidermis ge-
schichteten) Ebenen des Gewebeschnitts alle Mastzellen gez&hlt. Die erste der betrachteten
Ebenen umfasste dabei die oberen (epidermal gelegenen) 300um der Dermis. Die beiden
weiteren Ebenen schlossen sich in 300 bzw. 600um Tiefe an, sodass sich der betrachtete
Bereich auf insgesamt 900um Tiefe und die komplette Breite der jeweiligen Probe erstreckte.
AnschlieBend wurde die Mastzelldichte in den einzelnen Ebenen ermittelt, indem die Anzahl
der gezéhlten Mastzellen durch die betrachtete Fldche geteilt wurde.

AuBerdem erfolgte eine Klassifizierung der Mastzellverteilung. Dabei wurden die Kategorien
Jperiadnexiell’, ,perivasal, ,interstitiell*, ,Cluster (3 bis 5 Zellen)*, ,Cluster (mehr als 5 Zellen)*
und ,disseminierte Verteilung“ jeweils mit ,ja“ oder ,nein“ beantwortet. Mit der Kategorie
sinterstitiell ist dabei gemeint, dass Mastzellen nicht nur in rdumlicher N&he zu GefaBen oder
Adnexen, sondern auch ,frei“ im Gewebe verteilt zu finden sind. Zudem wurde die basale Pig-
mentierung der Epidermis semiquantitativ bestimmt. Hierzu wurden jeweils ein Referenzfall mit
leichter, mittlerer und starker basaler Pigmentierung ausgewahlt, anhand derer alle anderen
Falle eingeteilt wurden. Abbildung 4 zeigt histologische Bilder der drei Referenzfille.
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Tabelle 5 Immunhistochemische Farbungen Diese Tabelle zeigt eine Auflistung der jeweils fir die Primarantikérper
verwendeten Verdiinnungen und ER Lésungen (ER 1 = Citratpuffer, ER 2 = EDTA-Puffer). Fir die genaue
Herstellerbezeichnung der einzelnen Antikdrper sei auf Tabelle 6 verwiesen

Antikorper Verdiinnung Protokoll
Tryptase-Antikérper (Maus) 1:300 ER1
CD117-Antikdrper (Kaninchen) pur ER2
CD2-Antikérper (Maus) 1:1 ER2
CD25-Antikérper RtU (Maus) 1:1 ER2
CD3-Antikérper (Kaninchen) 1:1,5 ER2
CD4-Antikérper (Kaninchen) 1:1 ER2
CD8-Antikérper (Maus) 1:1 ER1
CD20-Antikérper (Maus) 1:1 ER1
CD45-Antikérper (Maus) 1:1 ER1
CD14-Antikérper (Kaninchen)  1:25 ER2
CD30-Antikérper (Maus) pur ER1
CD68-Antikérper (Maus) 1:200 ER2

CD79a-Antikdrper (Maus) 1:1 ER1
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24.2. CD117

Ebenso wie in der Tryptasefarbung wurde auch in der CD117-Farbung die Dichte des Mastzell-
infiltrats bestimmt. Das genaue Vorgehen wird im vorhergehenden Abschnitt 2.4.1 beschrieben.
Zudem wurde die GréBe der Mastzellen unter Zuhilfenahme des Programms Imaged (Images
Processing and Analyzing in JAVA, zur Verfigung gestellt durch das NIH) ermittelt. Hier-
zu wurden auf digitalen Bildern in 400-facher VergréBerung die jeweils zehn gréBten und
vollstdndig mit Zellkern abgebildeten Mastzellen vermessen. Die Mastzellen wurden dabei
manuell umzeichnet, damit anschlieBend der Flacheninhalt des umzeichneten Areals durch
das Programm ermittelt werden kann. Das Programm wurde auf den Mafstab, der durch die
Software (LAS V4.0 = Leica Application Site Version 4.0) des Mikroskops auf den Bildern
eingeflgt wurde, geeicht.

Zusétzlich wurde vermerkt, ob die Form der Mastzellen im vorliegenden Gewebe vorwiegend
spindelférmig war.

2.4.3. CD2und CD25

Wir untersuchten die Positivitét der Mastzellen fiir CD2 und CD25. Diese Farbungen wurden nur
bei den Mastozytose-Fallen, Mastozytomen und unklaren Fallen durchgeflhrt. Spindelférmige
Zellen (bei Mastozytomen auch kuboide Zellen) mit einer Farbung auf CD2 oder CD25 wurden
als positiv gewertet.

24.4. CD3

Zunachst wurden alle Gewebeschnitte auf CD3 positive T-Zellen untersucht und anschlie3end
in eine der Kategorien , T-Zellen vorhanden® oder ,T-Zellen nicht vorhanden® eingeteilt. Auf
allen Gewebeschnitten der ersten Kategorie wurde die T-Zelldichte in den oberen 900 um der
Dermis nach der in Abschnitt 2.4.1 beschriebenen Methode ermittelt. Dabei wurde allerdings
im Falle der CD3-Farbung keine Unterscheidung zwischen den drei Ebenen getroffen, sodass
als Messwert nur die T-Zelldichte in den oberen 900 um der Dermis untersucht wurde. Ver-
gleichbar mit der Klassifizierung der Mastzellverteilung, die in Abschnitt 2.4.1 beschrieben wird,
wurden auch die CD3-geférbten Schnitte nach folgenden Kategorien beurteilt: ,periadnexiell”,
Jperivasal®, ,interstitiell, ,Cluster und ,disseminierte Verteilung*.

2.4.5. CD4 und CD8

CD4 und CD8 wurden in der Konzeptionsphase dieser Studie bei insgesamt neun Mastozytose-
Fallen gefarbt, um bei Vorliegen eines T-zellreichen Infiltrats zwischen CD4- und CD8-positiven
T-Lymphozyten zu unterscheiden. Es wurden jeweils alle CD4- bzw. CD8-positiven Lymphozy-
ten auf einem Gewebeschnitt gezahilt.

24.6. CD14

CD14 wurde in der Konzeptionsphase dieser Studie bei insgesamt zehn Mastozytose-Féllen
und neun Kontroll-Féllen gefarbt. In der mikroskopischen Auswertung dieser Farbungen
wurde nach CD14-positiven, monozytaren Zellen gesucht und diese wurden gegebenenfalls
gezahlt.

24



2.4.7. CD20
CD20 wurde als B-Zell-Marker in der Konzeptionsphase dieser Studie bei insgesamt vier
Mastozytose-Fallen und acht Kontroll-Fallen gefarbt. Gegebenfalls wurden alle CD 20 positiven
Zellen gezahlt.

2.4.8. CD30

CD30 wurde in der Konzeptionsphase dieser Studie bei sieben Mastozytose-Féllen und
funf Kontroll-Fallen gefarbt. CD30-positive Mastzellen (also spindelférmigen Zellen) wurden
gegebenenfalls gezahlt.

2.4.9. CD45

CD45 wurde in der Konzeptionsphase dieser Studie bei insgesamt vier Mastozytose-Fallen
und acht Kontroll-Féallen gefarbt. Wir suchten auf den Gewebeschnitten nach spindelférmigen
Zellen (Mastzellen), die sich in ihrer Farbeintensitat von anderen umliegenden leukozytischen
Zellen unterschieden.

2.4.10.CD68

CD68 wurde in der Konzeptionsphase dieser Studie bei insgesamt sieben Mastozytose-Fallen
und zehn Kontroll-Fallen gefarbt. Es wurde nach CD68 positiven Makrophagen gesucht und
diese wurden ggf. gezahlt. Zudem wurde evaluiert, ob CD68 von Mastzellen in den jeweiligen
Schnitten exprimiert wird. Im Falle einer positiven Farbung der Mastzellen wurde durch den
Vergleich mit CD117 und Tryptase-Farbung festgelegt, ob es sich um eine komplette oder
partielle CD68-Positivitdt des Mastzellinfiltrats handelt.

2.4.11.CD79a

CD79a wurde in der Konzeptionsphase dieser Studie als Pan-B-Zell-Marker bei insgesamt
vier Mastozytose-Fallen und zehn Kontroll-Fallen geféarbt. Gegebenenfalls wurden alle CD79a-
positiven Zellen gezahit.

2.5. KIT D816V - Mutationsanalyse

Alle Gewebeproben wurden bezlglich einer méglicherweise vorliegenden KIT D816V Mutation
untersucht. Die Messung erfolgte mittels quantitativer Real-Time Polymerase-Chain-Reaction
(gPCR) und wurde durch die Arbeitsgruppe von Thomas Kristensen (Odense University Hospi-
tal, Odense, Dédnemark) als Kooperationspartner in dessen Labor durchgefihrt. Bei einer qP-
CR handelt es sich um ein Verfahren, das zum quantitativen Nachweis einer spezifischen DNA
Sequenz verwendet wird. Dazu wird mit Hilfe passender Primer sowie einer hitzestabilen DNA-
Polymerase eine Vervielféltigung der Zielsequenz erzielt. Der Nachweis der PCR-Produkte
erfolgt Gber die Messung von Fluoreszenzsignalen, welche direkt proportional zur Zunahme
des PCR-Produktes ansteigen (Benjamin A Raby 2019). Eine detaillierte Beschreibung der
technischen Durchfiihrung der hier verwendeten qPCR findet sich in der Publikation von
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Kristensen, Vestergaard u. a. (2011). Als Probenmaterial verwendeten wir mindestens zwei
10 um dicke Schnitte der FFPE-Bl6cke, die beim Einstellen des Mikrotoms zum Herstellen
der Schnittserien fir die immunhistochemischen Farbungen anfielen (sog. , Trimmen®). Fir
jede Probe wurde jeweils ein qPCR-Ansatz zur Amplifizierung des Wildtyp-KIT-Gens (Kontroll-
Assay) und ein Ansatz zur Amplifizierung des D816V mutierten KIT-Gens hergestellt und
gemessen. Zusatzlich wurde parallel eine Messung mit den KIT D816V positiven Zellen der
Human Mast Cell 1-Zellkulturlinie (HMC1-Zellen) als Positivkontrolle durchgefiihrt. Die Proben
wurden entsprechend der Ergebnisse als ,positiv®, ,negativ* oder ,nicht beurteilbar* einge-
teilt. Proben wurden entsprechend des Standards aus dem Methoden-Papier von Kristensen,
Vestergaard u. a. (2011) als positiv gewertet, wenn nicht mehr als 44 Replikationszyklen bis
zum Nachweis der Mutation notwendig waren (=Ct-Wert). Zur Beurteilung, ob die Qualitat der
Probe ausreichend war, wurde ein Ct-Wert von < 33 Replikationszyklen im Wildtyp-KIT-Assay
festgelegt. Dieser Schwellenwert wurde anhand der gPCR-Ergebnisse der Proben, die von
erwachsenen Patient*innen mit Mastozytose stammten, festgelegt, da bei diesen Patient*innen
in > 90% der Félle von einem positiven Mutationsstatus ausgegangen werden kann (siehe
hierzu auch Abschnitt 1.1.3). Innerhalb dieser Patient*innengruppe lagen alle Ct-Werte fir
den Wildtyp-Assay bei < 33, wenn eine KIT D816V Mutation nachweisbar war. Es kann daher
davon ausgegangen werden, dass bei einem Cut-off Ct-Wert von 33 fiir den Kontroll-Assay
eine ausreichende Probenqualitat zur Beurteilung des Mutationsstatus vorliegt.

2.6. Statistische Auswertung

Zur statistichen Auswertung der erhobenen Daten wurden die Programme SPSS Statistics,
Version 24 und 25 von IBM und R Studio (R Studio Inc., Boston, R Version 3.6.1) verwendet.
R Studio wurde ausschlieBlich zur Durchfuhrung der Random Forest Analyse und zur Berech-
nung von Cut-off-Werten mittels rekursiver Partitionierung verwendet. Hierzu wurden folgende
Spezialpakete benutzt: rpart_4.1-15 (Therneau u. a. 2018), rpart.plot_3.0.7 (Milborrow 2018),
randomForest_4.6.-14 (Breiman 2002), caret_6.0-84 (Wing u. a. 2018), rattle_5.2.0 (Williams
2011). Alle weiteren statistischen Berechnungen wurden mit SPSS Statistics durchgeflhrt.

2.6.1. Deskriptive Statistik

Die Daten wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung Uberprift. Bei Datenséatzen,
bei denen nicht von einer Normalverteilung ausgegangen werden konnte, wurden Median,
25. und 75. Perzentilen (sowie z.T. der daraus errechenbare Interquartilenabstand IQA) als
Lage- bzw. Streuungsmafe angegeben. Bei normalverteilten Daten wurden Mittelwert und
Standardabweichung berechnet. Zur Beschreibung der Daten wurden absolute und relative
Haufigkeiten berechnet.

2.6.2. Analytische Statistik

Zur analytischen Aufarbeitung wurden folgende statistische Testverfahren genutzt: Spearman-
Korrelation, Pearsons-Chi, Kruskal-Wallis-Test, Mann-Whitney-U-Test, Multivariate logistische
Regression, Random Forest Modell. Im Folgenden wird kurz auf die jeweiligen Testverfah-
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ren und adressierten Fragestellungen eingegangen. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant
gewertet.

Spearman-Korrelation

Folgende Fragestellung wurde untersucht:

Korrelation der ermittelten Mastzelldichten in der CD117 und in der Tryptase-Farbung

Die Ergebnisse der Spearman-Korrelation wurde nach folgendem Schema angegeben: Korre-
lationskoeffizient (r), p-Wert.

Pearsons Chi-Quadrat-Test

Folgende Fragestellung wurden untersucht:

Zusammenhang zwischen den Kategorien ,Diagnose” und ,Interstitielles Vorkommen von
Mastzellen®.

Die Ergebnisse des Pearson Chi-Quadrat-Tests wurden nach folgendem Schema angegeben:
Chi-Quadrat(Freiheitsgrad) = Wert des Chi-Quadrats, p-Wert. Als Zusammenhangsmaf wurde
bei 0.g. Fragestellung Phi nach folgendem Schema angegeben: Phi = Wert des Zusammen-
hangsmafes, p-Wert

Mann-Whitney-U-Test

Folgende Fragestellungen wurden untersucht:

Unterschiede der Mastzelldichten zwischen Mastozytose-Fallen und Kontroll-Féllen,

Unterschiede der Mastzelldichten in benachbarten Hautebenen (Zur anschlieBBenden paar-
weisen Testung nach Durchfiihrung des Kruskal-Wallis-Tests),

Unterschiede der MastzellgroBen (als paarweise Vergleiche nach Durchfihrung des
Kruskal-Wallis-Tests).

Die Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests wurden nach folgendem Schema angegeben:
U-Wert, Z-Statistik, p-Wert.

Kruskal-Wallis-Test

Da die Messwerte der Mastzelldichten nicht in allen Subgruppen normalverteilt waren und so-
mit die Vorraussetzung fur eine ANOVA nicht gegeben waren, wurde flr folgende Fragestellung
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der Kruskal-Wallis-Test verwendet:

Unterschied der Mastzelldichten in verschiedenen Hautebenen (jeweils bei Mastozytose
und in der Kontrollgruppe),

Unterschied der Pigmentierungsgrade in den verschiedenen Untersuchungsgruppen.

Die Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests wurden nach folgendem Schema angegeben: Chi-
Quadrat(Freiheitsgrad) = Wert des Chi-Quadrats, p-Wert.

Random Forest Modell

Der Random Forest ist ein auf dem statistischen Konzept von Entscheidungsbaumen basieren-
des Vorhersage-Modell. Hierbei wird die Methode des ,Ensemble-Lernens” verwendet. Stark
vereinfacht formuliert, wird beim Ensemble-Lernen ein Set (oder Ensemble) von Hypothesen
gemeinsam betrachtet, um eine Vorhersage zu treffen. Im Falle dieser Arbeit, soll eine Vorher-
sage bezlglich der Zuordnung zu den Kategorien ,Mastozytose* bzw. ,Nicht-Mastozytose*
getroffen werden. Zu diesem Zweck werden von einem Algorithmus auf Grundlage der Daten
zahlreiche Entscheidungsbdume aufgebaut. Dazu werden die verschiedenen untersuchten
Eigenschaften (=Variablen) der Proben (z.B. Mastzelldichte, Pigmentierungsgrad etc.) heran-
gezogen. Fir jeden Entscheidungsbaum wird eine zuféllige Stichprobe von Féllen aus der
Gesamtheit aller Falle ausgewahlt. Dies entspricht dem statistischen Konzept des ,Bootstrap-
ping“. AnschlieBend wird der generierte Entscheidungsbaum dann auf alle Félle angewendet,
die zu seiner Erstellung nicht verwendet wurden (= Out-of-Bag-Vorhersage). Die Besonder-
heit der Entscheidungsbaume beim Random Forest besteht nun darin, dass pro Baum nicht
versucht wird, die bezogen auf alle Variablen beste Entscheidung zu treffen, sondern jeweils
eine zuféllige Auswahl der unterschiedlichen Variablen ausgewahlt wird, anhand derer die
treffendste Zuordnung festgelegt wird. Zum Schluss werden die Ergebnisse der verschiedenen
Out-of-Bag-Vorhersagen aggregiert und der Algorithmus liefert eine Aussage Uber die globale
Wichtigkeit der Einzelvariablen fir die Vorhersage (= Mean Decrease Accuracy) und die
Reinheit der Trennung, die durch eine Einzelvariable (lokal an einem Entscheidungspunkt)
erzielt wird (= Mean Decrease Gini). (Breiman 2001; Liaw u. a. 2002)

Fur die Random Forest Analyse wurden nur die Daten der Félle aus den Gruppen ,MPKM*
und ,Kontrolle* verwendet. Die Daten der Mastozytome und die Daten der bislang unklaren
Falle wurde folglich nicht eingespeist. Neben denjenigen dermatohistologischen Kriterien, die
bei allen Fallen bestimmt wurden, wurde auch der KIT D816V-Mutationsstatus als Vergleichs-
parameter mit eingeschlossen. In einem anderen Modell wurden die gleichen Kriterien ohne
den Mutationsstatus eingespeist. Beide Modelle schlieBen auch die méglichen Confounder
Alter und Geschlecht ein. Zudem mussten vor Durchfiihrung der Analyse die Daten derart
bereinigt werden, dass keine fehlenden Werte im Datensatz vorhanden sind. Dies war in
einem Fall fir die Werte der ,Mastzelldichte unten” und ,Mastzelldichte Mitte* notwendig. Die
fehlenden Daten kamen dadurch zustande, dass in dem genannten Fall die Hautprobe nur
die sehr oberflachlichen Anteile der Dermis miterfasste und somit die unteren Anteile nicht
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zur Auswertung zur Verfigung standen. Die fehlenden Werte wurden durch den Mittelwert
fur die jeweilige Variable in der entsprechenden Untersuchungsgruppe ersetzt. Die Variable
der Mastzellgré3e wurde nicht in das Modell eingespeist, da nur in 19 von 36 Kontrollfallen
Werte vorlagen. Den fehlenden Werten bei der Mastzellgréie liegt das Problem zugrunde,
dass in einigen Kontrollféllen nicht zehn vollstédndig abgebildete Mastzellen vermessen werden
konnten, um die MastzellgréBe zu bestimmen. Wenn nun also in 17 Fallen die Messwerte der
MastzellgréBe durch den gruppenbezogenen Mittelwert ersetzt worden waren, wirde dies
moglicherweise zu einer groben Verfalschung der Daten fihren.

Die Ergebnisse des Random Forest Modells wurden in dieser Studie dazu verwendet, passen-
de Parameter fiir die im Folgenden beschriebene logistische Regression auszuwéhlen.

Berechnung von Cut-off-Werten

Zur Berechnung von Cut-off-Werten, die entweder fir den Gini-Index (,beste Reinheit der
Trennung®) oder fir Sensitivitat und Spezifitat optimiert sind, wurde das Prinzip der rekursiven
Partitionierung (Therneau u. a. 2018) angewendet. Hierbei berechnet die Statistik-Software fir
jeden moglichen Cut-off-Wert die jeweiligen Werte (also Sensitivitat, Spezifitdt oder Gini-Index)
im Bezug auf die angefragten Zuordnungskategorien. Am Ende wahlt die Software dann den
optimalen Wert aus und gibt diesen als Ergebnis an. In dieser Studie wurden Cut-offs fir
die Mastzelldichte in den oberen 300 um der Dermis anhand der Messergebnisse aus der
CD117-Farbung errechnet.

Logistische Regression

In dieser Studie wurden logisitische Regressionsmodelle erstellt, die als abhangige Variable
die Kategoriezuordnung zu ,Mastozytose” bzw. ,Nicht-Mastozytose” haben. Als unabhangige
Variabeln wurden diejenigen gewabhlt, die im Random Forest Modell besonders hoch priorisiert
wurden (Pigmentierung, CD117-Dichte obere 300 um, interstitielle Mastzellen, MZ-Cluster).
Die Regressionsmodelle wurden jeweils fiir Alter und Geschlecht kontrolliert. Die Ergebnisse
der Regression wurden nach folgendem Schema angegeben: Chi-Quadrat(Freiheitsgrad) =
Wert des Chi-Quadrats, p-Wert, Regressionskoeffizienz = Wert des Regressionskoeffizienten,
p-Wert, Odds Ratio (OR).

2.7. Labormaterial und Geréate

Die folgenden Tabellen beinhalten eine Zusammenstellung der verwendeten Antikérper, Rea-
genzien, sonstigen Materialien und Geréte.
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Tabelle 6 Antikdrper, Reagenzien und sonstige Materialien

Name

Hersteller

bez. als

Biopsy Punch
Einmalhautstanze 4mm

Stiefel GmbH & Co. KG,
Minchen

Einmalhautstanze

Mecain-Actavis 1%
Injektionslésung

Actavis, Namensanderung zu

PUREN Pharma GmbH & Co.

KG, Miinchen

Mepivacainhydrochlorid 1%

Dafilon blau monofiles
Nahtmaterial aus Polyamid

B. Braun Melsungen AG,
Melsungen

Polyamid-Nahtmaterial

Formaldehyd-L&sung,
3,5-3,7%, neutral gepuffert,
mit Methanol stabilisiert

Otto Fischer GmbH & Co.
KG, Saarbriicken

Formaldehydlésung

Adhésions-Objekttrager Menzel Glaser Thermo Objekttrager
Superfrost Plus Scientific, Waltham (USA)
Paraplast Tissue McCormick Scientific, Paraffin

Infiltration/Embedding
Medium

Fabbrico (ltalien)

Bond Ready-to-Use Primary
Antibody CD25 (4C9)

Leica Biosystems GmbH,
Nussloch

CD25-Antikdrper RtU

Bond Antibody Diluent

Leica Biosystems GmbH,
Nussloch

Verdinnungspuffer

Mouse anti-CD8, 6ml
gebrauchsfertig

Zytomed Systems GmbH,
Bargteheide

CD8-Antikérper

Rabbit anti CD4, 7ml
vorverdinnt

Zytomed Systems GmbH,
Bargteheide

CD4-Antikdrper

Fortgesetzt auf ndchster Seite
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Tabelle 6 — Fortsetzung von vorangehender Seite

Name

Hersteller

bez. als

Monoclonal Mouse
Anti-Human Mast Cell
Tryptase Clone AA1

Dakocytomation GmbH,
Hamburg

Tryptase-Antikdrper

CD45 (LCA) (2B11 und
PD7/26)

Cell Marque Corporation,
Rocklin (USA)

CDA45-Antikorper

Mouse anti-CD20 (L26),
16ml gebrauchsfertig

Zytomed Systems GmbH,
Bargteheide

CD20-Antikérper

Rabbit anti-CD3 (SP7), 16ml

gebrauchsfertig

Zytomed Systems GmbH,
Bargteheide

CD83-Antikérper

CD2 (MRQ-11)

Cell Marque Corporation,
Rocklin (USA)

CD2-Antikorper

CD117/c-kit Rabbit
Polyclonal Antibody, 6ml
vorverdinnt

Diagnostic BioSystems
(Zytomed Systems GmbH,
Bargteheide)

CD117-Antikérper
(Kaninchen)

Rabbit anti-CD14 (Klon

EPR3653), 0,5 ml Konzentrat

Zytomed Systems GmbH,
Bargteheide

CD14-Antikérper

Mouse Monoclonal anti
CD79a (HM47/A9)

Diagnostic BioSystems
(Zytomed Systems GmbH,
Bargteheide)

CD79a-Antikérper

CD68 (Makrophage Marker)

Ab-3, Klon KP1

NeoMarkers Inc., Portsmouth

(USA)

CD68-Antikdrper

Mouse anti CD30
(Ki-1-Antigen), 6ml
gebrauchsfertig

Zytomed Systems GmbH,
Bargteheide

CD 30-Antikorper

Fortgesetzt auf ndchster Seite
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Tabelle 6 — Fortsetzung von vorangehender Seite

Name Hersteller bez. als
Bond Polymer Refine Red Leica Biosystems GmbH, Refine Red Detektionskit
Detection Nussloch
Eukitt Eindeckmedium O. Kindler GmbH Eukitt
Mikroskopische Glaser,
Freiburg
Cover Slips 24 x 60 mm, #1 Menzel Glaser Thermo Deckglaser

Scientific, Waltham (USA)

Tabelle 7 Verwendete Geréate

Name Hersteller bez. als

BondMax IHC- und ISH- Leica Biosystems GmbH, BondMax Farbeautomat
Farbeautomat Nussloch

HM355S automatisches ThermoFisher Scientific Mikrotom

Mikrotom

Inc., Waltham (USA)

Leica DMRB Lichtmikro-
skop

Leica Biosystems GmbH, Mikroskop
Nussloch
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3. Ergebnisse

3.1. Allgemeine Beschreibung der Studienkohorte

3.1.1. Zusammensetzung der Patient*innenkohorte und Kontrollkohorte
Insgesamt wurden 94 Patient*innen in diese Studie eingeschlossen. Die Gruppe der MIS-
Patient*innen machte dabei 41 Patient*innen aus. Diese kénnen weiter unterschieden werden
in Patient*innen mit Mastozytom (n = 15) und Patient*innen mit einer klinisch (n = 11) oder
durch Knochenmarksbiopsie (n = 15) gesicherten Mastozytose vom makulopapulésen Typ
(MPKM) (ngesamt = 11 + 15 = 26). Weiterhin wurden 17 Patient*innen eingeschlossen, bei
denen die Diagnose MIS bislang nicht sicher gestellt werden konnte. Die Kontrollgruppe
bestand aus 36 Patient*innen. In der Kontrollgruppe befanden sich Patient*innen mit Urtikaria
(n =10), Ekzem (n = 9), Pruritus sine materia (n = 7) und Patient*innen, bei denen im Rahmen
dermatologischer Operationen unspezifisch verdnderte Haut angefallen ist (n = 10). Einen
Uberblick iiber die Zusammensetzung der Studienkohorte gibt Abbildung 5.

3.1.2. Alters- und Geschlechtsverteilung

Die Tabellen 8 und 9 zeigen die Alters- und Geschlechtsverteilung in der Studienkohorte und
in den einzelnen Untersuchungsgruppen. Ergénzend sei erwahnt, dass in der Gruppe ,MPKM*
lediglich ein Kind (1 Jahr alt) eingeschlossen wurde. Alle anderen Patient*innen dieser Gruppe
waren 25 Jahre oder alter. In der Gruppe ,Mastozytom*“ wurden nur Kinder eingeschlossen.

Tabelle 8 Geschlechterverteilung der Studienkohorte Gezeigt ist die jeweilige Anzahl von ménnlichen und weiblichen
Patient*innen in den einzelnen Gruppen der Studienkohorte und in der Gesamtkohorte. Es wurde die absolute Anzahl und der
prozentuale Anteil des jeweiligen Geschlechts in der betrachteten Gruppe angegeben.

Gruppe maéannlich weiblich
MPKM 10; 38,5% 16;61,5%
Kontrolle 16; 44,4% 20; 55,6%
Mastozytom 9; 60% 6; 40%
Diagnose unklar 7;41,2% 10; 58,8%
Gesamt 42; 44,7% 52; 55,3%
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Gruppe

Il MPKM (n = 26)
Urtikaria (n = 10)
M Ekzem (n = 9)

M Pruritus (n = 7)
OP-Haut (n = 10)
[ Mastozytom (n = 15)
M Diagnose unklar (n = 17)

Abbildung 5 Zusammensetzung der Studienkohorte Gezeigt sind die verschiedenen Subgruppen der Studienkohorte und

die jeweilige Anzahl an Patient*innen pro Subgruppe.

Tabelle 9 Altersverteilung der Studienkohorte Gezeigt ist das jeweilige mediane Alter in Jahren in den einzelnen Gruppen

der Studienkohorte und in der Gesamtkohorte. Zuséatzlich wurden Minimum, Maximum, 25. und 75. Perzentilen angegeben.

Gruppe Median Minimum Maximum 25. Perzentile 75. Perzentile
MPKM 46 1 70 39 51

Kontrolle 64 22 83 38 75
Mastozytom 3 0 10 1 9

Diagnose 37 0 57 30 44

unklar

Gesamt 41 0 83 25 57
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3.2. Dermatohistopathologische Merkmale

3.2.1. Mastzelldichte

Die Mastzelldichte wurde mit Ausnahme der Mastozytome fiir alle Falle sowohl flr die CD117
als auch fur die Tryptasefarbung berechnet (n = 79). Mastozytome wurden von dieser Messung
ausgeschlossen, da sie aus kompakten Mastzell-Paketen (i.S. eines Tumors) bestehen und
somit eine Berechnung der Dichte von Mastzellen nicht sinnvoll erscheint. Bei den MPKM-
Patient*innen zeigte sich in den oberen 900 um der Dermis eine mediane Mastzelldichte von
134 Zellen/mm? (IQA = 130) in der Tryptase-Farbung und von ebenfalls 134 Zellen/mm? (IQA
= 124) in der CD117-Farbung. In der Kontrollgruppe lagen die medianen Messwerte bei 32
(IQA = 40) (Tryptase) bzw. 7 (IQA = 35) (CD117). Eine genaue Aufstellung der Werte findet
sich in den Tabellen 10 und 11 bzw. als graphische Darstellung in Abbildung 6. Die Messwerte
fOr die Mastzelldichte waren in beiden Mastzell-Férbungen signifikant unterschiedlich zwischen
Kontrollgruppe und MPKM-Patient*innen (Mann-Whitney CD117-Dichte: U = 53,000, Z =
-5,907 p < 0,001; Mann-Whitney Tryptase-Dichte: U = 163, Z = -4,261, p < 0,001). Dies war
jeweils auch beim paarweisen Vergleich zwischen MPKM und den Kontroll-Subgruppen der
Fall: MPKM versus Urtikaria (CD117): U =19, Z =-3,925, p < 0,001; MPKM versus Urtikaria
(Tryptase): U =42, Z =-3,110, p = 0,002; MPKM versus Ekzem (CD117): U =7, Z = -3,939,
p < 0,001; MPKM versus Ekzem (Tryptase): U = 33, Z = -2,883, p 0 0,004; MPKM versus
Pruritus (CD117): U =7,Z =-3,702, p < 0,001; MPKM versus Pruritus (Tryptase): U = 30, Z
=-2,687, p = 0,007; MPKM versus OP-Haut (CD117): U = 20, Z = -3,886, p < 0,001; MPKM
versus OP-Haut (Tryptase): U = 58, Z = -2,543, p = 0,011.

Die Messungen in CD117-Farbung und Tryptase-Farbung ergaben sehr gut vergleichbare
Werte. Dies bestétigte die Korrelation nach Spearman: Es zeigte sich erwartungsgeman
eine stark positive Korrelation (r = 0,617, p < 0,001) zwischen den Ergebnissen der beiden
Mastzellfarbungen.

Bei der Betrachtung der Mastzelldichten in den unterschiedlichen Ebenen der Dermis (0-300
pm, 300-600 um, 600-900 um) zeigten sich insbesondere bei den MPKM-Patient*innen in der
obersten, subepidermalen Schicht die hdchsten Messwerte (siehe Tabellen 12, 13 und 14,
15). Wahrend in der Kontrollgruppe in den unterschiedlichen Ebenen relativ ahnliche Mastzell-
dichten gemessen wurden, zeigte sich bei MPKM ein typischer abfallender Gradient von oben
(subepidermal) in die Tiefe der Dermis (siehe auch Abbildung 7). Diese Beobachtung konnte
durch den Kruskal-Wallis-Test bestétigt werden: Die zentralen Tendenzen der Messwerte in
der oberen, mittleren und unteren Hautschicht waren bei den MPKM-Fallen signifikant unter-
schiedlich (CD117: Chi-Quadrat(2) = 36,577, p < 0,001; Tryptase: Qui-Quadrat(2) = 19,727, p
< 0,001). In der Kontrollgruppe war dies nicht der Fall (CD117: Chi-Quadrat(2) = 2,487, p =
0,288; Tryptase-Farbung: Chi-Quadrat(2) = 1,930, p = 0,381). Auch hier galt dies sowohl fiir die
Kontrollgruppe als Ganzes, als auch flr die einzelnen Subgruppen (Kruskal-Wallis): Urtikaria
CD117: Chi-Quadrat(2) = 1,262, p = 0,532; Urtikaria Tryptase: Chi-Quadrat(2) = 0,729, p =
0,694; Ekzem CD117: Chi-Quadrat(2) = 0,036, p = 0,982; Ekzem Tryptase: Chi-Quadrat(2)
= 1,236, p = 0,539; Pruritus CD117: Chi-Quadrat(2) = 0,382, p = 0,849; Pruritus Tryptase:
Chi-Quadrat(2) = 0,780, p = 0,677; OP-Haut CD117: Chi-Quadrat(2) = 1,882, p = 0,390;
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Tabelle 10 Mastzelldichte (Gesamt), Tryptase-Farbung Gezeigt ist die mediane Mastzelldichte in n/mm? in den oberen 900
um der Dermis in den unterschiedlichen Patient*innengruppen. Zusétzlich wurden 25., 75. Perzentilen und der
Interquartilsabstand (IQA) angegeben.

Gruppe Median 25. Perzentile 75. Perzentile IQA
MPKM 134 58 188 130
Urtikaria 27 5 41 36
Ekzem 37 9 51 42
Pruritus 26 12 33 19
OP-Haut 37 28 65 37
Kontrollen 32 13 53 40
gesamt

OP-Haut Tryptase: Chi-Quadrat(2) = 0,707, p = 0,702.
Im paarweisen Vergleich der Messwerte der oberen und mittleren bzw. mittleren und unteren
Schicht bei den MPKM-Patient*innen zeigte sich jeweils ebenfalls ein signifikanter Unterschied:

Mann-Whitney-U flr den Vergleich ,oben - Mitte*: CD117: U = 122,000, Z = -3,953, p <
0,001. Tryptase: U = 199,50, Z = -2,536, p = 0,011,

Mann-Whitney-U fiir den Vergleich ,Mitte - unten*: CD117: U = 160, Z = -3,259, p = 0,001.
Tryptase: U = 197,000, Z = -2,581, p = 0,010.

Da die Messwerte in den oberen 300 um laut Random Forest Analyse eine bessere Vorhersage
bezlglich der Diagnosegruppe eines Falles zulasst (siehe auch 3.4), als die Mastzelldichte
in der gesamten Dermis, fihrten wir zur Bestatigung noch einen Mann-Whitney-U-Test zum
Vergleich der beiden Variablen durch. Hierbei bestatigte sich, dass auch die Mastzelldichte in
den oberen 300 um der Dermis hoch signifikant zwischen Kontrollen und MPKM-Patient*innen
unterschiedlich ist (CD117-Farbung: U = 32,000, Z = -6,274, p < 0,001; Tryptase-Féarbung: U =
140,500, Z = -4,682, p < 0,001).

In den Abbildungen 11 und 12 finden sich (neben anderen Farbungen) jeweils auch ein
Beispiel fur einen Fall von MPKM bzw. ein Mastozytom in der CD117 und Tryptase-Farbung.
Zudem zeigt Abbildung 14 mikroskopische Beispielfotos fiir unterschiedliche MZ-Dichten in
der CD117-Farbung.

3.2.2. Mastzellverteilung

Neben den in Abschnitt 3.2.1 bereits beschriebenen Ergebnissen bezlglich der Lokalisati-
onstiefe von Mastzellen wurden noch weitere morphologische Kriterien zur Mastzellverteilung
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Tabelle 11 Mastzelldichte (Gesamt), CD117-Farbung Gezeigt ist die mediane Mastzelldichte in n/mm? in den oberen 900
um der Dermis in den unterschiedlichen Patient*innengruppen. Zusétzlich wurden 25., 75. Perzentilen und der
Interquartilsabstand (IQA) angegeben.

Gruppe Median 25. Perzentile 75. Perzentile IQA
MPKM 134 67 191 124
Urtikaria 6 0 41 41
Ekzem 4 0 21 21
Pruritus 0 0 35 35
OP-Haut 21 0 29 29
Kontrollen 7 0 35 35
gesamt

Tabelle 12 Mastzelldichte getrennt nach Hautebene, Tryptase-Fiarbung Gezeigt ist die mediane Mastzelldichte in n/mm?
der jeweils 300 pm dicken Schichten der Dermis bei MPKM und Kontrollen. Die Kontrollgruppe wurde aus Griinden der
Ubersichtlichkeit in dieser Tabelle zusammengefasst. Fiir die detaillierten Ergebnisse in den Subgruppen der Kontrollgruppe
sei auf Tabelle 13 verwiesen. Zusatzlich wurden 25., 75. Perzentilen sowie der IQA angegeben.

Hautschicht MPKM Kontrolle

Median 25.P. 75.P. IQA Median 25.P. 75.P. IQA

0-300 pm 242 95 367 272 29 5 61 56
300-600 pm 98 38 125 87 33 13 59 46
600-900 pm 42 23 58 35 23 7 45 38
(a) Mastzelldichte (gesamt), CD117-Farbung (b) Mastzelldichte (gesamt), Tryptase-Farbung

s00 p<0,001 ‘ ‘

300

200

Mastzelldichte (MZ/mm?), CD 117
Mastzelldichte (MZ/mm?), Tryptase

MPKM Kontrolle ;
:

MPKM Kontrolle

Abbildung 6 Mastzelldichte (gesamt) Die Boxplots zeigen die jeweiligen Mastzelldichten bezogen auf die gesamten
betrachteten oberen 900 pum der Dermis. CD117- und Tryptase-Farbungen ergaben gut vergleichbare Ergebnisse. Bei MPKM
zeigten sich insgesamt hdhere Anzahlen von Mastzellen als in den Kontrollen. (Boxen: Bereich der 25. - 75. Perzentilen;
Whiskers: 1,5 x IQA bzw. Maximum/Minimum, falls diese innerhalb 1,5 x IQA liegen)
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Tabelle 14 Mastzelldichte getrennt nach Hautebene, CD117-Farbung Gezeigt ist die mediane Mastzelldichte in n/mm? der
jeweils 300 um dicken Schichten der Dermis bei MPKM und Kontrollen. Die Kontrollgruppe wurde aus Griinden der
Ubersichtlichkeit in dieser Tabelle zusammengefasst. Fiir die detaillierten Ergebnisse in den Subgruppen der Kontrollgruppe
sei auf Tabelle 15 verwiesen. Zusatzlich wurden 25., 75. Perzentilen und der IQA angegeben.

Hautschicht MPKM Kontrolle

Median 25.P. 75. P. IQA Median 25.P. 75. P. IQA

0-300 pm 247 152 407 255 3 0 44 44
300-600 um 80 53 128 75 8 0 31 31
600-900 ym 35 14 52 38 1 0 18 18

beurteilt. Auch bei dieser Auswertung wurden die Mastozytome ausgeschlossen, da es sich
um tumorartige Zellverbédnde handelt, und somit die im folgenden genannten Verteilungskri-
terien niemals auf Mastozytome zutreffend sind. Es wurden die Kategorien ,periadnexiell®,
Jperivasal’, ,interstitiell”, ,Cluster (3 bis 5 Zellen)“, ,Cluster (mehr als 5 Zellen)* und ,dissemi-
nierte Verteilung“ jeweils mit ,ja“ oder ,nein“ beantwortet. Die Tabellen 16 und 17 zeigen die
beobachteten Haufigkeiten der unterschiedlichen Verteilungskategorien. Auffallend ist, dass
bei MPKM haufiger Mastzellen interstitiell (also auch ohne rdumlichen Bezug zu GeféaBen
und Adnexen) zu finden sind als bei Kontrollen (96% versus 50%). Diese Beobachtung wird
durch die Ergebnisse von Pearson’s Chi-Test bestatigt: Es zeigte sich, dass ein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen den Kategorien ,MPKM/Kontrolle* und ,Mastzellen
interstitiell ja/nein“ besteht (Chi-Quadrat (1) = 15,131, p < 0,001). Der Zusammenhang war
dabei relativ stark (Phi = -0,494) ausgepragt.

Cluster von > 3 Mastzellen traten nur in Einzelfallen bei MPKM auf (n = 2), zeigten sich
allerdings niemals in der Kontrollgruppe. In einem dieser beiden Félle traten sowohl kleinere
(3-5 MZ) als auch gréBere (> 5 MZ) Cluster auf. Beispiele fir disseminierte, interstitielle bzw.
perivasale Mastzellverteilung und Mastzellcluster bei MIS zeigt Abb. 8.

3.2.3. Phéanotypisierung der Mastzellen

Neben der Mastzelldichte und -verteilung wurden auch histomorphologische und immunhisto-
chemische Merkmale der Mastzellen beurteilt. Hierbei wurde zum einen die Form und Gréi3e
evaluiert, zum anderen die Expression bestimmter Oberflachenproteine, die beispielsweise
bei SM im Knochenmark schon beschrieben wurden.

Mastzellgr6Be und -form

Die GroBe der einzelnen Mastzellen war in der Kontrollgruppe, in der MPKM-Gruppe und in
der Mastozytomgruppe sehr ahnlich. Die mediane MastzellgréBe bei MPKM war 127 pm?
(IQA = 28) pm?, bei den Mastozytomen 110 um? (IQA = 25) und 108 pm? (IQA = 35) in
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Tabelle 16 Mastzellverteilung Gezeigt sind die absoluten und relativen Haufigkeiten bestimmter Verteilungsmuster von

Mastzellen. Die Auswertung erfolgte anhand der Tryptase-Farbung. Die in Abschnitt 3.2.2 erwahnten Ergebnisse, die sich als
charakterisitisch fiir Mastozytose zeigten, sind fett markiert. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde die Kontrollgruppe hier

zusammengefasst dargestellt. Fir die detaillierten Ergebnisse in den Kontroll-Subgruppen sei auf Tabelle 17 verwiesen.

Kategorie MPKM Kontrolle
Anzahl Prozent Anzahl Prozent

nein 24 92,3% 26 72,2%
Periadnexiell

ja 2 7,7% 10 27,8%

nein 3 11,5% 9 25%
Perivasal

ja 23 88,5% 27 75%

nein 1 3,8% 18 50%
Interstitiell

ja 25 96,2% 18 50,0%

nein 24 92,3% 36 100,0%
Cluster 3-5 Zellen

ja 2 7,7% 0 0,0%

nein 25 96,3% 36 100,0%
Cluster > 5 Zellen

ja 1 3,8% 0 0,0%

nein 1 3,8% 7 19,4%
Disseminiert

ja 25 96,2% 29 80,6%
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Abbildung 9 MastzellgréBe Gezeigt sind die medianen Mastzellgréen in um? in den einzelnen Untersuchungsgruppen.
(Boxen: Bereich der 25. - 75. Perzentilen; Whiskers: 1,5 x IQA bzw. Maximum/Minimum, falls diese innerhalb 1,5 x IQA liegen);
n.s. = nicht signifikant.

der Kontrollgruppe (siehe auch Abbildung 9). Statistisch zeigte sich trotz der in Abbildung
9 sichtbaren, groBen Uberschneidungsbereiche der Daten ein signifikanter Unterschied in
den MastzellgréBen der Untersuchungsgruppen (Kruskal Wallis: Chi-Quadrat(2) = 7,27, p
= 0,021). In den paarweisen Vergleichen zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen ,MPKM" und ,Kontrolle* (Mann-Whitney: U = 135, Z = -2,429, p = 0,015) bzw.
-~MPKM“ und ,Mastozytom” (Mann-Whitney: U = 109, Z = -2,193, p = 0,028). Die Gruppen
»Kontrolle* und ,Mastozytom* zeigten im paarweisen Vergleich keinen signifikanten Unterschied
(Mann-Whitney: U = 137, Z = -0,191, p = 0,849). Bei Auftrennung der Kontrollgruppe in ihre
Subgruppen zeigten sich dann wiederum aber keine signifikanten Unterschiede zwischen
Kontrollen und MPKM bzw. Mastozytomen: Kruskal-Wallis: Chi-Quadrat (5) = 8,388, p =
0,136. Auch im paarweisen Vergleich zwischen den Kontrollsubgruppen und MPKM bzw.
Mastozytomen zeigten sich keine Signifikanzen (Mann-Whitney): Urtikaria vs. MPKM: U = 39,
Z=-1,308, p = 0,191; Ekzem vs. MPKM: U = 25, Z = -0,928, p = 0,353; Pruritus vs. MPKM: U
=12,Z =-1,894, P = 0,058; OP-Haut vs. MPKM: U = 59, Z = -1,722, p = 0,085; Mastozytom
vs. MPKM: U =57,Z =-0,197, p = 0,846.

Es konnte kein Unterschied in der Form der Mastzellen zwischen Kontrollen und MPKM
festgestellt werden. In beiden Gruppen waren die Mastzellen in allen Féllen vorwiegend
spindelférmig bzw. sphérisch (abhangig von der Schnittebene). Bei den Mastozytomen zeigten
sich dicht gepackte, teils kuboide Mastzellen (i.S. eines gutartigen Tumors).
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Oberflichenmarker CD2, CD25, CD45, CD30, CD68

CD30-, CD45- und CD68-Farbungen wurden nur in der Pilotphase der Studie bei der Aus-
wahl passender immunhistochemischer Farbungen verwendet. CD30 zeigte sich auf allen
gefarbten Schnitten (Mastozytose n = 7, Kontrolle n = 5) negativ und wurde daher nicht in das
Farbe-Protokoll der Studie aufgenommen. CD45 als Pan-Leukozyten-Marker zeigte in den
gefarbten Schnitten (Mastozytose n = 4, Kontrolle n= 8) teils zahlreiche positive Zellen. Die
Differenzierung war nur sehr eingeschréankt moglich, sodass die CD45-Farbung im Verlauf
der Studie nicht weiterverfolgt wurde. Spindelférmige Zellen (als morphologisches Korrelat
fir Mastzellen), die eine im Vergleich zu den umliegenden CD45-positiven Zellen intensivere
Farbungen aufweisen, konnten weder bei Kontrollen, noch bei Mastozytose identifiziert werden.
In der CD68-Farbung (Mastozytose n = 7, Kontrolle n = 10) wurde in zwei Mastozytose-Féllen
eine vollstandige Positivitat und in vier Fallen eine partielle Positivitat der Mastzellen nachge-
wiesen. In den Kontrollféllen zeigten sich keine CD68 positiven Mastzellen. Fir die Auswertung
der CD68-Farbung siehe auch Abschnitt 3.2.4.

In der CD2- und CD25-Farbung zeigten sich die Mastzellen aller MPKM-Falle negativ (n =
26). Bei den Mastozytomen konnten je zwei Félle mit partieller CD2- und CD25-Positivitat
der Mastzellen detektiert werden. Einer der beiden Falle ist als Beispiel in Abbildung 12 zu
sehen. Da CD2 und CD25 auch von aktivierten Lymphozyten exprimiert werden, zeigten
sich in 61,5% (n = 16) bzw. 11,5% (n = 3) der MPKM-Félle CD2-positive bzw. CD25-positive
lymphozytére Zellen. Ein Beispiel fiir einen MPKM-Fall mit einigen CD2-positiven Lymphozyten
wird in Abbildung 11 gezeigt. Lymphozytare Zellen lassen sich morphologisch aufgrund ihrer
deutlichen geringeren GréBe und kreisrunden Form gut von Mastzellen unterscheiden. Bei
den Mastozytomen waren in 53,3% (n = 8) CD2-positive und in 20,0% (n = 3) CD25-positive
Lymphozyten zu sehen.

3.2.4. Begleitinfiltrat

Zur Charakterisierung des Infiltrats bei Mastozytose wurden im Rahmen dieser Studie zahlrei-
che weitere immunhistochemische Farbungen zur Detektion unterschiedlicher Immunzellen in
der Haut durchgefiihrt (siehe auch Tabelle 4) Im Folgenden werden die Ergebnisse aufgetrennt
nach Zelltyp beschrieben.

T-Lymphozyten

Zu Beginn der Studie wurden die Marker CD3, CD4 und CD8 zur Darstellung von T-Lymphozyten
verwendet. CD4 und CD8 wurden bei neun Mastozytose-Fallen verwendet, um ein méglicher-
weise vorhandenes T-Zellinfiltrat genauer zu charakterisieren. In acht dieser Félle zeigten sich
CD4- und/oder CD8-positive Lymphozyten. Davon zeigten sich in vier Fallen ausschlieB3lich
CD4-positive, in vier Fallen CD4- und CD8-positive und in einem Fall keine Lymphozyten. Die
CD8-positiven Lymphozyten waren in allen Fallen weniger zahlreich als die CD4-positiven
Lymphozyten (CD4/CD8 Ratios 3,8 - 32,8). Insgesamt zeigte sich somit in dieser kleinen
Testgruppe ein CD4-dominiertes T-Zellinfiltrat. Im Verlauf der Studie wurde nur noch CD3
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Abbildung 10 T-Zelldichte Gezeigt sind die medianen T-Zelldichten (Zellen/mm?) in den einzelnen Untersuchungsgruppen
(CD3-Farbung). (Boxen: Bereich der 25. - 75. Perzentilen; Whiskers: 1,5 x IQA bzw. Maximum/Minimum)

als Pan-T-Zell-Marker verwendet. In den Abbildungen 11 und 12 finden sich (neben anderen
Farbungen) jeweils auch ein Beispiel fir einen Fall von MPKM bzw. ein Mastozytom in der
CD3-Farbung. Die Auswertung der CD3-Farbung ergab, dass in 76,9% (n = 20) der MPKM-
Falle T-Lymphozyten nachweisbar waren. In der Kontrollgruppe war dies bei 69,4% (n=25)
der Fall. Auch bei den Mastozytomen fanden sich in 46,7% (n = 7) CD3-positive lymphozy-
tére Zellen. Im direkten Vergleich derjenigen Falle, in denen ein T-Zellinfiltrat nachweisbar
war (n = 52), zeigten sich zwischen Kontrollgruppe und MPKM-Gruppe durchaus gréBere
Uberlappungsbereiche: Die mediane T-Zelldichte bei MPKM lag bei 48 Zellen/mm? (IQA = 61)
und bei Kontrollféallen 83 Zellen/mm? (IQA = 85). Bei den Mastozytomen lag die T-Zelldichte
etwas niedriger bei Median = 29 Zellen/mm? (IQA = 58). In der statistischen Analyse zeigte
sich bei Betrachtung der zusammengefassten Kontrollgruppe im Vergleich zu MPKM und
Mastozytomen kein signifikanter Unterschied: Kruskal-Wallis: Chi-Quadrat (2) = 5,271, p =
0,072. Bei Betrachtung der nach Subgruppen aufgeteilten Kontrollgruppe zeigte sich hingegen
eine knappe Signifikanz: Kruskal-Wallis: Chi-Quadrat (5) = 12,722, p = 0,026. Beim paar-
weisen Vergleich zwischen den Untersuchungsgruppen zeigte sich bei zusammengefasster
Kontrollgruppe lediglich eine knappe Signifikanz zwischen Kontrollgruppe und Mastozytomen
(Mann-Whitney: U = 169, Z = -2,135, p = 0,033). Bei aufgeteilter Kontrollgruppe zeigten sich
in den paarweisen Vergleichen nur signifikante Unterschiede zwischen Ekzem (Median 104
Zellen/mm?, IQA = 30) und Mastozytom (Median 0 Zellen/mm?, IQA = 29) (Mann-Whitney-U:
U=16Z=-3,129, p = 0,002) bzw. Ekzem und MPKM (Median 28 Zellen/mm?, IQA = 57)
(Mann-Whitney-U: U = 51,5 Z = -2,479, p = 0,013). Siehe hierzu auch Abbildung 10.

Ahnlich wie in Kapitel 3.2.2 fiir die Mastzellen beschrieben, wurde auch die Verteilung der
T-Zellen in den Hautproben untersucht. Hierfiir wurden die gleichen Kategorien wie fiir die

Auswertung der Mastzellverteilung verwendet, mit Ausnahme der Kategorie ,Cluster (3 bis

47



Tabelle 18 T-ZellverteilungGezeigt sind die absoluten und relativen Haufigkeiten bestimmter Verteilungsmuster von T-Zellen.
Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde die Kontrollgruppe in dieser Darstellung zusammengefasst. Fiir die detaillierten
Ergebnisse in den Kontroll-Subgruppen sei auf Tabelle 19 verwiesen. Die Auswertung erfolgte anhand der CD3 Farbung.

Kategorie MPKM Kontrolle Mastozytom

Anzahl Prozent Anzahl Prozent Anzahl Prozent

nein 24 92,3% 31 86,1% 14 93,3%
Periadnexiell

ja 2 7,7% 5 13,9% 1 6,7%

nein 8 30,8% 11 30,6% 13 86,7%
Perivasal

ja 18 69,2% 25 69,4% 2 13,3%

nein 12 46,2% 19 52,8% 9 60,0%
Interstitiell

ja 14 53,8% 17 47,2% 6 40,0%

nein 8 30,8% 11 30,6% 13 86,7%
Cluster > 5 Zellen

ja 18 69,2% 25 69,4% 2 13,3%

nein 14 53,8% 19 52,8% 9 60,0%
Disseminiert

ja 12 46,2% 17 47,2% 6 40,0%

5 Zellen)“. Bei den T-Zellen wurden erst Cluster ab 5 Zellen gezahlt, da kleinere T-Zell-
Anhaufungen praktisch immer zu finden sind, wenn ein T-zellreiches Infiltrat vorliegt. Die
absoluten und relativen Haufigkeiten der unterschiedlichen Verteilungsmuster sind in den
Tabellen 18 und 19 aufgelistet. Es zeigten sich insgesamt keine relevanten Unterschiede in
der T-Zellverteilung zwischen Kontrollen und Mastozytose-Patient*innen.

B-Lymphozyten

Zur Detektion von B-Lymphozyten wurden in der Konzeptionsphase der Studie in einer
kleineren Testgruppe die CD79a- und CD20-Farbung verwendet. In beiden Farbungen zeigten
sich sowohl bei Kontrollen (CD20 n = 8; CD 79a n = 10), als auch bei den Mastozytoseféllen
(CD20 n = 4, CD79a n = 4) keine positiven Farbeergebnisse. Lediglich in einem Kontrollfall
zeigte sich eine einzelne CD79a-positive Zelle. Aus diesem Grund wurde im weiteren Verlauf
der Studie auf diese Farbungen verzichtet.

48



%02 2 %9‘82 2 %8°LL L %09 9 el
Haluwessiq

%08 ] %p 1L g %222 2 %0% ¥ uleu

%0. L %6‘2Y e %00} 6 %09 9 e
usjez § < JeIsnin

%0€ € %LS 12 %0 0 %0% v uleu

%02 2 %9‘82 2 %688 8 %0G G el
[ENNSEN

%08 8 v g %L LL b %0G G ueu

%0. L %62y e %00+ 6 %09 9 el
|[eseAllad

%0€ € %L‘LS 12 %0 0 %0¥ v uleu

%02 2 %0 0 %l LL b %02 2 el
[loIxaupeliad

%08 8 %00k L %688 8 %08 8 umlu

juazoud |yezuy juazoud lyezuy juazoid |yezuy juazoid |yezuy

IneH-do sniunid wazy3 eueyiln aliobale)

‘Bungie4 Q9 J19p pueyue a1bjops

Buniiemsny a1q "uaddniBgns|j0JjUOY UBU|SZUIS USP Ul US||8Z-L UOA Jaisnwsbun|ialia) Jajuwisaq usiaybineH uaAliedl pun uainjosqge alp puis 1619zexy) uaddnibgnsjjosuoy) uap ui bunjialian||az-1 61 a||9qeL

49



Tabelle 20 Pigmentierungsgrad Gezeigt sind die absoluten und relativen Haufigkeiten der einzelnen Pigmentierungsgrade in
den Untersuchungsgruppen. Die Auswertung erfolgte semiquantitativ anhand dreier Referenzslides in der Tryptase-Farbung
(siehe Abschnitt 2.4.1).

Gruppe schwach mittel stark

Anzahl Prozent Anzahl Prozent Anzahl Prozent
MPKM 8 30,8% 14 53,8% 4 15,4%
Kontrolle 31 86,1% 5 13,9% 0 0,0%
Mastozytom 9 64,3% 5 35,7% 0 0,0%

Makrophagen, Langerhanszellen, dendritische Zellen

Zur Detektion von Makrophagen, Langerhanszellen und dendritischen Zellen wurden in der
Konzeptionsphase der Studie bei einer kleineren Testgruppe die CD14 und CD68-Farbung
verwendet. In der CD14-Farbung (Mastozytose n = 10; Kontrolle n = 9), die insbesondere
zur Identifikation von dendritischen Zellen und Langerhanszellen ausgewahlt wurde, zeigten
sich nur in wenigen Schnitten positive Zellen: Bei zwei Kontrollen zeigten sich jeweils drei
bzw. acht positive Zellen. In zwei Mastozytose-Fallen zeigten sich jeweils drei bzw. 26 positive
Zellen. Da sich somit kein relevantes CD14-positives Begleitinfiltrat zeigte, wurde die Farbung
im Folgenden nicht mehr verwendet. In der CD68-Farbung (Mastozytose n = 7; Kontrolle n =
10) zeigten sich keine morphologisch der Gruppe der Makrophagen zuordenbare Zellen. Wie
in Kapitel 3.2.3 beschrieben ist, zeigten sich aber teils CD68-positive Mastzellen.

3.2.5. Basale Pigmentierung

Die basale Pigmentierung der Epidermis wurde semiquantitativ anhand der Tryptase-gefarbten
Schnitte ausgewertet. Unterschieden wurden die Kategorien ,schwach®, ,mittel“ und ,stark*”
(siehe hierzu auch Abbildung 4). Die absoluten und relativen Haufigkeiten der einzelnen
Pigmentierungsgrade in den Untersuchungsgruppen zeigt Tabelle 20. Insgesamt zeigte sich
ein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Pigmentierungsgrade zwischen den Unter-
suchungsgruppen (Kruskal-Wallis: Chi-Quadrat (2) = 21,121, p < 0,001). In der graphischen
Darstellung der Daten (Abbildung 13) fallt auf, dass bei MPKM der Pigmentierungsgrad ins-
gesamt stérker ist, als in der Kontrollgruppe. Dies zeigte sich auch im paarweisen Vergleich
statistisch signifikant (Mann-Whitney: U = 199, Z = -4,515, p < 0,001). Bei den Mastozytomen
ist die Pigmentierung ebenfalls signifikant weniger stark als bei den anderen Mastozytosefallen
(Mann-Whitney: U = 111, Z = -2,229, p = 0,045), allerdings zeigte sich etwas haufiger als
in der Kontrollgruppe eine mittlere Pigmentierung (35,7% versus 13,9%). Mastozytome und
Kontrollfalle unterschieden sich hingegen nicht signifikant voneinandner (Mann-Whitney: U =
197,Z = -1,715, p = 0,086).
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Abbildung 13 Basale Pigmentierung der Epidermis Gezeigt sind die prozentualen Anteile der jeweiligen
Pigmentierungsstufen der basalen Epidermis in den einzelnen Untersuchungsgruppen (Tryptase-Farbung).

3.3. KIT D816V Mutation

Die KIT D816V Mutationsanalyse erfolgte aus dem paraffinisierten Hautgewebe, welches
auch fur die histologische Begutachtung verwendet wurde und wurde durch die Arbeitsgruppe
von Thomas Kristensen in Odense, Danemark durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass in 84,6%
(n = 22) der Proben aus der MPKM-Gruppe die KIT D816V Mutation nachweisbar war. Bei
den restlichen vier Féllen war die Probenqualitét nicht ausreichend, um eine Aussage Uber
den Mutationsstatus zu treffen. In der Kontrollgruppe zeigte sich in keinem Fall eine KIT
D816V Mutation. In 63,9% (n = 23) der Kontrollfalle war die Probenqualitat zur abschlieBenden
Beurteilung als negativ ausreichend, in 13 Féllen konnte keine Aussage getroffen werden. Bei
den Mastozytomen zeigte sich bei 13 Proben eine nicht ausreichende Probenqualitat, sodass
nur zwei von 15 Proben abschlieBend beurteilbar waren. Von diesen beiden Proben zeigte
sich je eine positiv bzw. negativ flr die KIT D816V Mutation.

3.4. \Vorschlag eines diagnostischen Algorithmus

3.4.1. Entwicklung

Zur Identifikation wichtiger Unterscheidungsmerkmale zwischen Kontrollen und Mastozyto-
se (MPKM) wurden Random Forest Modelle erstellt. Dabei wurde in einem Modell neben
denjenigen dermatohistologischen Kriterien, die bei allen Fallen bestimmt wurden, auch der
KITD816V-Mutationsstatus als Vergleichsparameter mit eingeschlossen. In einem anderen
Modell wurden die gleichen Kriterien ohne den Mutationsstatus eingespeist. Beide Modelle
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schlieBen auch die méglichen Confounder Alter und Geschlecht ein. Aus den in Abschnitt 2.6.2
beschriebenen methodischen Griinden wurde die MZ-GréRe nicht eingeschlossen. Die de-
taillierten Ergebnisse sind in den Abbildungen 15 und 16 aufgeflhrt. Die Mastzelldichte (vor
allem in den oberen 300 um der Dermis) zeigte sich entsprechend dieser Ergebnisse als
besonders wichtiges histologisches Kriterium. Da sich aus unserem Datensatz die Messer-
gebnisse fir die CD117-Farbung besser zur Unterscheidung zwischen Mastozytose- und
Kontrollféllen herausstellten, als die Werte der Tryptasefarbung, verwendeten wir im Folgen-
den die CD117-Ergebnisse zur Entwicklung von Cut-off-Werten fir die Mastzelldichte. Wir
berechneten dabei drei Grenzwerte, die in dem uns vorliegenden Datensatz jeweils entweder
fir Sensitivitat, Spezifitat oder die beste Balance zwischen Sensitivitat und Spezifitat optimiert
sind (=GINI-optimiert).

Cut-off-Werte fir die Mastzelldichte in den oberen 300 um der Dermis (CD117-Farbung):

> 95% Sensitivitat (tatséchliche Sensitivitat 96,2%, Spezifitat 75,0%): > 38 Mastzellen/mm?;
entspricht circa 8 MZ/high power field (HPF) bei Sehfeldzahl (SFZ) 20,

balanciert (Sensitivitit 92,3%, Spezifitit 91,7%): > 62 Mastzellen/mm?; entspricht circa 12
MZ/HPF bei SFZ 20,

> 95% Spezifitat (tatséchliche Spezifitdt 97,2%, Sensitivitat 76,9%): > 140 Mastzellen/mm?;
entspricht circa 27 MZ/HPF bei SFZ 20.

Zur Veranschaulichung der oben genannten Grenzwerte zeigt Abbildung 14 Beispielfotos in
der CD117-Farbung, die die jeweiligen Cut-off-Werte fir die MZ-Dichte reprasentieren.

Neben den unterschiedlichen Messwerten fiir die Mastzelldichte rangierten der Grad der
Pigmentierung, das Vorkommen interstitieller Mastzellen und MZ-Cluster auf den héheren
Platzen im Random Forest Modell. Aus diesem Grund wurden diese drei Kriterien bei der
Entwicklung unseres diagnostischen Algorithmus ebenfalls berlcksichtigt.

In Anknlpfung an die Ergebnisse des Random Forest Modells wahlten wir die (unabhangi-
gen) Variablen ,Mastzelldichte der oberen 300 um (CD117)", ,Pigmentierung”, ,Interstitielles
Vorkommen von Mastzellen® und ,Mastzell-Cluster” aus, um eine logistische Regression durch-
zuftihren. Die abhéngige Variable des Modells war dabei die Diagnosezuordnung (MPKM
ja/nein). Hierfiir verwendeten wir den flr Sensitivitat und Spezifitat balancierten Cut-off Wert
von > 62 Mastzellen/mm?. Die Variable ,Pigmentierung” wurde in die bindren Kategorien
.Pigmentierung mittel oder stark® bzw. ,Pigmentierung schwach* aufgeteilt. Diese Aufteilung
ist zur Umkodierung der ordinalen Variable in eine Dummy-Variable notwendig, um sie in das
Regressionsmodell zu integrieren. Zudem wurde Alter und Geschlecht in das Modell einge-
schlossen, um fir diese Faktoren zu kontrollieren. Das Regressions-Modell zeigte sich als
Ganzes signifikant (Chi-Quadrat (6) = 71,978, p < 0,001, n = 62). Von den einzelnen unabhan-
gigen Variablen zeigte sich allerdings nur der Regressionskoeffizient der CD117-Dichte oben
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Abbildung 15 Graphische Darstellung der Ergebnisse aus dem Random Forest Modell mit KIT D816V-Mutationsstatus
als Vergleichsparameter Dargestellt sind die jeweils hierarchisch angeordneten Werte fiir Mean Decrease Accuracy =
,globale Wichtigkeit“ und Mean Decrease GINI = ,Reinheit der Trennung” der einzelnen Kriterien. Es wurden alle Kriterien in
das Modell eingespeist, die fir alle Kontroll- und MPKM-Falle erhoben wurden. Kriterien, die beispielweise nur bei den
Mastozytosefallen erhoben wurden (z.B. CD2/CD25-Positivitét) sind entsprechend nicht eingefloBen. In diesem Modell wurde

auch der KIT D816V Mutationsstatus als Vergleichsparameter fiir die dermatohistologischen Parameter mit eingeschlossen. In
Abbildung 16 sind die Ergebnisse des Modells ohne KIT-Mutationsdaten gezeigt.
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Abbildung 16 Graphische Darstellung der Ergebnisse aus dem Random Forest Modell (ohne KIT D816V

Mutationsstatus) Dargestellt sind die jeweils hierarchisch angeordneten Werte fir Mean Decrease Accuracy = ,globale

Wichtigkeit“ und Mean Decrease GINI = ,Reinheit der Trennung* der einzelnen Kriterien. Es wurden alle Kriterien in das Modell
eingespeist, die flr alle Kontroll- und MPKM-F&lle erhoben wurden. Kriterien, die beispielweise nur bei den Mastozytosefallen
erhoben wurden (z.B. CD2/CD25-Positivitat) sind entsprechend nicht eingefloen.

56



(r=7,960, p = 0,031, OR = 2863) als signifikant. Betrachtet man nun Regressionsmodelle,
die ebenfalls fir Alter und Geschlecht kontrolliert sind, aber jeweils nur eine der vier oben
genannten unabhangigen Variablen enthalten, zeigen sich fir CD117 Dichte, Pigmenterierung
und interstitielle MZ signifikante Regressionskoeffizienten. Das Kriterium der Cluster zeigte
sich (vermutlich aufgrund der Seltenheit) als nicht signifikant.

Regressionsmodell ,Alter, Geschlecht, CD117-Dichte oben“: Chi-Quadrat (3) = 60,180, p <
0,001; Regressionskoeffizient CD117-Dichte oben = 7,133; p = 0,001, OR = 1253,121

Regressionsmodell , Alter, Geschlecht, Pigmentierung mittel oder stark”: Chi-Quadrat (3)
= 25,165, p < 0,001; Regressionskoeffizient Pigmentierung mittel oder stark = 2,537; p <
0,001, OR = 12,643,

Regressionsmodell ,Alter, Geschlecht, Mastzellen interstitiell“; Chi-Quadrat (3) = 29,058, p
< 0,001; Regressionskoeffizient Mastzellen interstitiell = 3,918; p = 0,001, OR = 50,317,

Regressionsmodell ,Alter, Geschlecht, MZ Cluster > 3“: Chi-Quadrat (3) = 11,949, p =
0,008; Regressionskoeffizient MZ Cluster = 21,071; p = 0,999, OR = 1,415°.

3.4.2. Empfohlener Algorithmus

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit, der bereits vorhandenen Literatur (Valent, Akin, Escriba-
no u.a. 2007) und der klinischen Erfahrung aus der Mastozytose-Sprechstunde an der Klinik
und Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie am Biederstein (Mlinchen), entwickelten wir
den in Abbildung 17 gezeigten Workflow, der die Diagnostik von Mastozytose der Haut erleich-
tern soll. In der ersten Stufe soll die Notwendigkeit einer Hautprobe flr die Diagnostik festgelegt
werden. Falls bereits ein ausreichend eindeutiger klinischer Befund vorliegt, muss nicht zwin-
gend eine Hautprobe entnommen werden. In der zweiten Stufe erfolgt die histopathologische
Beurteilung. Die in den vorangehenden Abschnitten beschriebenen Unterscheidungskriterien
zwischen Mastozytose und anderen Hauterkrankungen, die mit Mastzellhyperplasie einher-
gehen kénnen, bilden die Grundlage dieser Stufe (vgl. auch Abschnitt 3.4.1). Das Kriterium
der MZ-Cluster zeigte sich als einziges der nach der Random Forest Analyse ausgewahlten
Kriterien nicht signifikant im Regressionsmodell. Da MZ-Cluster auBerdem nur in zwei MPKM-
Féallen vorkamen, die auch bereits durch die anderen Kriterien (MZ-Dichte, Pigmentierung und
interstitielle MZ) eindeutig zugeordnet werden konnten, scheint dieses Kriterium zwar sehr
spezifisch, praktisch aber eher von untergeordneter Wichtigkeit zu sein. Aus diesen beiden
Griinden wurde es mit dem Kriterium der interstitiellen MZ zusammengefasst.

In Stufe drei soll in weiterhin dermatohistologisch nicht klar zuordenbaren Féllen eine Un-
tersuchung des KIT-Mutationsstatus durchgefiihrt werden. Sollte auch dies keine Klarheit
schaffen, verbleiben in Stufe 4 noch die Méglichkeiten der Reevaluation z.B. durch erneute
Probenentnahme bzw. Knochenmarksuntersuchung (insb. bei Erwachsenen). Der vorgeschla-
gene Workflow wurde auf Plausibilitdt geprift, indem fir alle in die Studie eingeschlossenen
Falle mit Ausnahme der Mastozytome und der Falle mit unklarer Diagnose der entsprechende
Punktewert in Stufe 2 ermittelt wurde. AnschlieBend wurde Uberprift, ob sich daraus Fehl-
zuordnungen ergeben. Es zeigte sich, dass 24 der 26 (= 92,3%) sicher als Mastozytose
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klassifizierten Falle durch den Algorithmus histologisch eindeutig zugeordnet werden. Die
Ubrigen zwei Falle erreichten jeweils einen Punkt und werden damit in die nachste Stufe wei-
tergeleitet. Beide Falle zeigten auch in der KIT D816V-Mutationsanalyse keine ausreichende
Probenqualitat, sodass keine endgiiltige Zuordnung erfolgen konnte.

28 von 36 Kontrollféllen (= 77,7%) konnten durch den Algorithmus eindeutig zugeordnet wer-
den. Davon konnten 13 Kontrollfélle (= 36,1%) in Stufe 2 histologisch zugeordnet werden. Ein
Kontrollfall erreichte aufgrund einer Mastzelldichte von genau 140 Zellen/mm? und dem inters-
titiellen Vorkommen von Mastzellen 4 Punkte und wurde daher (vermutlich falschlicherweise)
der Mastozytosegruppe zugeordnet. Die Ubrigen sieben Félle konnten aufgrund nicht ausrei-
chender Probenqualitat in der gPCR sowie einer Punktzahl von 1-2 Punkten in Stufe zwei
nicht klassifiziert werden. Zusammenfassend ergaben sich somit bei den Mastozytose-Fallen
keine falsch-negativen Zuordnungen, wahrend sich bei den Kontrollen eine falsch-positive
Zuordnung ergab.

Weitere Erlauterungen zu diesem Workflow finden sich auch im Beschreibungstext der ent-
sprechenden Abbildung 17.

3.5. Anwendung des Algorithmus auf Falle mit bislang unklarer
Diagnose

Wie zu Beginn dieser Arbeit erwahnt, schlossen wir auch eine Gruppe von 17 Féllen mit
bislang unklarer Diagnose in diese Studie ein. Ziel war es, mithilfe neuer Kriterien in diesen
Fallen eine Diagnosestellung zu erméglichen. Wir wendeten demnach den in Abschnitt 3.4.2
beschriebenen Workflow an, um diese 17 Falle neu einzuteilen. In einem zweiten Schritt
Uberpriften wir, ob sich die histologischen Zuordnungen mit den Ergebnissen der KIT D816V
Mutationsanalyse decken. Abbildung 18 zeigt, wieviele bislang unklare Félle auf welcher Stufe
des Workflow jeweils in eine der beiden Diagnosegruppen eingeteilt werden konnten: 8 von 17
Fallen konnten anhand der neuen histologischen Kriterien bereits der Mastozytose-Gruppe
zugeordnet werden. Diese Zuordnung deckt sich weitestgehend auch mit den Ergebnissen aus
der Mutationsanalyse: Sechs der Félle zeigten eine KIT D816V Mutation, zwei Falle zeigten kei-
ne KIT D816V Mutation. Einer der 17 Falle konnte histologisch der Nicht-Mastozytose-Gruppe
zugeordnet werden. Dieser zeigte auch keine KIT-Mutation. Finf weitere Falle konnten durch
die KIT-Mutationsanalyse zugeordnet werden (davon vier negativ, einer positiv). Insgesamt
konnten somit mit unserem Workflow 82,4% der bislang nicht zuordenbaren Falle aufgeklart
werden.
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4. Diskussion und Schlussfolgerungen

4.1. Diskussion der Methoden

Im Folgenden sollen zunéchst die in dieser Arbeit verwendeten Methoden und Materialien
beurteilt, sowie wichtige Limitationen erdrtert werden.

4.1.1. Kohortenauswahl

Die Kohorte dieser Studie bestand aus insgesamt 41 gesicherten Féllen von MIS sowie 36
Kontrollfallen und 17 Féllen mit unklarer Diagnose. Die eingeschrénkte Patient*innenzahl
kénnte daher zu einer Verfalschung der Ergebnisse flihren. Da es sich bei Mastozytose aller-
dings um eine seltene Erkrankung handelt (Orpha.net 2019), konnten auch in vergleichbaren
Studien bislang keine wesentlich groBeren Patient*innenzahlen erzielt werden: Wolff u. a.
(2001) werteten beispielweise insgesamt 45 histologische Proben von MIS-Patient*innen aus.
In dieser Studie wurden allerdings keine Kontrollen als Vergleichsgruppe eingeschlossen.
Garriga u. a. (1988) untersuchten 20 Patient*innen mit MIS sowie 6 Patient*innen mit idio-
pathischem Flushing bzw. idiopathischer Anaphylaxie und verglichen diese mit Hautproben
von hautgesunden Patient*innen. In einer vergleichbaren Studie von A. A. Irani, Garriga u. a.
(1990) wurden 15 MIS-Falle (davon in 10 Fallen sowohl Iasionale als auch nicht-lasionale
Haut) mit 13 hautgesunden Kontrollen und 6 Fallen mit idiopathischem Flushing oder Ana-
phylaxie verglichen. Ahnlich wie in der hier vorgelegten Arbeit haben Wilkinson u. a. (1992)
einen Vergleich von MIS mit anderen inflammatorischen Hauterkrankungen durchgefiihrt, sich
dabei allerdings lediglich auf die Mastzellzahl und Mastzellgr63e konzentriert. In dieser Studie
wurden 30 Proben von Erwachsenen Mastozytose-Patient*innen und 50 Patient*innen mit
unterschiedlichen entziindlichen Hauterkrankungen eingeschlossen.

Leider konnten in dieser Studie seltene Manifestationsformen von MIS, wie beispielweise
die diffuse kutane Mastozytose, nicht einbezogen werden, da keine Patientenproben zur
Verfligung standen. Auch Wolff u. a. (2001), Garriga u. a. (1988) und A. A. Irani, Garriga u. a.
(1990) konzentrierten sich (vermutlich aus dem gleichen Grund) in ihren Studien hauptsachlich
auf die makulopapuldse kutane Mastozytose und die ,nodulare” Mastozytose (entspricht dem
Begriff ,Mastozytome*® in dieser Arbeit).

Wie bereits in Abschnitt 3.4.1 erwéhnt, stellte das Alter in unserer Kohorte einen Confounder
dar, da die Mastozytose-Patient*innen (Mastozytome wurden hier als eigene Gruppe betrach-
tet) im Median deutlich jinger waren (46 Jahre, IQA = 12), als die Kontroll-Patient*innen (64
Jahre, IQA = 37). Die Altersverteilung der Mastozytose-Patient*innen entspricht aber insofern
den Erwartungen, als dass neben dem Sauglings- und Kleinkindalter vor allem zwischen dem
20. und 50. Lebensjahr die Diagnose Mastozytose der Haut gestellt wird (Brockow 2014).
Die Geschlechterverteilung der Mastozytose-Patient*innen war in unserer Kohorte etwas
in Richtung weiblicher Patientinnen verschoben (61,5%), obwohl in der Literatur bislang ein
ausgeglichenes Verhaltnis zwischen Mannern und Frauen beschrieben wird (Brockow 2014).
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4.1.2. Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Farbungen wurden automatisiert mit dem BondMax Farbeautoma-
ten der Firma Leica durchgeflihrt. Die automatisierte bzw. teilautomatisierte Immunhistochemie
ist in den letzten Jahren zunehmend zu einem wichtigen Bestandteil der histopathologischen
Aufarbeitung geworden und wird erfolgreich auch in der klinischen Routine eingesetzt (u.a.
auch an der Klinik und Poliklink flir Dermatologie am Biederstein, Minchen). Ein wichtiger
Vorteil dieser Methode gegenliber der manuellen IHC ist das hohe Maf3 an Standardisierung
und Reproduzierbarkeit (Prichard 2014). Dennoch ist es extrem wichtig, zur Etablierung jeder
neuen immunhistochemischen Farbung zu Anfang das Farbeprotokoll anhand geeigneter
Positiv - und Negativ-Kontrollen zu optimieren und zu Uberpriifen (Prichard 2014). Dies wurde
far alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Féarbungen durchgefuhrt. Zudem wurden in
jedem Farbevorgang stets mehrere Schnitte mit dem gleichen Antikérper angefarbt, sodass
bei negativem Farbeergebnis einzelner Schnitte in der Regel andere, positiv angefarbte
Vergleichsschnitte zur Verfligung standen und somit ein Versagen des Farbeprotokolls als Ur-
sache fur negative Farbeergebnisse weitgehend ausgeschlossen werden kann. Bei einzelnen
Antikérpern, die sich auf der Mehrzahl der Schnitte negativ zeigten (insb. die in der Pilotphase
verwendeten Marker CD30, CD79a, CD20, CD14), kénnten allerdings auch falsch-negative
Ergebnisse Ubersehen worden sein.

4.1.3. Mikroskopische Auswertung

Die mikroskopische Auswertung erfolgte groBteils allein durch die Autorin dieser Arbeit. Ein-
zelne reprasentative Schnitte wurden mit Herrn Prof. Dr. Knut Brockow und Herrn Prof. Dr.
Hans-Peter Horny (Institut fiir Pathologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen) noch-
mals mikroskopiert, um die Ergebnisse der Autorin zu validieren und zu Uberprifen. Dies
erfolgte insbesondere im Hinblick auf die teilweise relativ subjektiven Auswertungskategorien
bei der Mastzell- und T-Zellverteilung sowie in Bezug auf die Positivitdt von CD2 und CD25.
Es ist dennoch davon auszugehen, dass die Beurteilung der genannten Verteilungskriterien
stark untersucher*innenabhangig ist. Auch das Zahlen der Mastzellen erfolgte manuell durch
die Autorin. Hier hatte durch zwei unabhangige Untersucher*innen ein héheres MafB an Ge-
nauigkeit erzielt werden kénnen. Dies war aus organisatorischen Griinden im Rahmen dieser
Studie aber leider nicht méglich. Zudem wurde pro untersuchtem Fall stets nur ein Schnitt pro
immunhistochemischem Marker ausgewertet. Dies war hauptsachlich einer Materialknappheit
geschuldet. Es ist daher méglich, dass die Lokalisation einzelner Schnitte nicht optimal intrala-
sional getroffen wurde und es somit zu einer Verfalschung der Ergebnisse gekommen sein
kénnte.

4.1.4. Mutationsanalyse

Im Rahmen dieser Studie wurden KIT D816V Mutationsanalysen aus dem FFPE-Gewebe,
das auch fir die Histopathologie verwendet wurde, durchgefiihrt. Der Nachweis von KIT
D816V in lasionaler Haut wird auch bereits im vorgeschlagenen diagnostischen Procedere
von Valent, Akin, Escribano u.a. (2007) als Minorkriterium der Stufe 2 und (aktueller) von
Hartmann u. a. (2016) als Kriterium fir MIS aufgegriffen. Allerdings ist die Mutationsanalyse in
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vielen Zentren noch kein Teil der Routinediagnostik und bisher hauptséchlich im Rahmen von
Studien durchgefiihrt worden. Kristensen, Broesby-Olsen u. a. (2013) verwendeten in lhrer
Studie dafir beispielsweise nicht fixierte (frische) Hautproben. Sie konstatieren in ihrer Arbeit
ferner, dass FFPE-Proben weniger gut geeignet sind, da teilweise zu wenig amplifizierbare
DNA extrahierbar ist (Kristensen, Broesby-Olsen u. a. 2013). FFPE-Gewebe ist aber sehr viel
haufiger verfligbar, da es nach der Probeentnahme und histologischen Aufarbeitung in der
Regel Uber mindestens 10 Jahre aufbewahrt wird. In den Untersuchungen von Buttner u. a.
(1998) und Longley u. a. (1999) wurden erfolgreich auch FFPE-Proben zur Mutationsanalyse
verwendet. Von insgesamt 94 Proben, die im Rahmen dieser Studie ausgewertet wurden,
war bei 55 Proben eine ausreichende Materialqualitat vorliegend. Dies entspricht einer Quote
von 58,5%. Dabei ist zu beachten, dass in der Gruppe der Mastozytome besonders viele
(namlich 13 von 15) Félle als nicht beurteilbar klassifiziert worden sind und sich dies auf die
Gesamtquote selbstverstandlich negativ auswirkt. In den anderen Untersuchungsgruppen
konnten deutlich bessere Ergebnisse erzielt werden, z.B. zeigte sich in der Mastozytosegruppe
ein Anteil von 84,6% auswertbarer Proben. Dies kdnnte mdglicherweise auf Unterschiede im
Fixationsprozess der Hautproben zurtickzufiihren sein. Dabei ist insbesondere zu beachten,
dass bis auf eine Probe alle Mastozytome freundlicherweise durch Herrn Prof. Horny (Institut
far Pathologie, LMU Miinchen) zur Verfigung gestellt wurden, wahrend alle anderen Proben an
der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und Allergolgie am Biederstein (Miinchen) gewonnen
wurden. Insofern kénnten Unterschiede in der Probenaufbereitung fir die Probenqualitat bei
der KIT D816V Mutationsanalyse bedeutend sein.

4.2. Diskussion der Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Arbeit mit bisher veréffentlichten Daten
verglichen und Unterschiede bzw. Uberschneidungen mit der verfiigbaren Literatur diskutiert.

4.2.1. Mastzelldichte, Mastzellverteilung, Mastzellphanotyp

Anzahl, Verteilung und Aussehen der Mastzellen sind naheliegende Kriterien, die zur Diagno-
sefindung bei Verdacht auf MIS zur Anwendung kommen (sollten). Aus diesem Grund wurde
in dieser Studie versucht, das Vorkommen und Aussehen der Mastzellen bei MIS (im Vergleich
zu anderen Hauterkrankungen) zu quantifizieren. Im Folgenden sollen diese Ergebnisse mit
den Ergebnissen bereits publizierter Arbeiten verglichen werden.

Mastzelldichte

Die im Rahmen dieser Studie ermittelten Werte fiir die Mastzelldichte bei Mastozytose zeigen
sich in der GréBenordnung vergleichbar mit den Ergebnissen anderer Autoren. Wilkinson
u.a. (1992) ermittelten in ihrer Studie eine mittlere Dichte von 381 + 27,79 MZ/mm? in der
subepidermalen Dermis bei MIS. Die Detektion der Zellen erfolgte allerdings nicht immunhi-
stochemisch, sondern mit einer Chloracetat-Ester-Farbemethode (Leder-Farbung). Unsere
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Daten ergaben eine mediane Mastzelldichte von 247 (IQA = 255) flr die CD117-Féarbung
bzw. 242 (IQA = 272) fir die Tryptase-Farbung in den oberen 300 um der Dermis. Die Mess-
werte fir Kontrollfalle mit entziindlichen Dermatosen bzw. nicht-entziindeter Haut zeigen
sich ebenfalls vergleichbar: Wahrend Wilkinson u. a. (1992) bei gesunder Haut Werte von
53,96 + 7,28 MZ/mm? bzw. bei entziindlichen Hauterkrankungen 42,85 + 4,96 MZ/mm?
ermittelten, zeigten sich in unserer Kontrollgruppe subepidermal im Median 3 MZ/mm? (IQA =
44) (CD117-Farbung) bzw. 29 MZ/mm? (IQA = 56) (Tryptasefarbung). Eine Studie von Garriga
u.a. (1988) untersuchte anhand von mit Toluidin-Blau gefarbten Schnitten die Mastzelldichte
bei Patient*innen mit MIS, UP und bei hautgesunden Proband*innen. Die Autor*innen erhoben
hier insgesamt etwas héhere Mastzellzahlen, als in unserer Studie: Fir Patient*innen mit UP
596,5 + 278 MZ/mm? und sogar 720,6 + 176 MZ/mm? fiir Patient*innen mit MIS bei ISM. Bei
hautgesunden Probanden fanden sich in dieser Untersuchung 38,3 & 4 MZ/mm?. In unseren
Daten finden sich zwar vereinzelt Félle mit ahnlich hoher Mastzelldichte, insgesamt fanden
wir aber weniger Mastzellen. Die Daten von Garriga u. a. (1988) gehen auf die Auswertung
von Toluidin-Blau-Farbungen zurtick. Diese Farbung ermdglicht zwar die Identifikation von
Mastzellen deutlich besser, als beispielsweise eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung, ist einer
immunhistochemischen Detektion gegenlber allerdings unterlegen (Ribatti 2018). Insofern
ist bei den Daten von Garriga u. a. (1988) eventuell mit einer héheren Zahlunsicherheit zu
rechnen, als in den hier vorliegenden Daten. Andererseits kann in unserer Studie aufgrund der
limitierten Anzahl von Schnitten und hohen Anzahl von immunhistochemischen Farbungen
nicht ausgeschlossen werden, dass einige der Schnitte, die zur Auszahlung der Mastzellen
verwendet wurden, nicht mehr optimal intralasional gelegen waren und somit etwas geringere
Mastzellzahlen zustande kamen. A. A. Irani, Garriga u. a. (1990) ermittelten beispielsweise
auch insgesamt etwas héhere Werte fir die Mastzelldichte im Bereich der subepidermalen
Dermis bei Mastozytose: In der Auszahlung von Chymase- und Tryptase-gefarbten Gewebe-
schnitten zeigten sich bei Mastozytose der Haut in deren Studie 40985 + 21772 MZ/mm?3
(dies entspricht 553,3 + 293,9 MZ/mm?). In gesunder Haut detektierten die Autoren allerdings
auch eine tberraschend hohe durchschnittliche Mastzelldichte von umgerechnet 99,2 + 40,1
MZ/mm?. Diese Unterschiede in den berichteten Mastzelldichten machen die Festlegung
von Grenzwerten schwierig. Wie gerade beschrieben, wurden teilweise auch fir gesunde
Haut relativ hohe Mastzelldichten berichtet. Es liegt daher nahe anzunehmen, dass die H6he
der Messwerte stark methodenabhéngig ist. Im Rahmen unserer Auswertung wurden nur
Mastzellen gezahlt, deren Zellkern erkennbar gewesen ist. Wenn aber alle Zellanschnitte mit-
gezahlt werden, wird man naturlich auch héhere Werte fur die Mastzelldichte erhalten. Diese
methodische Divergenz erscheint als plausible Erklarung fir die insgesamt niedrigeren Zahlen,
die in dieser Studie ermittelt wurden. Die Divergenz der berichteten Mastzelldichten macht die
Festlegung diagnostischer Grenzwerte schwer und verdeutlicht, dass die Mastzelldichte nicht
als alleiniges Kriterium fiir die Diagnose MIS verwendet werden sollte. Insgesamt erscheint es
uns daher sinnvoll, die Grenzwerte fir mit MIS vereinbare Mastzelldichten so zu wahlen, dass
moglichst wenige falsch-negative Falle zustande kommen - also eher niedrigere Messwerte
zugrunde zu legen, als zu hohe (vgl. dazu auch Abschnitt 4.2.5).
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Mastzellverteilung

A. A. Irani, Garriga u.a. (1990) erwahnen in lhrer Veroffentlichung, dass sich in Lasionen
von MIS-Patient*innen Mastzellen diffus verstreut in der Dermis finden, wéhrend bei nicht-
lasionaler oder gesunder Haut Mastzellen vor allem perivasal und periadnexiell auftreten. Dies
deckt sich mit den Daten dieser Arbeit, die besagen, dass das interstitielle Vorkommen von
Mastzellen statistisch stark mit der Diagnose Mastozytose zusammenhéangt (p < 0,001, vgl.
Tabelle 16). Auch Garriga u.a. (1988) beschreiben, dass Mastzellen bei Patient*innen mit
Mastozytose haufiger in gréBerem Abstand zu BlutgefaBen in der Haut zu finden sind, als bei
anderen Erkrankungen.

In der Studie von Wilkinson u. a. (1992) konnte, wie auch in unserer Untersuchung, ein Gradi-
ent der Mastzelldichte von subepidermal in Richtung der tieferen Dermis festgestellt werden.
Dies gilt laut den Autoren sowohl fir Mastozytose, als auch fir entziindliche Hauterkrankun-
gen, wie z.B. subakuten Dermatitiden oder progressiver pigmentierter Purpura, sei aber bei
Mastozytose deutlicher ausgepragt gewesen. In nicht-entziindeter Haut und bei Patient*innen
mit Lichen planus konnten Wilkinson u. a. (1992) keinen signifikanten Abfall der Mastzelldichte
in der tieferen Dermis feststellen. Allerdings geben die Autoren keine Auskunft dariber, in
welcher Tiefe genau jeweils gezahlt wurde. A. A. Irani, Garriga u. a. (1990) unterschieden
bei der Messung der Mastzelldichte zwei Zahlebenen, die jeweils relativ superfiziell gelegen
sind. Die erste Ebene erstreckt sich dabei von der dermo-epidermalen Junktion bis in 183
pum Tiefe, die zweite Ebene reicht 366um tief. Hierbei zeigten sich sowohl bei MIS, als auch
bei normaler Haut héhere Mastzellzahlen in der superfizielleren Ebene. Allerdings fihrten die
Autoren keine statistische Analyse der Signifikanz diese Abfalls durch bzw. berichteten diese
nicht. In unserer Studie wurde insgesamt ein groBerer Betrachtungsbereich von 3 Z&hlebenen
mit jeweils 300 um Breite gewahlt. Anhand dieser Daten lief3 sich ein statistisch signifikanter
Abfall der Mastzelldichte tats&chlich nur bei den Mastozytose-Fallen zeigen (Pwmastozytose,cD117
< 0,001; PMastozytose, Tryptase < 0,001; PKontrollen ,CD117 = 0,288; PKontrollen, Tryptase = 0,381 )

Wolff u. a. (2001) unterscheiden vier verschiedene Verteilungsmuster von Mastzellen bei MIS:
Perivasal in der papilldaren und oberen retikuldren Dermis, interstitiell, ,deckenférmig® und
nodular. Diese unterschiedlichen histopathologischen Muster sollen allerdings nur teilweise
mit bestimmten klinischen Erscheinungsmustern der MIS korrelieren (Mihm u. a. 1973; Wolff
u.a. 2001). In unserer Studie wurden in erster Linie Proben von Patient*innen mit UP und Mas-
tozytomen untersucht. Fir Mastozytome ist das typische Verteilungsmuster selbstversténdlich
auch in unserer Kohorte als nodular zu bezeichnen, da es sich um tumorartige Mastzellver-
bande handelt. Die anderen Verteilungsmuster ,perivasal“, ,deckenférmig” und ,interstitiell*
waren in unseren MIS-Féllen ebenfalls alle vertreten. Hierbei ist allerdings anzumerken, dass
durchaus mehrere dieser Verteilungsmuster innerhalb der gleichen Hautprobe zu finden sein
kdnnen bzw. eine strikte Abgrenzung zwischen einem MIS-Fall mit beispielsweise perivasalem
Verteilungsmuster im Gegensatz zu einem anderen Fall mit interstitiellem Verteilungsmuster
weder sinnvoll noch méglich erscheint. Das deckenférmige Verteilungsmuster kénnte termino-
logisch als stark subepidermal betontes Infiltrat mit hoher Mastzelldichte beschrieben werden
und vereint somit zwei Kriterien, die unseren Daten zufolge charakteristisch fir MIS sind.
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Mastzellphanotyp

Wie bereits einleitend im Abschnitt 1.1.3 beschrieben, ist fir Mastzellen, die im Rahmen einer
systemischen Mastozytose vermehrt im Knochenmark vorliegen, ein bestimmter Phanotyp
sehr typisch, welcher auch Einzug in die WHO-Kriterien (Tabelle 3) zur Diagnose einer sys-
temischen Mastozytose gefunden hat. Der Phéanotyp von Mastzellen in der Haut bei MIS ist
allerdings bislang weniger gut definiert. Angelehnt an die genannten WHO-Kriterien, wurde
die vorwiegend vorliegende Form der Mastzellen auf allen untersuchten Gewebeschnitten
definiert. Hierbei zeigte sich in dieser Studie, dass die Zellen in ihrer Form nicht von anderen,
physiologischerweise in der Haut vorkommenden Mastzellen unterscheidbar sind. Sowohl in
den Kontrollen, als auch in den MIS-Fallen zeigten sich (mit Ausnahme der Mastozytome)
spindelférmige bzw. sphéarische Mastzellen (bei querem Anschnitt der Zellen). In den tumorar-
tigen Zellverb&nden der Mastozytome zeigten sich die Zellen kuboid bis rund. Dies entspricht
auch den zuvor berichteten Beobachtungen von A. A. Irani, Garriga u. a. (1990) und Mihm u. a.
(1973).

Aus unseren Daten geht hervor, dass Mastzellen bei MIS im Mittel etwas gréBer sind, als
Mastzellen bei Kontroll-Hautproben, auch wenn sich bei der Betrachtung der Einzelzellgréen
sehr groBe Uberlappungsbereiche ergeben. Diese Beobachtung machten auch Wilkinson u. a.
(1992) und Tharp u. a. (1988). Wilkinson u. a. (1992) ermittelten bei der computergestitzten
Ausmessung von Mastzellen auf histologischen Schnitten eine mittlere MZ-GréBe von 47,4 +
2,26 um? bei MIS bzw. 32,34 + 2,22 um? bei Kontrollen. Tharp u. a. (1988) ermittelten elektro-
nenmikroskopisch eine mittlere ZellgréBe von 53,3 pm? (Zytoplasma) + 20,4 pm? (Zellkern) =
73,7 uym? (gesamt) , wahrend sie bei gesunden Kontrollen eine GréBe von 34,4 um? (Zyto-
plasma) + 14,1 pm? (Zellkern) = 48,5 pm? (gesamt) maBen. Einen weiteren Vergleichswert
far die durchschnittliche GréBe von (physiologischen) Mastzellen im Allgemeinen bietet die
Untersuchung von A. A. Irani, Schechter u.a. (1986). Hier wurde eine mediane GrdR3e von
76 pm? von Tryptase-Chymase-positiven Mastzellen ermittelt, wobei Zellen in Lunge, Mukosa
und Haut untersucht wurden. Die Werte der genannten Vorstudien liegen jeweils sowohl fur
die Kontrollgruppen, als auch fir MIS unterhalb den in unserer Studie ermittelten Werten
von median 127 pm? bei MIS (Mastozytome ausgenommen) bzw. 108 pm? bei Kontrollen.
Dies ist am ehesten auf einen methodischen Unterschied zuriickzuflhren: In unserer Studie
wurden jeweils die zehn gréBten, vollstandig abgebildeten Mastzellen jedes Gewebeschnittes
vermessen, wahrend in den genannten Studien keine Vorauswahl der gré3ten Zellen erfolgte.
Somit erscheint es nachvollziehbar, dass die Werte unserer Untersuchung héher liegen. Die
Tatsache, dass MIS-Mastzellen im Durchschnitt etwas gréBer waren, als in den Kontrollen,
konnte aber in unseren Daten, wie auch in den genannten Publikationen, gleichermaf3en
nachvollzogen werden.

Die Expression von CD2 und CD25 ist ein wichtiges Kriterium bei der Diagnostik von Mastozy-
tose im Knochenmark (Arber u. a. 2016; Valent, Akin und Metcalfe 2017). Einige Autoren postu-
lieren auch, dass die Expression dieser Oberflachenmarker, insbesondere von CD25, auf Mast-
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zellen bei MIS von diagnostischer Bedeutung sei (Hollmann u. a. 2008; Morgado u. a. 2014;
Lange u.a. 2014). So berichteten z.B. Hollmann u. a. (2008) in einem Patient*innenkollektiv
von 10 Patient*innen mit SM in allen Fallen eine Ko-Expression von CD25 auf Mastzellen
gefunden zu haben. Bei kutaner Mastozytose sei dies in fiinf von 20 Patient*innen der Fall ge-
wesen. In der Folge untersuchten Lange u. a. (2014) ein gréBeres Kollektiv von 52 MIS-Fallen.
Hier zeigte sich in der Mehrheit von 67,3% zumindest eines der beiden Antigene CD2 oder
CD25 als positiv. Ebenfalls zeigte sich eine héhere Quote an CD2- und/oder CD25-positiven
Fallen bei den Patient*innen mit SM im Vergleich zu CM (57,1% versus 90,3%). Interessan-
terweise spiegeln sich diese Ergebnisse in unseren Daten allerdings nicht wider. In unserer
Kohorte zeigten sich nur in je 2 Fallen von Mastozytomen CD2- bzw. CD25-positive Mastzellen,
wahrend sich die anderen Mastozytose-Félle fir beide Marker negativ zeigten. Morgado
u.a. (2014) haben in ihrer Betrachtung eines padiatrischen Kollektivs ebenfalls festgestellt,
dass die Expression von CD25 besonders haufig bei Mastozytomen zu finden ist, namlich in
insgesamt 53% der untersuchten Mastozytome. Insgesamt konnten auch diese Autoren eine
deutlich héhere Quote an CD25-positiven Fallen konstatieren als wir, nAmlich insgesamt in
28% der untersuchten MIS-Falle (MPKM und Mastozytome zusammengenommen). Bei der
Betrachtung dieser Ergebnisse ist zu beachten, dass auch aktivierte Lymphozyten CD2 und
CD25 exprimieren kdnnen und somit als interne Positiv-Kontrolle dienen. Da sich in unseren
Daten in 61,5% der Mastozytosefélle CD2-positive Lymphozyten bzw. in 11,5% CD25-positive
Lymphozyten zeigten, kann davon ausgegangen werden, dass unsere negativen Ergebnisse
nicht durch eine falsch-negative Farbung erkléarbar sind. Da sowohl in dieser, als auch in den
zuvor zitierten Studien allerdings keine Doppelfarbungen (z.B. CD117 und CD25) durchgefiihrt
worden sind, kann eine Missinterpretation des Zelltyps (Lymphozyt versus Mastzelle) jeweils
nicht sicher ausgeschlossen werden, obwohl beide Zellen morphologisch sehr unterschiedlich
sind. Es ware insofern wiinschenswert, die Diskrepanz zwischen unseren Ergebnissen und
der vorliegenden Literatur z.B. durch genannte Doppelfarbungen zu Uberprufen.

Neben CD2 und CD25 ist auch CD30 ein Oberflachenprotein, welches bei der Diagnostik der
systemischen Mastozytose im Knochenmark relevant ist (Valent, Akin und Metcalfe 2017).
CD30 wird in der Untersuchung von Knochenmark insbesondere mit fortgeschritteneren bzw.
aggressiveren Formen von systemischer Mastozytose in Zusammenhang gebracht (Sotlar
u.a. 2011). Es gibt allerdings auch Berichte von CD30-expirimierenden Mastzellen in der Haut.
Beispielsweise berichten Morgado u. a. (2014) von CD30 Expression durch Mastzellen in der
Haut in 82% der (benignen) padiatrischen MIS-Falle, die sie untersucht haben. Hierbei zeigten
sich in den unterschiedlichen klinischen Prasentationsformen der MIS keine Unterschiede.
Auch Russano de Paiva Silva u.a. (2018) fanden in den meisten MIS-Féllen (39 von 42)
zumindest eine partielle Positivitat fir CD30. Allerdings waren sowohl Intensitat der Farbung,
als auch der positive Mastzellanteil pro Fall sehr stark schwankend. Die Autoren konnten
ebenfalls keinen Zusammenhang zur Aggressivitat oder klinischen Prasentationsform und
CD830-Positivitat feststellen. In Kontrollfallen fanden sie keine CD30-positiven Mastzellen. In
unserer Studie wurden nur wenige Falle auf CD30 untersucht, da sich in der Pilotphase nach
Farbung von sieben MIS- und finf Kontrollféllen keine CD30-Positivitat zeigte. Da aufgrund
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der vorliegenden Literatur davon auszugehen ist, dass CD30 meist nur eine partielle Positivitat
schwankender Intensitat in MIS-Infiltraten aufweist, ist es bei der geringen Anzahl gefarbter
Gewebeschnitte nicht auzuschlieBen, dass einzelne partiell CD30-positive Falle als falsch-
negativ gewertet wurden. Jedoch zeigte unsere initialen Auswertung keinen Wert des Markers
in der Diagnostik von MIS.

Auch CD45 wurde in dieser Untersuchung nur bei wenigen Fallen gefarbt. Chisholm u. a.
(2015) hatten in Flow-zytometrischen Untersuchungen beobachtet, dass Mastzellen von SM-
Patient*innen eine hdhere Expression von CD45 aufweisen. Akiyama u. a. (1991) berichten in
einem kurzen Kommentar ebenfalls, dass sie bei einigen UP-Proben CD45 positive Mastzellen
detektieren konnten. Da sich der Marker als Pan-Leukozyten-Antigen auch als ,,Screening-
Marker® fir andere mdgliche Zellen im Begleitinfiltrat bei MIS eignet, wurde er in die Pilotphase
der Studie mit aufgenommen. Es konnte allerdings keine immunhistochemisch fassbare
verstarkte CD45 Expression auf Mastzellen bei MIS-Patient*innen im Vergleich zu Kontrollen
dargestellt werden. Zudem zeigte sich die mikroskopische Differenzierung der angeférbten
Zellen als sehr schwierig, sodass der Marker nicht weiter angewendet wurde.

Eine weitere Farbung, welche nur in der Anfangsphase der Studie angewendet wurde, ist
CD68. CD68 ist ein Marker, der im Rahmen unterschiedlicher hdmatologischer Erkrankungen
auf neoplastischen Zellen vorkommen kann (W. V. Li u. a. 1996) und somit nicht als spezifisch
fir Mastzellerkrankungen gilt. W. V. Li u. a. (1996) definierten das Vorkommen CD68-positiver
Mastzellen aber als charakteristischen Phanotyp fir Mastozytose. Es gibt auch einige Berichte
Uber atypische Falle von Mastozytose mit Hautbeteiligung, die CD68 positive Mastzellen
exprimieren (Marrero Aleman u. a. 2017; Lachapelle u. a. 2012). Die Relevanz dieses Befundes
ist allerdings unklar. Auch in unserer Pilotstudie zeigten von sieben gefarbten Mastozytose-
Fallen zwei eine vollstandige und vier eine partielle CD68-Positivitat der Mastzellen, wahrend
zehn von zehn Kontrollfallen negativ blieben. CD68 kdnnte insofern durchaus ein interessanter
Marker zur Detektion neoplastischer Mastzellen in der Haut sein (vgl. auch Russano de Paiva
Silva u.a. (2018)), wurde allerdings zugunsten derzeit in der Diagnostik von Mastozytose
etabilierterer Atypie-Marker (wie CD2 und CD25) aufgrund von Materialknappheit in dieser
Studie nicht weiter verfolgt, ist aber ein interessanter Aspekt fur zukinftige Studien.

4.2.2. Begleitinfiltrat

Bei der histologischen Beschreibung von MIS-Lasionen stehen aus naheliegenden Griinden
die vermehrt vorkommenden Mastzellen im Vordergrund. Anderen Immunzellen kommt dabei
(bislang) keine besondere Beachtung zu. Mihm u. a. (1973) und Wolff u. a. (2001) beschreiben
lediglich das vereinzelt vermehrte Vorkommen eosinophiler Granulozyten in den Lasionen.
Dies erscheint naheliegend, da MZ aufgrund ihres Zytokinprofils eine TH2-Immunantwort und
darUber indirekt die Rekruitierung von Eosinophilen bewirken kénnen (Goodarzi u. a. 2003).
Im Rahmen zahlreicher inflammatorischer Pathologien, beispielsweise des gastrointestinalen
Traktes oder Atemwege, kommen Mastzellen, eosinophile Granulozyten und T-Zellen daher
haufig gemeinsam vor. A. M. Irani u. a. (1987) postulieren beispielweise auch, dass T-Zellen
wichtigen Einfluss auf die Differenzierung von Mastzellen nehmen. Die Beimengung von
T-Lymphozyten im Infiltrat einer MIS-Lasion ist allerdings bisher (zu unserer Kenntnis) nicht
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systematisch untersucht worden. In den Konsensus-Papieren von Valent, Akin, Escribano
u.a. (2007) und Hartmann u.a. (2016) wird von einem monomorphen Mastzellinfiltrat als
diagnostisches Kriterium gesprochen. Zwar erwahnen Valent, Akin, Escribano u.a. (2007),
dass ein gemischtzelliges Infiltrat die Diagnose nicht zwangslaufig ausschlieBt, allerdings wird
in keiner der Verdffentlichungen n&her auf mdgliche weitere Zelltypen im Infiltrat eingegan-
gen. Im Rahmen dieser Studie wurden in der Pilotphase zahlreiche immunhistochemische
Farbungen zum ,Screening” nach anderen Immunzellen angewendet, welche gréBtenteils
aufgrund negativer Ergebnisse dieser Vorstudie nicht weiter verfolgt wurden (vig. hierzu auch
Tabelle 4). Allerdings zeigte sich passend zu den oben beschriebenen pathophysiologischen
Zusammenhangen zwischen Mastzellen, Eosinophilen und T-Lymphozyten, dass das Vor-
kommen von T-Zellen — teils in durchaus relevanter Anzahl — bei MIS haufig (in 76,9%) ist.
Dies ist aus unserer Sicht bei der histologischen Diagnosestellung wichtig zu bertcksichtigen,
insbesondere in Hinblick auf die bisherigen Formulierungen bezlglich eines monomorphen
Infiltrats in den Konsensus-Verdéffentlichungen. Aus diesem Grund wurde dieser Punkt in den
diagnostischen Workflow (siehe auch 4.2.5) aufgenommen, obwohl er kein Diagnosekriterium
fir Mastozytose der Haut darstellt.

4.2.3. Basale Pigmentierung

Wie bereits in dem (veralteten) Begriff Urticaria pigmentosa zum Ausdruck kommt, ist eine
Hyperpigmentierung der Hautlasionen bei MIS sehr typisch. Die Ursache fir die vermehrte
Pigmentierung ist nicht geklart, diskutiert werden Mechanismen der postinflammatorischen
Hyperpigmentierung sowie eine fokale Dysregulation der SCF-Aktivitat mit Aktivierung von
Melanozyten (Tomita u. a. 1993; Cerroni u. a. 2016). Obwohl es sich also um ein bekanntes
und typisches Merkmal der MIS handelt, wurde die basale Hyperpigmentierung der Epidermis
bislang in keinem der beiden Konsensus Statements zur Diagnostik der Mastozytose der Haut
(Valent, Akin, Escribano u. a. 2007; Hartmann u. a. 2016) explizit als Kriterium angefihrt. Aus
unseren Daten geht hervor, dass das Vorliegen einer mittleren bis starken Pigmentierung in
der logistischen Regression immerhin eine OR von 12,643 bezogen auf die Diagnose MIS
bedingt. Dabei ist allerdings zu beachten, dass sich die erhobenen Daten auf die kaukasische
Bevélkerung beziehen und die Pigmentierung allein selbstverstandlich keine Diagnose zulasst.
Dennoch erscheint sie ein wichtiges Zusatzkriterium zu sein, wie auch die Ergebnisse der
Random Forest Analyse (vgl. Abbildungen 15 und 16) bestétigen.

4.2.4. KIT D816V Mutationsanalyse

Die technisch-methodische Diskussion der KIT D816V Mutationsanalyse in dieser Studie ist
bereits in Abschnitt 4.1.4 abgehandelt worden. Insgesamt zeigen sich die Ergebnisse der als
auswertbar klassifizierten Hautproben gut passend zu bislang publizierten Daten. Es zeigte
sich in keinem der Félle von MIS bei Erwachsenen eine negative KIT D816V Mutation; alle
auswertbaren Proben zeigten sich positiv. Im Vergleich dazu zeigte sich bei Mastozytomen (nur
von Kindern) nur eine KIT D816V Mutation in 15 Proben. Eine weitere der 15 Proben zeigte sich
negativ, alle anderen wurden als nicht beurteilbar eingeteilt. Méglicherweise lagen hier andere
KIT Mutationen vor, siehe hierzu auch die Ausfiihrungen in Unterabschnitt 4.1.4. Kristensen,

69



Vestergaard u.a. (2011), Buttner u. a. (1998) und Longley u. a. (1999) konnten ebenfalls in
jeweils mindestens 95% der Hautproben von erwachsenen MIS-Patient*innen die KIT D816V
Mutation nachweisen, wéahrend bei Kindern in den Untersuchungen von Buttner u. a. (1998)
und Longley u.a. (1999) keine oder teilweise andere KIT Mutationen nachweisbar waren.
Somit zeigen sich unsere und die genannten Ergebnisse gut mit der Hypothese vereinbar,
dass die KIT D816V Mutation nahezu pathognomonisch flir Mastozytose bei erwachsenen
Patient*innen ist. Insofern erscheint es sinnvoll, wie bereits von Valent, Akin, Escribano u. a.
(2007) und Hartmann u. a. (2016) vorgeschlagen, den Nachweis einer KIT D816V Mutation
in einer Hautprobe als ausreichend fiur die Diagnosestellung einer MIS zu bewerten, falls die
Diagnose auf konventionelle Weise nicht gestellt werden kann.

4.2.5. Empfohlener diagnostischer Algorithmus

Auf Grundlage der in dieser Studie ermittelten Ergebnisse erstellten wir einen diagnostischen
Workflow, der die Diagnose von MIS verbessert und erleichtert. Eine genaue Beschreibung
und graphische Darstellung dieses Vorschlags findet sich in Abschnitt 3.4.2.

Die Punktwerte in Stufe 2, die zur Zuordnung zu einer der Kategorien ,Diagnose Uberdenken*
bzw. ,Diagnose kann gestellt werden® fihren, wurden so gewahlt, dass kein Mastozytose-Fall
falsch-negativ eingeordnet wird. Wirden beispielsweise fir die Kategorie ,Diagnose Uber-
denken® die Punktwerte 0 und 1 in Stufe 2 festgelegt, so waren zwei Mastozytose-Falle
falsch-negativ klassifiziert worden. Es ist denkbar, dass diese beiden Falle deshalb nur einen
Punkt in Stufe 2 erreicht haben, weil die ausgewerteten Schnitte die eigentliche L&sion nicht
optimal erfasst haben. Dennoch erschien es uns sinnvoll, die Grenzwerte mdglichst streng in
Bezug auf falsch-negative Zuordnungen zu wéhlen, sodass im Zweifel weitere Untersuchungen
zur Diagnosefindung (z.B. KIT Mutationsanalyse in Haut oder peripherem Blut bzw. Entnahme
einer zweiten Hautprobe) angeschlossen werden wirden. Die gewahlten Grenzen fir die
Zuordnung zur Kategorie ,Diagnose kann gestellt werden® sind etwas grof3ziigiger gewahilt,
sodass moglichst viele tatsachliche MIS-Félle auch detektiert werden. Dies flhrt allerdings
dazu, dass ein Kontroll-Fall falsch-positiv zugeordnet wird. Dabei ist zu bedenken, dass in
dem vorgeschlagenen Workflow der Dermatohistologie noch eine klinische Stufe vorgeschaltet
ist. In der klinischen Praxis ware dieser Fall (einer Urtikaria) also aufgrund der unpassenden
klinischen Prasentation bereits aussortiert worden. Bei der Anwendung des Algorithmus auf
die bislang unklaren Falle konnten mehr als 2/3 (82,4%) der Félle einer der Kategorien zu-
geordnet werden. Davon konnten mehr als die Halfte allein durch die Histologie eingruppiert
werden. Erfreulicherweise zeigten sich die Zuordnungen auch in guter Konkordanz zu den
Mutationsanalyse-Ergebnissen, wobei nur zwei Proben histologisch als positiv eingeordnet
wurden, bei denen keine KIT D816V Mutation vorliegt. Eine fehlende KIT D816V Mutation
schlieB3t die Diagnose einer MIS nicht aus, macht sie aber insbesondere bei Erwachsenen
deutlich weniger wahrscheinlich (Garcia-Montero u. a. 2006). Hierbei kdnnte es sich also mdg-
licherweise um eine falsch-positive Zuordnung handeln. Genauso ist es allerdings denkbar,
dass es sich um eine Mastozytose mit einer anderen oder ohne KIT-Mutation handelt. In jedem
Fall erscheint bei passenden klinischen Hinweisen eine weitergehende Abklarung (z.B. durch
eine Knochenmarksbiopsie) sinnvoll.
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Es wurde bereits friiher von Valent, Akin, Escribano u. a. (2007) ein Algorithmus zur Diagnostik
der MIS vorgeschlagen. In dieser Konsensus-Publikation wurde als Majorkriterium die typische
klinische Prasentation oder ein positives Darier-Zeichen bei Ausschluss anderer zugrunde-
liegender Hauterkrankungen definiert. Die beiden Minorkriterien sind: 1. MZ Aggregate > 15
MZ/Cluster oder monomorphes Infiltrat mit > 20 MZ/HPF und 2. (falls 1. nicht zutrifft) positiver
KIT D816V Nachweis in lasionaler Haut. Diese Kriterien werden in der genannten Publikation
allerdings nicht an einem Patient*innenkollektiv Gberprift. Wendet man den Algorithmus von
Valent, Akin, Escribano u.a. (2007) auf unser (gesichertes) MIS-Patient*innenkollektiv an,
werden von 26 Fallen insgesamt 22 (84,6 %) eindeutig als MIS klassifiziert, vier bleiben unklar
bei nicht bestimmbarer KIT Mutation. Von diesen 22 entfallen nur sechs auf das histologische
Minor-Kriterium, die Gbrigen 16 werden durch die KIT Mutation detektiert. (Hierbei wurde
ein Infiltrat, das > 10% T-Zellbeimengung aufweist, als nicht monomorph eingeordnet sowie
eine Sehfeldzahl von 20 fir die HPFs angenommen.) Im Vergleich zeigen sich bei unserem
Vorschlag 24 von 26 eindeutig positive Zuordnungen, die allesamt auf Grundlage der Histologie
erfolgten. Von den in unserer Kohorte als ,unklare Falle" bezeichneten Patient*innen, werden
durch den genannten Algorithmus sieben von 17 Fallen als MIS klassifiziert, davon nur zwei
auf Grundlage der Histologie. Sieben von 17 werden aufgrund der negativen Mutation als nicht
MIS eingeordnet, drei bleiben unklar. Mit unserem neuen Workflow ergeben sich im Vergleich
8 histologische MIS Zuordnungen und eine histologische nicht MIS Zuordnung. Finf weitere
Falle werden Uber die KIT Mutation eingeteilt (vier negativ, einer positiv).

Wendet man die beiden Minorkriterien von Valent, Akin, Escribano u. a. (2007) auch auf unsere
Kontrollgruppe an, so werden von 36 Fallen nur 23 als nicht MIS erkannt, 13 bleiben unklar,
wahrend laut unseres Algorithmus 28 von 36 Kontrollen negativ eingeordnet werden.

Es zeigt sich also insgesamt durch unseren Algorithmus sowohl fiir Kontrollen als auch far
MIS-Félle eine bessere Zuordnungsquote. Darlber hinaus zeigen sich insbesondere unsere
spezifischeren histologischen Kriterien als Uberlegen, sodass weniger hufig die KIT D816V
Mutationsanalyse zur Diagnosezuordnung durchgefiihrt werden muss.

4.3. Schlussfolgerungen und Ausblick

Zusammenfassend lassen unsere Daten darauf schlieBen, dass der durch uns empfohlenen
Workflow die Diagnostik fir MIS deutlich verbessert. Im Vergleich zu den bislang bestehenden
Diagnosekriterien fir MIS stellt unser Vorschlag eine deutliche Konkretisierung und Erweite-
rung dar. Die Kriterien ,interstitielles Vorkommen von Mastzellen“ und ,Pigmentierung” wurden
in den bisherigen Empfehlungen (Valent, Akin, Escribano u. a. 2007; Hartmann u.a. 2016)
nicht bericksichtigt, obwohl sie auf Grundlage unserer Ergebnisse wichtige Kriterien darstellen.
Ferner bieten wir erstmals drei Cut-off-Werte fiir die ermittelte Mastzelldichte eines Praparates
an, die bezuglich Sensitivitat bzw. Spezifitat festgelegt wurden und somit eine deutlich bessere
Orientierung zulassen, als die bisherigen Angaben von mehr als 40 MZ/mm? (Hartmann u. a.
2016) bzw. mehr als 20 MZ/HPF (dies entspricht circa 50-200 MZ/mm?, je nach Sehfeldzanhl
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des Mikroskops) (Valent, Akin, Escribano u. a. 2007). Wie bereits im entsprechenden Abschnitt
4.2.1 erwahnt, konnten leider auch im Rahmen dieser Studie nicht alle (méglicherweise)
interessanten und relevanten Parameter ausreichend untersucht werden. Wiinschenswert
waéren insbesondere weitere Daten zur Expression von CD68. Vorherige Publikationen und die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen teils divergierende Daten bezliglich der Expression von CD30,
CD2 und CD25 auf Mastzellen bei MIS (Russano de Paiva Silva u.a. 2018; Morgado u. a.
2014; Hollmann u. a. 2008; Lange u. a. 2014). Méglicherweise haben sich diese Marker auch
deshalb noch nicht in der klinischen Routine zur Diagnostik der MIS etabliert. Doppelfarbungen
mit CD117 bzw. Tryptase und den genannten Proteinen waren daher in zuklinftigen Studien
wlnschenswert. Die diskret unterschiedliche Mastzellgré3e bei Mastozytose bzw. anderen
Mastzellhyperplasien ist derzeit (noch) von eingeschrénkter diagnostischer Relevanz, da die
Unterschiede in Bezug auf die Einzelzellen durch konventionelle mikroskopische Begutachtung
kaum fassbar sind. Vorstellbar ware allerdings, dass computergestiitze oder auf kiinstliche
Intelligenz aufbauende Auswertesysteme diese diskreten Unterschiede nutzbar machen kénn-
ten. Da genetische Untersuchungen zunehmend leistbarer und verbreiteter sind, ist zudem
davon auszugehen, dass in Zukunft die Bestimmung des KIT-Mutationsstatus aus Haut, Blut
und Knochenmark weiter an Bedeutung zunehmen wird.
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