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1. Einleitung

1.1 Das Epstein-Barr Virus (EBV)

Das Epstein-Barr Virus (humanes Herpesvirus 4 - AHiZw. EBV) ist ein behlltes
DNA-Virus der Familie Herpesviridae. Es besteht auser linearen Doppelstrang-
DNA (184 kbp) mit einem ikosaedrischen Nukleokapsidd ist 150-250 nm grof3. Es
zahlt zur Subfamilie der Gammaherpesvirinae, Gagttugmphokryptovirus (1). Es
wurde 1964 von Epstein und Barr bei elektronennskopischen Untersuchungen von
humanen B-Zelllinien, die aus afrikanischen Burkigmphomen isoliert worden
waren, entdeckt (2). Der einzige Wirt des EBV igr dMensch. Infiziert werden
Epithelien und B-Lymphozyten.

Das Virus bindet mit einem Glycoprotein (gp 350nsee Hille an den CD 21-Rezeptor,
der sich auf der Oberflache von humanen B-Lymplezyiefindet. Erganzend bindet
es noch mit Hilfe eines zweiten Glycoproteins (gp 48 den HLA-II-Rezeptor der

Lymphozyten (3). In der infizierten Zelle liegt désale Genom meist episomal vor (4).

1.2 Der Lebenszyklus des Epstein-Barr Virus

Das EBV wird von Wirt zu Wirt durch den Speicheleiifbagen. Man unterscheidet
eine akute Phase (mit Iytischer Replikation und gefstérung der Wirtszelle) und eine
Latenzphase, die lebenslang andauert. Primére iofekt haben ihren Ursprung
wahrscheinlich im Epithel des Oropharynx, wo dasu¥iwéhrend der akuten Infektion
in erster Linie repliziert (5,6). Der Speichel defizierten Wirtes ist meist nur wahrend
der Primarinfektion infektids, das Virus kann alaeich 3 bis 4 Jahre von infizierten
Zellen des Oropharynx in den Speichel abgegebedeme(7). Nachfolgend infiziert es
dort ,vorbeiwandernde® B-Lymphozyten (B-lymphotrop)Das EBV persistiert

lebenslang latenh zirkulierenden ruhenden B-Gedachtniszellerdj8,

Das Virus hain vitro die Fahigkeit zur Immortalisierung ruhender B-Lympyten, die
zu kontinuierlich wachsenden lymphoblastoiden #e#h transformiert werden (10),

dain vitro die CD8+-Immunantwort des infizierten Wirtes tehl



EBV-infizierte B-Zellen kobnnen prinzipiell jederzevon der Latenzphase in den
lytischen Zyklus Ubertreten. Dabei werden in dent¥élle Proteine exprimiert, die
diese zur Proliferation anregen. Im gesunden, immoongetenten Wirt |6st die
infizierte B-Zelle (Uber LMP1) eine Immunantwortrvaytotoxischen CD8+ T-Zellen
aus, welche die infizierten B-Zellen zerstéren dadhit die Erkrankung limitieren. Das
EBV persistiert in ruhenden, zirkulierenden B-Géddatszellen mit einer Haufigkeit
von 1:1000000 Zellen lebenslang (nur EBNA-1 wirdpemiert, welches keinen
Angriffspunkt fir die CD8+Zellen bietet) (4).

1.3 Die virale Proteinexpression infizierter B-2el

Die viralen Proteine des Epstein-Barr Virus integegn mit veschiedenen
antiapoptotischen Molekulen, um die Infektion zubreiten , Zellen zu immortalisieren
oder zu transformieren (4,8,11,12). Im folgendender nur die Proteine der Latenz
besprochen. Es handelt sich hierbei um EBV-encodeclear antigens (EBNAS),
latente Membranproteine (LMPs) und EBV encoded RRZBERS) (8,13-17).

Tabelle 1: Ubersicht tiber die jeweiligen Proteind ilre Funktion

Virales Protein Funktion

EBNA 1 ursachlich fur die B-Zell Immortalisierungepliziert das EBV;
Genom,

trennt virale Episome bei der Mitose

EBNA 2 transskriptioneller Koaktivator, der die Egpsion von viralen und
zellularen Genen (besonde@®VYQ hochreguliert, essentiell fur
die B-Zell-lmmortalisierung, eines der ersten Frae die be
EBV-Infektion exprimiert werden.

EBNA 3A B-Zell-immortalisierung

EBNA 3B genaue Funktion unbekannt

EBNA 3C B-Zell-immortalisierung, fordert die Produktion vaMP1
EBNA-LP B-Zell-immortalisierung, interagiert mit BB\ 2, um p53 und RB

zu inaktivieren




Virales Protein Funktion

LMP 1

B-Zell-immortalisierung, imitiert den CD 40eReptor, erhéht das
Level von BCL-2 und inhibiert so die Apoptose, watieher

aktiver Rezeptor, onkogen

LMP 2 Aund B fuhrt das EBV in die Latenz

EBER 1 und 2 nicht kodierende RNAs von 167 und MrRleotiden, werden in

allen Latenzstadien exprimiert

Um onkogen zu wirken, muss das EBV sein virales Gemoder Wirtszelle erhalten,

es vermeiden, die Zelle zu zerstéren und seines@élte darf nicht vom Immunsystem

als Schadling erkannt und eliminiert werden. Dast&p-Barr Virus bildet in der

Latenzphase aus seinem Genom ein ringférmiges BEpidas in vielen Kopien in der

Zelle vorliegt oder integriert sein Genom in dagtégenom. Normalerweise reagieren

zytotoxische CD 8+ Zellen auf latente Membranpraeind eliminieren die befallene
B-Zelle. In ruhenden B-Zellen ist nur EBNA 1 exprém, welches nicht immunogen

wirkt, so dass diese Zellen nicht vom Immunsysteitteta der CD8+ Zellen eliminiert

werden kénnen. Man unterscheidet 3 verschiederenistadien bzw. -typen (4):

Tabelle 2 : Latenztypen des EBV

Latenztyp

exprimierte virale Proteine

EBNA1, EBERs

EBNA1, EBERs, LMP 1/2

EBNA1, EBERs, LMP1/2,
EBNA2




1.4 Das Epstein-Barr Virus: Infektiose Mononuldeaind maligne Tumoren

Das Epstein-Barr Virus ist weltweit verbreitet uiider 95% der Weltbevoélkerung sind
mit ihm infiziert. Es verursacht als Primarinfektialie infektiose Mononuklose (IM),
das Pfeiffer'sche Driusenfieber. Vor dem 10. Lebamsjverlauft die Infektion in der
Regel asymptomatisch (18). Die infektiose Mononog& ist eine gutartige,
selbstlimitierende lymphoproliferative Erkrankurdie nur sehr selten todlich verlauft
(1 von 3000 Fallen) (18).

Das Virus ist mit verschiedenen Tumoren assozir, dem Nasopharynxkarzinom,
malignen Lymphomen, Leiomyosarkomen bei Immunsuggioe und bestimmten

Typen von Adenokarzinomen.

1.4.1 Nasopharynxkarzinom

Das Nasopharynxkarzinom ist ein in der westlicheamisphare eher seltener Tumor,
der mit gehaufter Pravalenz in der Provinz Canto@hina, in Hongkong, Taiwan und
bei den Inuit (Eskimos) in Alaska und Gronland atif(19-22). In Taiwan ist es der
haufigste Tumor bei M&nnern und der dritthaufigbtenor bei Frauen. Grinde dafur
mogen bestimmte HLA-Antigenprofile sein und/odersehiedene Umweltfaktoren

(salziger Fisch, Umweltgifte, Nikotin) (23-27). BeiNasopharynxkarzinom infiziert

das Epstein-Barr Virus die Epithelzellen in der &onuller-Grube des Waldeyer’'schen
Rachenrings im hinteren Nasopharynx (28).

Es existieren 2 Modelle, um die Infektion dieser thglizellen mit dem Virus zu

erklaren: Zum einen wurde ein Oberflachenproteischeeben, das dem CD21-
Rezeptor der B-Zellen &hnlich ist und eventuell Blstrittspforte benutzt werden

konnte (4, 29). Alternativ kdnnte das Virus durgAdmediierte Endozytose in die
Epithelzellen des Nasopharynx gelangen (30). Die/HE®nome, die man in den
infizierten Epithelzellen fand, waren klonalen Urspgs, auch sind die Zellen des
umliegenden Gewebes, sowie einwandernde T-Zellgmt mfiziert (31, 32). Das EBV

wurde inin-situ Nasopharynxkarzinomen nachgewiesen (33). Dies alitet darauf

hin, dass die EBV-Infektion vor der Entstehung déoplasie aufgetreten ist und
notwendig fur das Fortschreiten des malignen Eradngsbildes war.



1.5 Maligne Lymphome

Maligne Lymphome sind Neoplasien, die von Lymphenybzw. deren Vorlauferzellen
abstammen. Sie treten héaufig als nodale Lymphomdymphknoten, aber auch
extranodal in der Milz, den Tonsillen oder in efmphatischem Gewebe wie z.B. im
Magen, ZNS, Darm oder Knochenmark auf.

Die Einteilung erfolgt nach der WHO (World Healthrganization)-Klassifikation

maligner Lymphome von 2001 (34). Man untersche@efell-Lymphome, T-Zell-

Lymphome, Hodgkin-Lymphome, und lymphoproliferativécrkrankungen  bei

Immundefizienz. Entscheidend fir die Zuordnung =ainzelnen Entitat ist die

postulierte Zelle, aus der die Neoplasie entstargten

Non-Hodgkin Lymphome (NHL) der B-Zell Reihe umfassem Westen etwa 85% aller
Non-Hodgkin-Lymphome. Die haufigsten Typen sind d#dtuse, grof3zellige B-Zell-
Lymphom (DLBCL) und das follikulare Lymphom (FL)iéSmachen zusammen etwa
50% aller Non-Hodgkin-Lymphome aus (34). Reife BRR&oplasien rekapitulieren
verschiedene Stadien der normalen B-Zell Differerung, und koénnen Uber ihre
Morphologie und ihren Immunphanotyp der postuliertdrsprungszelle zugeordnet
werden. Einige von Ihnen weisen auch spezifischegenetische Aberrationen auf, die
haufig mittels einer Translokation ein zellularestB-Onkogen unter den Einfluss des
Immunglobulin-Promoters  bringen (z.B. wird beim BitirLymhom eine
t(8;14)(q24;932) beobachtet, die dd¥ C Gen in Chromosom 8 unter den Einfluss des
Schwerkettengen-Promotors in der Bande 32 in Chsom 14 bringt (35)). Die
exakte Unterteilung der Lymphome in biologisch valge Subtypen hat die Therapie
teilweise schon sehr verbessern kénnen (z.B. daglikation vonHeliobacter pylori
beim MALT-Lymphom (36-38) oder der Einsatz von @B2&ntikdrpern bei CD20
positiven Lymphomen (34).

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht tiber di#dll Neoplasien der derzeit giiltigen
WHO-Klassifikation:



Tabelle 3: Die WHO-KIlassifikation maligner B-Zell-L ymphome (34):

B-Zellneoplasien
Vorlaufer B-Zell Neoplasien
- Akute B-lymphoblastische Leukdmie/Lymphom (B-ALL)

Reife B-Zell Neoplasien
- Chronische lymphatische Leukamie/kleinzelligeZd@lLymphom (CLL)
- Prolymphozytenleuk&dmie vom B-Zell-Typ
- Lymphoplasmozytisches Lymphom
- Mantelzell-Lymphom
- Haarzellleukdmie
- Multiples Myelom
- Solitares Plasmozytom des Knochens
- Extraosséares Plasmozytom
- Extranodales Marginalzonen B-Zell-Lymphom des Ma&kassoziierten
lymphatischen Gewebes (MALT Lymphom)
- Nodales Marginalzonen B-Zell-Lymphom
- Splenisches Marginalzonen B-Zell-Lymphom
- Follikulares Lymphom
- Diffuses grof3zelliges B-Zell Lymphom (DLBCL)
0 Mediastinales (thymisches) grof3zelliges B-Zell-Lyroph
o0 Intravasales grof3zelliges B-Zell-Lymphom
o Primares Effusions Lymphom
- Burkitt Lymphom

1.5.1 Diffuse grof3zellige B-Zell-Lymphome (DLBCL)

DLBCL stellen 30-40% aller Non-Hodgkin-Lymphome vrwachsenen in westlichen
Landern dar. Das Durchschnittsalter zum ZeitpurgktErkrankung liegt bei 70 Jahren,
jedoch kénnen auch Jingere und Kinder erkranked@39Manner sind etwas haufiger
betroffen als Frauen. 40% der DLBCL treten primétranodal auf. DLBCL treten
haufig de novoauf, manchmal aber auch als Transformation ausneimdolenten
Lymphom.

Morphologisch werden nach dem vorherrschenden ygelltvier Varianten
unterschieden: centroblastisch, immunoblastischZell<#Histiozytenreich und
anaplastisch. Die postulierte Urspungszelle ist eeiperiphere B-Zelle vom
Keimzentrumstyp oder vom Postkeimzentrumstyp. DLB&&nnen EBV-infizierte
Tumorzellen aufweisen. Wenn ein Immundefekt besteind diese EBV-assoziierten

Tumorzellen haufiger als bei DLBCL ohne Immundefe&thweisbar (34).



1.6 Lymphome und Lymphoproliferationen bei Immuidenz
Nach der WHO-Klassifikation (34) gibt es vier Hatypen von Immundefizienzen, die
mit einer erhohten Inzidenz eines Lymphoms oderereihymphoproliferation

einhergehen:

1. primére (angeborene) Immundefizienz-Syndromeamnatre priméare
Immunerkrankungen

2. Erworbenes Immundefekt-Syndrom (HIV-Infektion)

3. latrogene Immunsuppression aufgrund einer \gagangen Transplantation

4. latrogene Immunsuppression mit Methotrexat

Lymphome, die z.B. bei HIV-positiven Patienten eetftn, sind meist aggressive B-
Zell-Lymphome. In 3-5% der Félle sind sie die eigi@nifestation des AIDS-Stadiums.
Die Wahrscheinlichkeit, an einem Non-Hodgkin-Lymphau erkranken, ist bei HIV-
positiven Patienten im Vergleich zum Nicht-Immunsumgerten um das 60-200fache
erhoht. Es handelt sich um Lymphome von wahrsciohitleterogener Pathogenese mit
unterschiedlichen = Komponenten: chronische  Antigengation, genetische
Aberrationen, Dysregulation der Zytokine und inféké Agentien (41). Die Tumoren
sind meist monoklonal und zeigen oft Alterationem Y C und BCL6 Onkogene. Das
EBV ist in 60% der Tumoren nachweisbar. Bei DLBChanv immunoblastischen
Subtyp ist das Epstein-Barr Virus zu 80%, beim HBsoziierten Burkitt-Lymphom zu
30-50% vorhanden (42). Die meisten Lymphome tretetnanodal auf, nur etwa ein
Drittel ist primar nodal (43,44).

Tabelle 4: Die Einteilung der WHO fur HIV-assozteet.ymphome:
1. Lymphome , die auch bei immunkompetenten Patireauftreten:
- Burkitt-Lymphom (klassisch, mit plasmazyteidifferenzierung, atypisch)
- DLBCL ( centroblastisch, immunoblastisch)
- MALT-Typ Lymphom (selten)
- peripheres T-Zell-Lymphom ( selten)
- Hodgkin-Lymphom ( klassisch)



2. Lymphome, die besonders bei HIV-positiven Pagierivorkommen:
- primares Effusionslymphom
- plasmoblastisches Lymphom der Mundhéhle

3. Lymphome, die auch bei anderen Immundefiziemadtreten:

- polymorphes B-Zell-Lymphom (PTLD-ahnlich)

1.7 Posttransplantations-assoziierte lymphopralifee Erkrankungen (PTLD)

PTLD (= post-transplant lymphoproliferative disorglesind Lymphoproliferationen der
Lymphome, die sich aufgrund der iatrogenen Immupeegsion in einem Patienten
bilden, der eine Organ- oder Knochenmarktransplimmarhalten hat.

Das Risiko, an einer PTLD zu erkranken, korrelneittder Organart, die transplantiert

wurde. Bei einer Nierentransplantation betragt esniger als 1%, bei Herz- oder
Lebertransplantationen 1-2% und bei einer Herz-emt@gnsplantation 5%. Die
meisten PTLD sind EBV assoziiert. Es handelt sicthed um EBV-induzierte

monoklonale oder seltener um polyklonale B-Zell- gigddeutlich seltener, T-Zell-)
Lymphoproliferationen, die aufgrund einer iatrogenterdrickten T-Zellantwort des
Immunsystems entstehen (45-47). Ca. 20% der PThd EBV-negativ. Diese treten in
der Regel spater ( mehr als 5 Jahre nach der Teartapbn) auf als EBV-positive
PTLD. Die Ursache der EBV-negativen PTLD ist unbeka Die meisten EBV-

positiven PTLD haben ihren Ursprung in EBV-positive B-Zellen des

Transplantatempfangers (mehr als 90% der Falle}5(8 Bei Patienten, die mit
Azathioprin behandelt werden, treten sie zumeistaewdal auf, bei Behandlung mit
Cyclosporinen/Tacrolimus sind héaufig die Lymphkmos®wie der Gastrointestinaltrakt
befallen (51).

Tabelle 5: Kategorien der PTLD nach WHO (34):
1. Friihe Lasionen (,early lesion®)

- Reaktive plasmazellulare Hyperplasie

- Infektibse Mononukleose“-&hnlich

2. polymorphe PTLD ( B-Zell-Hyperplasie/Lymphom)



3. monomorphe PTLD
B-Zell-Neoplasien:
- DLBCL (immunoblastisch, centroblastisahaplastisch)
- Burkitt-Lymphom/ Burkitt-ahnlich
- Plasmozytom-ahnliche L&sion
T-Zell-Neoplasien:
- peripheres T-Zell-Lymphom, nicht weitpegifiziert
- andere
4. Hodgkin-Lymphom und Hodgkin-ahnliche PTLD

Frihe Lasionen bilden sich durch Reduktion der Imsuppression haufig erfolgreich
zurtck (52). Polymorphe PTLD ( und seltener mongrherPTLD) kdnnen sich
ebenfalls mit Reduktion der Immunsuppression zurid&b, allerdings deutlich
seltener (53).

Polymorphe PTLD bestehen aus Immunoblasten, Pladlaazund mittelgroRen
Lymphozyten. Die normale Architektur des Lymphkmsteist aufgehoben. Man
gewinnt den morphologischen Eindruck eines polyrerp Erscheinungsbildes. Es
kbnnen auch Nekrosen sowie versprengte, bizarr mdorZellen (atypische
Immunoblasten) vorkommen. Solche polymorphen Lynmpbliferationen werden auch
bei Patienten mit Immunsuppressionen durch HIVKié® oder nach Therapie mit
Methotrexat gefunden (34). Sie sind ebenfalls zstteBV-positiv (34).

1.8 Andere EBV-assoziierte Lymphoproliferationenfiphome

Ein klassisches, in der WHO-Klassifikation als Sphdles diffusen grosszelligen B-Zell
Lymphoms geflhrtes EBV-assoziiertes Lymphom stetlie ,lymphomatoide
Graulomatose” (LYG) bzw. das ,LYG-ahnliche” DLBClad(34).

EBV-assoziierte atypische Lymphoproliferationen/lpimme konnen auch Dbei
Patienten, bei denen keine wie auch immer geafteteunsuppression bekannt ist,
auftreten. Ein Beispiel sind ,senile” EBV-assoziggr Lymphoproliferationen (54), die
bei &alteren Patienten entstehen, die nachweisl@inek wie auch immer gearteten
Immunsuppression unterliegen. Das durchschnittliom#lere Erkrankungsalter betragt

hierbei 75 Jahre. Diese ,, senilen“ Lymphoprolifeyaen treten meist extranodal auf



( 82% der Falle) (55). Die senilen B-LPDs bestehes Centroblasten, Immunoblasten,
sowie Hodgkin- und Reed-Sternberg-ahnlichen Riedtsrz, kombiniert mit haufigen
Nekrosen und einem angiozentrischen WachstumsmuktdP1 des EBV wird
meistens, EBNA 2 selten und EBER immer exprimi8&)( Der Uberwiegende Teil der
senilen B-LPDs ist CD 10 negativ (55).

Bei T-Zell-Lymphomen verursacht die auf der Gruradicheit basierende und/oder
therapiebedingte Immunsuppression nicht seltenAddgeten einer EBV-gesteuerten
B-LPD oder auch eines B-Zell-Lymphoms (56). Sie degr am haufigsten auf dem
Boden eines angioimmunoblastischen T-Zell-Lympho®lLT), aber auch bei
peripheren T-Zell-Lymphomen vom NOS-Typ (etrmther gecified) gefunden (57).

1.9 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ausgehewndh Archivmaterial des
Referenzzentrums fur Lymphknotenpathologie in Wirgheine Kategorisierung der
EBV-assoziierten Lymphoproliferationen vorzunehmBabei sollte insbesondere der
Tatsache Rechnung getragen werden, dass bei Eimgerdn Tumormaterial an das
Referenzzentrum die Tatsache einer vorbestehendemuhsuppression, einer
Immunsuppressions-relevanten Vorerkrankung bzw.haemer EBV-Assoziation
haufig nicht bekannt ist oder mitgeteilt wird. Ifsm fallen in diesen Zentren immer
wieder EBV-assoziierte Tumoren oder tumoréhnliclisianen auf, die — mangels
anderer Informationen — als ,senile” oder ,sporades’ EBV-Assoziationen aufgefasst
werden. Durch die Korrelation mit klinischen Dataollten hier die mdglichen
relevanten Vorerkrankungen erfasst und mit den iyder Lymphoproliferationen
korreliert werden. Ein zweiter Punkt war die Erfasy der Immunhistochemie,
insbesondere hinsichtlich des GCB- und des ABC-{@@B)Status. Schlie3lich sollten
Unterschiede der genetischen Konstitution der véesenen Lymphoproliferationen
und Lymphome durch Fluoreszenz in-situ Hybridismgy(FISH) verdeutlicht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

In der Datenbank des pathologischen Instituts deveysitat Wirzburg befanden sich
223 Epstein-Barr-Virus positive Non-Hodgkin-Lymphem(NHL) und/oder EBV-
assoziierte Lymphoproliferationen der B-Zellreinegn welchen aus Grinden der
Diagnose oder der Materialbeschaffenheit 107 Fillegeschlossen wurden, so dass
letztlich 116 Epstein-Barr-Virus positive Non-HodgHiymphome/-
Lymphoproliferationen untersucht werden konntenedei Falle entstammten der
Routinediagnostik des  Referenzzentrums  fur  Lymplémoathologie  des
Pathologischen Instituts der Julius-Maximilians-insitat Wirzburg aus den Jahren
1990-2007.

2.2 Einteilung des Untersuchungsmaterials

Fur eine primare Einteilung des Untersuchungsgutesie zunachst gefragt, ob eine
die EBV-Assoziation der Lymphoproliferation begiigeshde Grunderkrankung, z.B.
im Sinne einer Immunsuppression, bestanden hatzidigurden zunéchst die Angaben
der einsendenden Pathologen zu Vorerkrankungemz Bievorangegangenen Tumoren,
Chemotherapien, Zustand nach Transplantationenjegen einer HIV-Infektion u.a.
auf den Untersuchungsantréagen systematisch erféfsstierhin wurden klinische Daten
durch das Versenden eines standardisierten Fragebagn den behandelnden Arzten
(und ggf. einsendenden Pathologen) erhoben. Vogegant 92/116 Fallen (79%)
konnten klinische Daten erhalten werden; von 24/&aken (21%) konnten auch nach
mehrfachen Versuchen keine klinischen Daten erholezden.

Die Tabelle 6 zeigt die durch dieses Vorgehen priendaltenen Informationen:

Tabelle 6: Durch die einsendenden Pathologen babehandelnden Kliniker
mitgeteilte Grunderkrankungen

Gruppe Grunderkrankung Anzahl der Félle
Nr. n =92
1 nach vorangegangener(therapierter)Tumor- 34
erkrankung
2 ohne pradisponierende Grunderkrankung 20
3 Posttransplantations-assoziiert (PTLD) 16
4 HIV 15
5 bei Methotrexatbehandlung oder vergleichbarer 7
medikamentdser Immunsuppression
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In der Gruppe 1 (nach vorangegangener, therapi@derorerkrankung) handelte es
sich bei den vorangegangenen Tumoren in 20 FalleiZ®ll-Lymphome (AILT oder
periphere, nicht nadher spezifizierte T-Zell-Lympr®m 1  splenisches
Marginalzonenlymphom, 1 Haarzellleukdmie, 2 nict&her klassifizierte NHL, 3
Hodgkin-Lymphome, 2 follikulare Lymphome, 1 chrashe lymphatische Leukamie, 2
akute lymphatische Leukdmien, 1 Fall mit Myastergeavis bei nicht naher
spezifizierter Lymphomerkrankung sowie um 1 Pr@&atzinom.

2.3 Histopathologische Klassifikation

Maflgebliche Grundlage fir die morphologische Kfdsgion der Lymphome und
Lymphoproliferationen waren die Kriterien der WHQaKsifikation der Tumoren des
hamatopoetischen und lymphatischen Gewebes (345 dar die Lymphome und
Lymphoproliferationen nach den vorliegenden Rod#ireingen (HE- und Giemsa
bzw. PAS) nach morphologischen Gesichtpunkten ued ichmunhistochemischen
Proteinexpression, sowie gegebenenfalls molekutatggehen Zusatzuntersuchungen
eingeteilt wurden.

Die  B-NHL/Lymphoproliferationen  wurden analog der int€ilung der
Posttransplantations-lymphoproliferativen  Erkrargem (PTLD) der WHO-
Klassifikation klassifiziert. In dieser Klassifikah sind sogenannte friilhe L&sionen
(,early lesions®), polymorphe und monomorphe PTLEywie Hodgkin-Lymphome
aufgefuhrt. Fur die vorliegende Studie wurden moogrhe und polymorphe B-Zell
Lymphome, und atypische (nicht weiter klassifizaad) Lymphoproliferationen
diagnostiziert. Als eine weitere Kategorie wurdenBVEassoziierte B-Zell-
Lymphoproliferationen/-Lymphome nach/bei T-Zell-Lphomen aufgenommen.
Polymorphe B-Zell-Lymphome  weisen histologisch  einvielgestaltiges
Erscheinungsbild auf. Man sieht Zellen aus unteestiithen Stadien der B-Zell
Differenzierung nebeneinander. Die — etwas unsclagfinierte Kategorie der
polymorphen B-Zell-Hyperplasien/-Lymphome lasst daimch eine partiell erhaltene
Grundstruktur nachweisen. Im Gegensatz dazu siet bei monomorphen B-Zell-
Lymphomen, insbesondere bei DLBCL Blastenrasen, Hdenen ein Zelltyp
vorherrschend ist, nach welchem die einzelnen $ebty benannt sind (z.B.
centroblastisch, immunoblastisch ). Dadurch ergilch optisch ein gleichférmiges
Aussehen. B-Zell-Lymphoproliferationen/-Lymphome clnébei T-Zell-Lymphomen
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sind poly- oder monoklonale Proliferationen wenigder zahlreicher EBV-assoziierter
B-Blasten, die wahrend oder nach einem T-Zell-Lyomlauftreten kénnen (56).

2.4 Erstellung der Gewebearrays ( Tissue Micrgarra

Mit Hilfe der HE-Farbung, des Proliferationsmarkd¢667 und der EBER (EBV-
encoded RNAS) in situ Hybridisierung wurden an Bamnaffinblocken jeweils geeignete
.Stanzareale* bestimmt, die ausreichend Tumormealternthielten und gleichzeitig
EBV-positiv waren. Hierbei wurden pro Fall mit emeStanzgerat (Manual Tissue
Puncher der Firma Beecher Instruments, Silver Sphfeyyland, USA) je 3 Stanzen
aus dem jeweiligen Paraffinblock (,Spenderblock“ptremmen und in einen
~-Empfangerblock” (ebenfalls ein Paraffinblock) eg@tgacht. Der Durchmesser der
Stanzen betragt 0,6 mm. Sie wurden im Abstand vom hestanzt (58,59).

Von den Arrayblocken wurden mit einem herkdmmlichilikrotom 1mm dicke
Schnitte hergestellt, die anschlielRend auf silarisiObjekttrager aufgezogen wurden.
Diese wurden dann 2 Tage bei Raumtemperatur getebckm einem ,,Abschwimmen*
der Schnitte bei den nachfolgenden Farbevorganggegenzuwirken.

2.5 Immunhistochemie

Vor den immunhistochemischen Farbungen wurde vdene Arrayblock eine HE-
Farbung erstellt, um zu prifen, ob sich in den Stargentigend Tumormaterial fur die
Auswertung befindet. Es kam die indirekte Immunpatagetechnik zur Anwendung.
Die Farbungen wurden mit Hilfe des PipettierautenafECAN Genesis RSP erstellt.

Tabelle 7: Immunhistochemische Antikorper

Verwendete Antikorper: Verdlinnung:
CD 3 (Leu 4): Novocastra, Clone PS1 1:20
CD 4 (Leu 3a) : Novocastra, Clone 1F6 1:5
CD 5 (Leu 1): Novocastra, Clone 4C7 1:20
CD 8 (Okt. 8 od. Leu 2a): Dako, Clone C8/144B D:2
CD 10 : Novocastra, Clone 56C6 1:40
CD 20y (L 26): Dako, Clone L26(1,4) 1:1000
CD 23 (KiB1): Novocastra, Clone 1B12 1:20
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CD 79a: Dako, Clone JCB117

CD 138 (Syndecan-1): Chemicon, Clone B-B4
Ig A : Dako, Code No. A262

Ig D : Dako, Code No. A0093

Ilg G : Dako, Code No. A0423

Ig M : Dako, Code No. A0426

Kappa Light Chains: Dako, Code No. A0191
Lambda Light Chains: Dako, Code No. A193
CD 15 (Leu M1): Dako, Clone C3D-1

KiM 1P (CD 68) : Kiel, Clone KiM 1P
EBNA-2: Dako, Clone PE2

LMP-1: Novocastra, Clones CS1,CS2,CS3,CS4
MUM 1 (ICSAT): Dako, Clone MUM 1P
Ki-67 (MIB-1): Dako, Clone MIB-1

ALK-1: Dako, Clone ALK-1

Cyclin D1: Novocastra, Clone P2D11F11
Bcl-2: Dako, Clone 124

Bcl-6: Dako, Clone PG-B6p

p53: Dako, Clone DO-7

p27(Kipl): BioSciences, Clone 57

p21: Dianova, Clone 3/40

RB: NeoMarkers, Clone XZ55

HLA-DR: Dako, Clone TAL.1B5

CD 30 (Ber H2): Dako, Clone Ber-H2

HHYV 8: ABI, Clone LN53

EBER in situ Hybridisierung:
EBER-Sonde Y5200: Dako
Kit PNA: ISH-K5201: Dako

2.5.1 Auswertung der Immunhistochemie:

1:100
1:50
1:10000
1:400
1 0@0
1:10000
1:5000
1:5000
1:30
1 : 80000
1:10
1:100
1:2000
1:200
1:20
1:20
1:80
1:5
1:20
1:100
1:20
1:50
1:20
1:10
1:1000

Mit Hilfe von immunhistochemischen Markern kann ninoteinstrukturen von Zellen
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sichtbar machen, die spezifisch fir bestimmte ¥adh sind. Die
immunhistochemischen  Antikérper sind in der Lage mbenstandige,
zytoplasmatische oder nukleére Proteine (Antiganeufarben.

Die Zahl der T-Zellen wurde mit den Antikdrpern GDCD 4, CD 8 in 10%-Schritten
jeweils bezogen auf die Gesamtzellzahl bestimmt.

Der Makrophagengehalt wurde mit dem Antikérper €D 68 ebenfalls in 10%-
Schritten bezogen auf die Gesamtzellzahl bestimmt.

Die Zahl der B-Zellen wurde mit Antikérpern gege® @0, CD 79a und CD 138 in
10%-Schritten ausgewertet, mit Bezug auf den Tusilgzhalt der jeweiligen Stanze.
Bei den Schwerketten IgM, 1gG, IgD und IgA wurde diytoplasmatische Expression
in den Tumorzellen mit positiv oder negativ bedttei

Die Leichtketten kappa und lambda wurden jeweilstposder negativ gewertet

und dienten zur Beurteilung der sekretorischen dpdffizierung. Als sekretorisch
differenziert wurde gewertet, wenn entweder kapper ¢aimbda eine monotypische,
zytoplasmatische Reaktivitat aufwiesen.

CD 15 wurde mit positiv/negativ bewertet bezogeh den Tumorzellgehalt, ebenso
wie der Keimzentrumsmarker CD 10.

Der Gehalt an Zellen mit einer Reaktivitat fur deostkeimzentrumsmarker MUM 1,
sowie BCL-2 und BCL-6 wurden in 10%-Schritten beaoguf den Tumorzellgehalt
bestimmt. Als positiv wurde ein Fall gewertet, wenimdestens 30% erreicht wurden.
p53, p27 und p21 wurden mit positiv/inegativ beweiés positiv galt ein Fall ab 30%
kraftiger Expression.

EBER wurde in 10%-Schritten bezogen auf die Gesaim&hl bestimmt. Ab einer
positiven Zelle galt der Fall als positiv.

LMP 1 wurde positiv/negativ gewertet, wobei eindl@eum Nachweis der Positivitat
genugte.

EBNA 2 wurde in 10%-Schritten bezogen auf die Gesalizahl bestimmt. Auch hier
genugte eine einzelne positive Zelle zum Nachwei$dsitivitat.

Der Aktivierungsmarker CD 30 wurde in 10%-Schrittdezogen auf den
Tumorzellgehalt bestimmt.

Der Proliferationsmarker Ki-67, das nukleare Tumpmessorprotein RB und das
membranstandige HLA-DR wurden in 10-%Schritten lgeroauf den Tumorzellgehalt
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bestimmt. Ki-67 diente als adjunkter Marker zur Reatatskontrolle der Farbungen.
Der Marker ALK-1 wurde mit positiv/negativ bezogemf die Gesamtzellzahl der
Stanze bestimmt, ebenso das nukleare Cyclin D1.

Der zytoplasmatische Aktivierungsmarker CD 23, BeZellen und auch follikulare
dendritische Zellen (FDC-Zellen) anfarbt, wurde 1i@%-Schritten bezogen auf die

Tumorzellen ausgewertet.

2.5.2 Erfassung der Immunhistochemie hinsichtliee GCB- und non-GCB-Status

Fur die DLBCL existiert eine Subgruppen-Klassifikat die mit Hilfe einer
immunhistochemischen Auswertung bestimmter Antigetediniert werden kann (60).
Danach kénnen DLBCL in prognostisch unterschiediSubgruppen unterteilt werden:
in DLBCL vom Keimzentrumstyp_(&minal-Gnter-Bcell-like DLBCL = GCB) und
in DLBCL vom Postkeimzentrumstyp (non-GCB). Die A8€B sind mit einer
schlechteren 5-Jahresiberlebensrate assoziied2(6Die Zuordnung zu den einzelnen
Subgruppen erfolgt am Paraffinschnitt mit Hilfe #&8NS-Klassifikators (60):

Abbildung 1:Hans-Klassifikator
GCB

CD 10 + non-GCB

MM
X« et T GeB

BCL-6

\ non-GCB

Der Cut-off fur die Positivitat liegt hierbei b&i30% positiver Tumorzellen (60).
Ein Fall wird als GCB gewertet, wenn von den Keinteemsmarkern CD 10 und
BCL-6 entweder CD 10 allein positiv ist oder CD ud BCL-6 zugleich positiv sind.
Wenn CD 10 und BCL-6 beide zugleich negativ sindildwder Fall der non-GCB-
Subgruppe zugeordnet. In den Fallen, in denen Chheldgativ und BCL-6 zugleich
positiv ist, bestimmt der PostkeimzentrumsmarkerNlldie Subgruppe: Félle, die fur
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MUML1 negativ sind, werden als GCB gewertet und&éadie fir MUM1 positiv sind
als non-GCB. Der HANS-Klassifikator wurde in der Megenden Studie nicht nur bei
den DLBCL, sondern auch bei allen untersuchten Liyoppoliferationen angewendet.

2.6 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Hierbei wurde ebenfalls von jedem Arrayblock einE-Harbung zur Beurteilung des
Tumorzellgehaltes erstellt.

Zur Anwendung kam die Interphase-FISH am Paraffiene. Es handelt sich um eine
2-Farben-FISH mit Rot-Griin-Signalen. Es wurden ddwieusionssonden als auch
.Break-Apart® Sonden (BAP) sowie Centromersondemnwemndet. Die Sonden waren
jeweils direkt mit Fluorochromen markiert.

Tabelle 8: Verwendete FISH-Sonden

-Fusionssonden:
BCL2/IgH Dako

-Break Apart Sonden:
BCL6E Vysis

IgH: Vysis
C-MYC  Vysis
-Centromersonden:

CEP3 Vysis
CEP18 Vysis

Technische Durchfiihrung der FISH:

Vorbereitung und Denaturierung der DNA:

Nach der Entparaffinierung wurden die Objekttrd@2T) fir 30 min einem RNAse-
Verdau (10mg RNAse/ 100ml 2x SSC) bei 37°C zugefiimd 10 min in 2x SSC (pH
7,0) inkubiert. Anschlie3end folgte eine Inkubatiir 15-20 min in einer 37°C Pepsin-
Lsg. (5mg Pepsin/100 ml M HCL), ein Waschvorganglftimin bei Raumtemperatur
in 1x PBS und eine Inkubation in der aufsteigendiokolreihe (70%, 90%, 100%)

fur je 5 min, anschlieRend Trocknen fur 10 minBH&IC.
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Hybridisierung:
- OT auf dem Heizblock 2 min erwarmen
- 10 | der vorbereiteten Sondenldsungl(£SI Hybridisierungspuffer + 2 H,O
+1 1 Sonde) auf die markierte Region des OT pipettieBeckglas auflegen
und mit Fixo Gum rundherum abdichten
- OT uber Nacht in einer feuchten, vorgewarmtemieer bei 37°C inkubieren

Am nachsten Tag wird nicht gebundene Sonden-DNAHiti€ einer vorgewarmten
(73°C) Waschlsg.(95 ml 4D, 0,4x SSC, 300 NP-40) entfernt und es erfolgt eine
Gegenfarbung ( 1 DAPI/1,5 ml Vectashield) der Schnitte und dieezrte Abdeckung
mit einem Deckglaschen. Die fertigen OT werden ithlschrank abgedunkelt

aufbewahrt.

2.6.1 Auswertung der FISH-Préparate

Die Schnitte wurden mit einem Fluoreszenzmikrosklyiophot; Firma ZEISS, Jena)

ausgewertet. Fotos wurden mit Hilfe des ISIS Imagi®gstems (MetaSystems,

Altlussheim, Deutschland) erstellt. Fir die FISHreva 53 Falle auswertbar, da nur
diese einen ausreichend hohen Tumorzellgehaltifviadestens 30%) enthielten.

Bei der Auswertung sollten die analysierten Kerie koneinander abgrenzbar sein,
ihre Morphologie musste erhalten sein und die inaker eines Kerns auszuwertenden
Signale sollten die gleiche GroRRe und Intensitdivaisen. Abweichende, kleinere

sowie schwachere Signale wurden nicht gewertet.

AulRerdem mussten die Signale deutlich voneinanBeugrenzen sein. Sogenannte
Doppelsignale (Split-Spots, Twin-Spots oder Signal@andem-Arrangement) wurden
als ein Signal gewertet.

Der Cut-off der einzelnen Sonden, der jeweils aaktigem Lymphknotengewebe

bestimmt wurde, wurde bei 15% festgelegt, um adlisch positiven Signale sicher

auszuschlielRen.
2.7 Klonalitatsanalysen

Die Untersuchungen zum Rezeptor-Rearrangement vam& T-Zellen wurden nach
einem etablierten, modifizierten Protokoll von T et al., 1991 (63) durchgefinhrt.
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2.8 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe d@smputerprogramms Statistfta

fur Windows (Studentenversion) unter Verwendung@eisSquare Tests und des
Fisher's exact test.
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3. Ergebnisse

3.1 Ubersicht Uiber die ausgewerteten Falle

Aus der institutsinternen Datenbank des Lymphkn#&teferenzzentrums am
Pathologischen Institut der Universitat Wirzburgaan 223 Falle aus den Jahren 1990
bis 2007 erhalten, die eine EBV-Assoziation aufetresind von denen Paraffinblocke
fur weitere Untersuchungen vorhanden waren. Dieselen einer kritischen Revision
und Reklassifikation am Mikroskop unterzogen. Auslrielen eines homogenen
Datensatzes wurden Burkitt-Lymphome (n=4), folldkm@ Lymphome (n=2), non-
AILT-T-Zell-Lymphome (n=18), MALT-Lymphome (n=3), étigkin-Lymphome
(n=8), Falle einer lymphomatoiden Granulomatose2jn®lasmozytome (n=2) und
Falle, die lediglich ein reaktives Geschehen widiegelten (n=30), ausgeschlossen.
Weiterhin wurden 38 Falle (B-NHL/Lymphoproliferatiem) ausgeschlossen, bei denen

sich auf den Paraffinbldcken nicht mehr geniigentehit fand.

Letztendlich konnten insgesamt 116 EBV-positive Nblitw. Lymphoproliferationen
zum Anfertigen von TMA-Blocken verwendet werden. den angefertigten TMA-
Préaparaten wurde zunachst der Tumorzellgehaltritée und Giemsa-Farbung und in
immunhistochemischen Farbungen mit CD20, CD79a, @DX3D30, CD3 sowie
EBER in-situ Hybridisierung bestimmt. Nachdem imdg&tanzen der Tumorzellgehalt
z.T. stark variierte, wurde fur die Auswertung dSH-Teils der Untersuchungen ein
Infiltratanteil von mindestens 30% gefordert.

Fur die immunhistochemischen Untersuchungen kondédrer nur 69 Falle (45 nodale
und 24 extranodale) und in der FISH 53 Félle ausgetvwerden.

In der Auswertung wurden die Lymphoproliferatioriemvhoren zunachst nach ihrer
Morphologie und unter Berucksichtigung der Immutdgbkemie in Anlehnung an die
Klassifikation der Posttransplantations-Lymphogeshtiven Erkrankungen (PTLD)
(34) unterteilt. Folgende Diagnosen wurden gestellt

1. Diffuses, grosszelliges B-Zell Lymphom (DLBCL)
- polymorph

- monomorph
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2. Polymorphe B-Zellhyperplasie/Lymphom

3. Blastare EBV-assoziierte B-Zell Lymphoprolifecsiten/Lymphome bei oder
nach T-Zell-Lymphom

4. B-Zell-Lymphoproliferationen
Atypische Lymphoproliferationen (in der Regeathtiklassifizierbare

Lymphoproliferationen)

Als zweiter Schritt folgte eine Unterteilung derllEénach den relevanten Vor- bzw.
Grunderkrankungen. Hierfur konnten letztlich vori@B(77%) Fallen klinische Daten
erhalten werden. Die entsprechenden klinischen Dltsnten zum Teil bereits den
Einsendeantrage(n=26/69, 38%) der zuweisenden Pathologen entnomweden,

erganzend und weiterfihrend wurden sie noch zuskitatit Hilfe eines Fragebogens
erfasst, der insbesondere Fragen zu Vorerkrankungemunsuppression, Medikation
und bekannter EBV-Infektion der Patienten enthiglon 16 Fallen (23%) konnten

keine klinischen Daten erhoben werden.

In der Einteilung nach der Grunderkrankung ergatem folgende Gruppen:

1. Zustand nach vorangegangener, therapierter (fFyrkrankung, (n=19)

Ohne (pradisponierende) Grunderkrankung, (n=9)

Zustand nach Organtransplantation (PTLD), (n=12)

Bekannte HIV-Infektion, (n=9)

Zustand nach/bei Methotrexat-Behandlung odeglemhbarer medikamentdser

a kb 0N

Immunsuppression (z.B. Infliximab bei Rheuma), (n=4

6. Keine Information erhéltlich, (n=16)

In der Gruppe 1 nach vorangegangener Tumorerkraikberapie handelte es sich in 5
Fallen um maligne non-T Zell Lymphome (2 Hodgkiyniphome, 1 splenisches
Marginalzonen B-Zell Lymphom, ein nicht naher sfieigrtes malignes Lymphom, 1
akute lymphatische Leuké&mie der B-Zellreihe) und 18nT-Zell-Lymphome (davon 2
periphere T-Zell-Lymphome vom NOS-Typ und 11 T-Aslmphome vom AILT-
Typ), sowie um einen Fall mit Myasthenia gravis whe Patienten erhielten alle eine

Chemotherapie. Die vordiagnostizierten Lymphome ewain groRem zeitlichen
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Abstand ( 2 bis 7 Jahre) zu den Lymphomen diesgersuchung aufgetreten. Im
Gegensatz zu den vordiagnostizierten Hodgkin-,nsptden Marginalzonen- und T-
Zell-Lymphomen lagen bei den jetzt diagnostizierteymphomen ausschlief3lich
diffuse, grol3zellige B-Zell-Lympome vom monomorphiEp vor. In der Gruppe nach
Organtransplantation handelte es sich in 4 Fallenaine Nierentransplantation, in
einem Fall um eine Herz-Lungen-Transplantation,einem weiteren Fall um eine

Dunndarmtransplantation, sowie um 6 Knochenmanmkspiantationen.

3.2.1 Morphologische Diagnosen
Die Tabelle 9 gibt einen Uberblick tiber die Diagewsler 69 untersuchten Falle:

Tabelle 9: Diagnosen

Diagnose Anzahl
n=69
DLBCL, gesamt 50

- monomorphe DLBCL |35

- polymorphe DLBCL 15
Polymorphe B-Zellhyperplasie

-Lymphom 8
B-LPD bei/nach T-Zell 6
Lymphom

B-LPD 2
atypische 3

Lymphoproliferation

Abbildung 2: Beispiele verschiedener Morphologien
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3.2.2 Einteilung nach Klinischer Grunderkrankung
Die Tabelle 10 fasst die ermittelten klinischenddatusammen:

Tabelle 10: Ermittelte Grunderkrankungen

Nr. |Grunderkrankung: Anzahl (n=69

1 |nach vorangegangenem Tumor (=Lymphdm) 19

davon bei/nach T-Zell-Lymphom 13

2 | ohne pradisponierende Grunderkrankung 9

3 |PTLD 12
4 | HIV 9

5 | Methotrexat (MTX) oder vergleichbares 4

6 |ohne Information 16

3.2.3 Korrelation der Grundkrankheiten mit deorphologischen Diagnosen

In der Gruppe, in der ein EBV-assoziiertes Lymphaosmech vorangegangenem Tumor
(=Lymphom) beobachtet wurde, handelte es sich urh9138%) DLBCL, von denen
12 als monomorphe und eines als polymorphes DLBI@ssifiziert wurden. Diese 13
DLBCL waren in 7 Fallen nach/bei einem T-Zell-Lyngph, in 2 Fallen nach einem
Hodgkin-Lymphom, in 3 Fallen nach einem B-NHL unad 1 Fall nach erfolgter
Chemotherapie bei Myastenia gravis, bei dem keieaageren Kklinischen Daten
bezuglich der Lymphomerkrankung erhaltlich waremfgatreten. In der Untergruppe
mit T-Zell-Lymphom als vorangegangene Grunderkragkgab es des weiteren 6 B-
Zell-Lymphoproliferationen. In der Gruppe ohne (maeisbare) pradisponierende
Grunderkrankung traten 6/9 (66%) DLBCL auf, und m&@rgantransplantation 7/12
(58%). Bei bekannter HIV-Infektion waren 7/9 (77%gr Falle monomorphe DLBCL.
In der Gruppe 5 (bei Methotrexat-Behandlung) kar@&h (75%) DLBCL vor, wobei
eines als monomorph und drei als polymorph diagrniest wurden. Die
Patientengruppe ohne verfugbare Informationen ee@hen hohen DLBCL-Anteil:
14/16 (88%) Tumoren (10 monomorph und 4 polymorphyrden als DLBCL
klassifiziert. Die Ubrigen Entitaten (B-LPD, polynptve B-Zellhyperplasie/-Lymphom,
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atypische Lymphoproliferation) waren ohne gruppeadfsche Haufungen in den

verschiedenen Gruppen zu finden.

Tabelle 11: Korrelation Grundkrankheiten/Diagnosen

Nr. |Grunderkrankung: Diagnosen Anzahl
1 |nach vorangegangenem Tumof 6 DLBCL, 19
(= Lymphom) -5X monomorph

-1x polymorph

bei/nach T-Zell-Lymphom | 6 B-LPD 13
7 DLBCL, monomorph
2 | ohne pradisponierende 6 DLBCL 9
Grunderkrankung - 5x polymorph
-1x monomorph
1 B-LPD, ,senil*

1 atypische LPD
1 polymorphe B-Zellhyperplasie
-Lymphom
3 |PTLD 7 DLBCL 12
- 4x monomorph
- 3x polymorph
4 polymorphe B-Zellhyper-
plasien/-Lymphome
1 B-LPD
4 |HIV 7 DLBCL, monomorph 9
1 polymorphe B-Zellhyperplasie
-Lymphom
1 atypische LPD
5 | Methotrexat (MTX) 3 DLBCL 4
-1x monomorph
- 2x polymorph
1 atypische LPD
6 |ohne Information 14 DLBCL 16
- 10x monomorph
- 4x polymorph
2 polymorphe B-Zellhyper-
plasien/-Lymphome
Legende: polym. B-Zell-H/L = polymorphe B-Zellhypégisie/-Lymphom, B-LPD/T =
B-LPD bei/nach T-Zell-Lymphom, B-LPD=B-Zell-Lymphogiferation, DLBCL =
diffuses,grof3zelliges B-Zell-Lymphom, LPD = Lympholiferation

~

~

In der Gruppe 2 (ohne pradisponierende Grunderknagiklag das Alter der Patienten
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zwischen 60 und 83 Jahren, der Mittelwert betragf dahre und der Median 75 Jahre.
Die male-female-ratio war 5:4. Das Durchschnitesalter Patienten in der Gruppe 3
(nach PTLD) und in der Gruppe 4 (bekannte HIV-Itifek) war im Gegensatz dazu
wesentlich jlinger, es lag bei 35,1 Jahren und 4&i®en (Mittelwerte). In der Gruppe
nach vorangegangener Lymphomerkrankung und in deipg& ohne Klinische

Informationen war das Alter mit gemittelten 62,%r#m und 68,5 Jahren hingegen

wieder hoher.

3.3 Immunhistochemische Charakterisierung

CD 20 war in 100% der Falle einer atypischen Lympblierationen (3/3), einer B-
LPD (2/2), und einer polymorphen B-Zellhyperpladiglhphom (6/6) positiv. Unter
den DLBCL lag die Positivitat bei 78% (36/46).

Fur CD79a lag die Positivitat bei allen Entitatevischen 50%-69%.

Bei der Subunterteilung der DLBCL in polymorphe undnomorphe Subgruppen gab

es fur diese Marker keinen signifikanten Untersghie

3.3.1 EBV-Assoziation und Verteilung der Latenzyp

Alle in der vorliegenden Arbeit untersuchten F&#eigten in der EBER in-situ
Hybridisierung positive Kernsignale fir die ,EBV-@ded RNAs* (n=69, 100%; Abb.
3). Fir das latente Membranprotein des Epstein-Baus (LMP1) waren 45/68 (66%)
der Falle positiv, und fir EBNA2 12/68 (18%). Dieatenztypen des EBV waren

dementsprechend wie folgt verteilt:

Tabelle 12: Latenztypen des EBV nach Diagnosen

Latenz- DLBCL ;| DLBCL ;| DLBCL | polymorphe B- B- |atypische
typ n=50 in=35 n=15 |B-Zell-H/L |LPD/T|LPD |Lymphopro-
n=8 n=6 |n=2 |liferation
gesamt: monom: polym. n=3

12/48 11/48 11/48 3/8 38% [1/2 1/2 |0/3 0%
| i i
Eber + 25% 23% 2% 50% |50%
24/48 17/48 17/48 4/8 50% |1/2 1/2 |2/3 67%

Il ; ;
Eber+,LMP1+ 50% :35% :15% 50% [50%
12/48 :5/48  :7/48 1/8 12% |0/2 0/2 |1/3 33%

Il - :
Eber+LMP1+EBNAH 2504 11006 | 15% 0% |0%
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Legende zur Tabellel2: polym. B-Zell-H/L = polymbsgp B-Zellhyperplasie/-Lymphom, B-
LPD/T = B-LPD bei/nach T-Zell-Lymphom, B-LPD=B-Zdlymphoproliferation,
DLBCL=diffuses,grof3zelliges B-Zell-Lymphom, monomsnomorph, polym.=polymorph

Abbildung 3: Beispiel einer EBER in situ Hybridisiag in einem DLBCL

In nahezu allen Zellen ist eine deutliche nukld2wsitivitat in der EBER in situ-Hybridisierung
zu erkennen (OriginalvergroRerung 400x)

3.3.2 Expression von CD10, BCL-6 und MUM1

Fur CD10 waren nur 12/69 (17%) aller Falle posifiuch fir BCL-6 wiesen lediglich
10/63 (16%) der Falle eine Reaktivitat auf. Bemaskeerterweise war jedoch nur 1
Fall fur CD10 und BCL-6 zugleich positiv. Die Ubeig 11/12 (92%) CD10 positiven
Falle waren alle fir BCL-6 negativ. Von diesen ZFizigenannten CD10+/BCL-6-
Fallen zeigten 4 Falle das Expressionsmuster CRBOk/6-/MUM1-/CD138-, weitere
4 Falle den Immunphanotyp CD10+/BCL-6-/MUM1+/CD138ad 3 Falle das Muster
CD10+/BCL-6-/MUM1+/CD138-. Hingegen zeigten fur dejPostkeimzentrums-
marker MUM1 mehr als die Hélfte der Tumoren (34/68%) eine Positivitat

(in 3 30% der Tumorzellen).

In der Anwendung des HANS-Klassifikators (Hans dt, 2004 (60)) waren
dementsprechend 49/67 (73%) der Falle den non-G@Blediglich 18/67 (27%) den
GCB zuzuordnen. Der HANS-Klassifikator wurde dadoeii alle Lymphoproliferationen
angewendet, nicht nur ausschlie3lich auf die Bntdér DLBCL. Die folgende
Abbildung verdeutlicht die Verteilung der Féalle:
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Abbildung 4:Verteilung der Falle im Hans-Klassifikator

GCB n=12
12/69 non-GCB n=3
+ 3/68
CD 10 +
9/68 MUM 1 6/68
\ el ™ GCBn=6
BCL-6
\ non-GCB n=46

Die 12 CD10-positiven, nach dem HANS-Klassifikatdso den GCB zuzuordnenden
B-Zell-Lymphoproliferationen/-Lymphome bestanden &®LBCL ( 8 monomorphe
und ein polymorphes DLBCL) und einer B-LPD nach dtLymphom, einer B-LPD
und einer polymorphen B-Zellhyperplasie/-LymphomonV den CD10 positiven
Lymphomen war eines gleichzeitig flir BCL-6 positie restlichen 11 CD10 positiven
Lymphome waren fir BCL-6 negativ. Die weiteren €BP10 negativen — (BCL-6
positiven und gleichzeitig MUM1 negativen) als GRBssifizierten Falle bestanden
aus 5 DLBCL (2 monomorph und 3 polymorph) und eiltPD nach T-Zell-
Lymphom. Zwei atypische Lymphoproliferationen, 12 BTL, 4 polymorphe B-
Zellhyperplasien/-Lymphome und 2 B-LPD/T waren CBBCL-6-/MUM1-. Bei 4
DLBCL konnte MUM1 in 3 Fallen und BCL-6 in 1 Faliaht ausgewertet werden.
Diese Falle konnten jedoch trotzdem der GruppenderGCBs zugeordnet werden. Die
Sequenz CD10-/BCL-6-/MUM1+ wiesen 16 DLBCL, je 2 lymorphe B-
Zellhyperplasien/-Lymphome und B-LPD/T, sowie j@esiB-LPD und eine atypische

Lymphoproliferation auf.
Unter den non-GCB waren die Entitaten insgesamtfalgg verteilt:
- 34 DLBCL (23 monomorph und 11 polymorph)

- 7 polymorphe B-Zellhyperplasien/-Lymphome
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- 4 B-LPD bei/nach T-Zell-Lymphom
- 3 atypische Lymphoproliferationen
-1B-LPD

Tabelle 13: Verteilung des Hans-Klassifikators diefeinzelnen Diagnosen

Hans-Klassifikator Hans-Klassifikator
non-GCB GCB
DLBCL 34/48 71% 14/48 29%
monomorph 23/48 48% |11/48 23%
polymorph 11/48 23% |3/48 6%
polym. B-Zell-H/L |7/8 87% 1/8 13%
B-LPD/T 4/6 67% 2/6 33%
atypische LPD 3/3 100%| 0/3 0%
B-LPD 1/2 50% 1/2 50%

Legende: polym. B-Zell-H/L = polymorphe B-Zellhypéaisie/-Lymphom, B-LPD/T= B-LPD
bei/nach T-Zell-Lymphom, B-LPD = B-Zell-Lymphoprtdration, DLBCL =
diffuses,grofRzelliges B-Zell-Lymphom

3.3.3 Korrelation der CD138-Reaktivitat mit dent®ades HANS-Klassifikators

Eine Expression von CD138 (80-90%) lag in insges@ufdllen vor; in 4 non-GCB und
4 GCB. Bemerkenswerterweise lag auch unter deregasgt 12 CD10-positiven Féllen
in vier Tumoren eine zuséatzliche CD138-Reaktiwtét, mit einer Reaktivitat in bis zu
80-90% der Zellen. Keiner der CD10+/CD 138+ Fallarviir BCL-6 positiv. Alle
NHL/polymorphen B-Zell-H/L, die positiv fur CD138 aven, waren auch fir MUM1
positiv.

Tabelle 14: Korrelation von CD138 mit dem GCB-/mea-B-Status:

Hans- Diagnose Summe
Klassifikator

non-GCB - 3 DLBCL 4
CD138+ - 1 polym.-B-Zell-H/L

GCB -4 DLBCL 4

CD 138+
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3.3.4 Sekretorische Differenzierung

Eine sekretorische Differenzierung (monotypischéoghasmatische Immunglobulin-
expression) war in 1/3 atypischen Lymphoprolifena¢in (kappa), in 2/6 (33%) B-LPD
bei/nach T-Zell-Lymphom (kappa), bei 12/39 (31%)B%L (7 kappa, 5 lambda) und
bei 2/6 (33%) polymorphen B-Zellhyperplasien/-Lyropten (je einmal kappa und
lambda) nachweisbar.

Tabelle 15: Sekretorische Differenzierung

DLBCL Polym.-B- B-LPD/T |B-LPD atypische LPD
n=39 Zell-H/L n=6 n=2 n=3
n=6

Clg 12/39|31% | 2/6 33%2/6 |33%0/2 [0%]| 1/2 50%
gesamt
Clg 7/39 | 18% | 1/6 17%2/6 |33%0/2 |0%]| 1/2 50%
kappa
Clg 5/39 | 13% | 1/6 179%0/6 |0% | 0/2 | 0% 0/2 0%
lambda

Legende: polym. B-Zell-H/L = polymorphe B-Zellhypdaisie/-Lymphom, B-LPD/T= B-LPD
bei/nach T-Zell-Lymphom, B-LPD = B-Zell-Lymphoprtération, DLBCL=diffuses,
grof3zelliges B-Zell-Lymphom, Clg = sekretorischdf@ienzierung

3.3.5 Korrelation der sekretorischen Differenzigruamt der Einstufung nach dem
HANS-Klassifikator und der CD138-Expression
Von 17 Fallen mit einer nachweisbaren sekretoriscBdferenzierung waren 12/17
(71%) der Kategorie der non-GCB und 5/17 (29%) @B zuzuordnen. Von den
Clg+ DLBCL waren 8/12 (67%) non-GCB und 4/12 (33%)CB. Von den
polymorphen B-Zellhyperplasien/-Lymphomen waren @/@20%) non-GCB, von zwel
B-LPDs nach T-Zelllymphom war ein Fall ein GCB ueth Fall ein non-GCB. Eine
sekretorisch differenzierte atypische Lymphoproéiteon war nach dem HANS-
Klassifikator ein non-GCB, da in diesem Fall CDBGL-6 und MUML1 jeweils negativ
waren.
Nur 4/17 (24%) der sekretorisch differenziertenld-&liesen eine Koexpression fur
CD138 auf; diese waren alle DLBCL (CD 138 war taer80-90% positiv.) Von den
CD138 positiven Fallen waren 4/8 (50%) zugleichretkisch differenziert.
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3.3.6 Antiapoptosemarker, Aktivierungsmarker unoliferationsmarker

Fur BCL-2 waren 3/3 (100%) der atypischen Lymphbfaxationen, 1/2 (50%) der B-
LPD, 1/6 (17%) der B-LPD nach/bei T-Zell-Lymphom. 9/47 (40%) der DLBCL und
4/8 (50%) der polymorphen B-Zell-Hyperplasien/-Lyropie positiv.

Cyclin D1 war in allen Fallen negativ.

Den Aktivierungsmarker CD30 exprimierten 1/3 (33%ler atypischen

Lymphoproliferationen, 1/2 (50%) der B-LPD, 5/6 §88der B-LPD nach/bei T-Zell-
Lymphom, 26/49 (53%) der DLBCL und 5/8 (63%) derZ8lhyperplasien/-

Lymphome.

3/3 (100%) der atypischen Lymphoproliferationen,336(79%) der DLBCL, sowie je
50% der B-LPD (1/2), B-LPD/T (3/6) und polymorphBrzZell-H/L (3/6) zeigten eine

Positivitat fur pRB.

Ki-67 wies bei den B-LPD/T (6/6) eine Reaktivitairv10 bis 90% der Zellen auf, in
den Ubrigen Entitaten lag die Expression in allelersuchten Fallen Gber 50%.

Fur HLA-DR waren 4/35 DLBCL (11%) negativ, in debrigen Entitdten lag eine

Positivitat von 100% vor.

Tabelle 16 : Antiapoptosemarker, Aktivierungsmanked Proliferationsmarker

DLBCL Polym.-B- B-LPD/T B-LPD Atypische LPD
n=50 Zell-H/L n=6 n=2 n=3
n=8

BCL-2 19/4740% | 4/8 50%| 1/6 | 179% 1/2| 50% 3/3 100%

p53 13/4927% | 0/8 0% | 0/6 | 0% | 0/2] 0%, 0/3 0%
CD 30 26/4953% | 5/8 63%| 5/6 | 83% 1/2| 50% 1/3 33%
pRB 26/3379% | 3/6 50%| 3/6| 50% 1/2 500%) 3/3 100%

Ki-67 27/36/75% | 3/6 50%| 2/6 | 3394 1/2| 50% 2/3 66%
HLA-DR |31/35|89% | 5/5 100%6/6 | 100% 1/1 | 100% 2/2 100%

Legende: polym. B-Zell-H/L = polymorphe B-Zellhypaisie/-Lymphom, B-LPD/T= B-LPD
bei/nach T-Zell-Lymphom, B-LPD=B-Zell-Lymphoprolifation, DLBCL=diffuses,grof3zelliges
B-Zell-Lymphom
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Eine Unterteilung der DLBCL in polymorphe und morarphe Subtypen ergab hier
keine signifikanten Unterschiede bei der Expresdemeinzelnen Marker.

Eine Uberexpression fir p53 lag in 13/49 (27%) wetersuchten Falle vor, wobei in
keinem Fall gleichzeitig eine Hochregulierung flRlpnachweisbar war. Fur diesen
Marker konnten insgesamt sieben NHL/LPD aus techeis Grinden nicht
ausgewertet werden.

Es handelte sich bei den p53-positiven FéllendligRlich um DLBCL. Die Sequenz
p53-/p21+ trat in 2/33 (6%) der Falle auf ( ein OLIBund eine B-LPD nach/bei T-
Zell-Lymphom).

p27 war in 2/30 (6%) der Félle exprimiert, beiddld&-§2 DLBCL) waren sowohl ftr
p53 als auch fur p21 negativ.

Fur Cyclin D1 war kein Fall (0/69, 0%) positiv.

3.4 Humanes Herpesvirus 8 (HHV8)

In der Farbung fir HHV 8 war lediglich ein Fall v68 (1%) Fallen positiv. Es handelte
sich hierbei um ein HIV-assoziiertes monomorpheB0OL, das in einem cervicalen
Lymphknoten eines 23-jahrigen HIV-positiven jungglannes diagnostiziert worden
war, der lymphomunabhangig verstorben ist. Benadlederen EBV-assoziierten Fallen

liess sich eine Koinfektion fiir HHV-8 nicht nachwen (Abbildung 5).

3.5 Untersuchungen zur Klonalitat

Daten Uber eine klonale Expansion von B- oder Tezelagen fiur insgesamt 40 Falle
vor, davon fur 26 DLBCL. Fir den B-Zellrezeptorglan 23/40 (58%) ein
monoklonales Amplifikat vor, fur den T-Zellrezeptaar eine klonale Expansion von
T-Zellen in 6/22 (27%) NHL/LPD nachweisbar.

Im Einzelnen zeigten 3/5 (60%) B-LPD/T, 16/26 (6220)BCL und 4/6 (66%) der
polymorphen B-Zell-H/L ein monoklonales Amplifikat fur JH
(Immunglobulinschwerkettengen); in 2/2 (100%) B-LPZI5 (40%) B-LPD/T, 10/26
(38%) DLBCL und 2/6 (33%) polymorpher B-Zell-H/L dri/1 (100%) der atypischen
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Abbildung 5: HHV8-positives, nodales (immunoblashigplasmoblastisches) DLBCL

a In der HE-Farbung sieht man Uber
wiegend immunoblastische Zellen §,
sowie Plasmoblasten)(und vereinzelte
Erythrozyten. OrginalvergréfZerung:1000x.
b Die EBER in situ Hybridisierung ist
deutlich positiv, Originalvergrof3erung:
400x.c Das latente Membranprotein-1 des
Epstein-Barvirus (LMP1) ist in einzelne
Zellen positiv, Originalvergré3erung:
1000x.d EBNA-2 ist negativ, Original-
vergroRerung: 400x. Es handelt sich somit
e um den Latentyp Il des Epstein-Barr-Virus.

e HHV-8 ist deutlich exprimiert, Originalvergrof3erurdd0Ox

Lymphoproliferationen konnte lediglich ein polykles Amplifikat nachgewiesen
werden. 10/15 (67%) der monomorphen DLBCL und 5(80%) der polymorphen

DLBCL zeigten ein monoklonales Amplifikat flir den -Zllrezeptor des
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Immunglobulinschwerkettengens. 3/8 (38%) der mon@imem DLBCL nach/bei T-
Zell-Lymphom und 3/5 (60%) der B-LPD/T liessen emonoklonales Amplifikat fur
den T-Zellrezeptor nachweisen.

Ein klonales Amplifikat fir den T-Zellrezeptor (gama-Kette) wiesen 3/11 (27%) der
untersuchten DLBCL, die keinen Bezug zu einem T-Eginphom hatten, auf. In 2/5
(40%) B-LPD/T und 8/11 (72%) DLBCL war ein polyklales Amplifikat
nachzuweisen. In den Ubrigen untersuchten Fall¢n&sn (atypische
Lymphoproliferationen (n=1), B-LPDs (n=1), polymbgp B-Zell-H/L (n=4)) war
ausschlief3lich ein polyklonales Amplifikat fur d&rZellrezeptor zu ermitteln.

3.6  Nachweis chromosomaler Aberrationen in der iészenz in-situ
Hybridisierung (FISH)

Bei insgesamt 53 Fallen konnte die FISH mit guteybrtlisierungseffizienz

ausgewertet werden, wobei Proben @MYC BCL6 BCL2 IGH, CEP3 und CEP18

zum Einsatz kamen. Fur die untersuchten Sonden nliefieh lediglich in der

diagnostischen Kategorie des DLBCL Signalkonsteltetn nachweisen, die auf ein

Bruchereignis (eine Translokation) im jeweiligen nGhinwiesen. 5/39 (13%) der

DLBCL zeigten ein Bruchereignis iBCL6 —Gen. Eine Signalkonstellation, die auf ein

Bruchereignis inCMYC hinweist, lag bei 9/36 (25%) DLBCL vor. Von diesén

DLBCL waren 4 fur CD10 positiv, nur 2 auch zugleitiht BCL-2 positiv (nur 1 Fall

war zugleich fur CD10 und BCL-2 positivind der Proliferationsindex Ki-67 war in 7

Fallen <90%. 7/38 (18%) DLBCL zeigten ein Bruchgnes flrlGH.

Fur CMYCund gleichzeitig fulGH waren 5 Félle positiv und flBCL6 und zugleich

fur IGH waren 2 Félle positiv. Es handelte sich bei detztglenannten 7 Féllen

mit Bruchereignissen fuGH ausschlie3lich um monomorphe DLBCL.

FurBCL2lag in keinem der Félle ein Split der erzieltegrtaile vor.

In den Gruppen der atypischen Lymphoproliferatiorizzi.PD, B-LPD/T und

polymorphen B-Zell-H/L waren alle Falle f&CL6 BCL2, IGHundMYC negativ.
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Tabelle 17: Chromosomale Aberrationen nach Diagmose

Diagnosen BCL6 CMYC BCL2/IgH [IGH
n =53
DLBCL 5/39 | 13% |9/36 | 25% [0/39| 0% |7/38|18%
n=44
monomorph |2/39 |5% 6/36 |17% |0/39|0% |7/3€|18%
n=31
polymorph 3/39 |8% 3/36 |8% 0/39 0% |0/3&| 0%
n=12
polymorphe 0/5 | 0% 0/5 0% 0/5] 0% | 0/4 0%
B-Zell-H/L
n=5
B-LPD 0/2 | 0% 0/2 0% 02| 0% | 0/2 0%
n=2
atypische 0/2 | 0% 0/2 0% 02| 0% | 0/2 0%
Lymphoproliferation
n=2

Zusatzliche Signale (>2), die eine numerische Adiemn des Genlocus (Trisomie)
belegen, konnten fiMYCin 2/52 (4%) Fallen (1 DLBCL monomorph;

1 polymorphe B-Zellhyperplasie/-Lymphom) nachgewiesverden. FUBCL6 waren in
3/52 (6%) Féallen Zugewinne ( 2 DLBCL, monomorph yalymorph, sowie 1 B-LPD
nach/bei T-Zell-Lymphom) und fUBCL2 in 1/52 (2%) Fallen (1 DLBCL polymorph)
Zugewinne zu verzeichnen. In allen Fallen, die Afikaltionen aufwiesen, lagen keine
chromosomalen Translokationen vor.

Chromosomale Imbalancen im Sinne eines Zugewinmsdié Centromerregionen
zeigten fur das Chromosom 3 4/39 (10%) der Fallem@omorphe DLBCL, 1
polymorphe B-Zell-H/L, 1 B-LPD/T) und fur das Chrosom 18 6/26 (23%) der Félle
(4 monomorphe DLBCL, 1 polymorphes DLBCL, 1 polypoe B-Zell-H/L, 1
atypische LPD).
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Abbildung 6: Fluoreszenz in-situ Hybridisierung$H) am Paraffinmaterial

a: BCLG, Break-Apart-Sonde, positives BRIL2/IgH, Fusionssonde, negatives Signal
Signal

3.7 Daten zu einer nicht-EBV-assoziierten Kontnmalfgpe

Als Kontrollgruppe wurden EBV-negative DLBCL, dide novo (ohne bekannte
vorherige Immunsuppression) entstanden waren, siedlySie stammten ebenfalls aus
der Routinediagnostik des pathologischen Institigs Julius-Maximilians-Universitat
Wirzburg aus den Jahren 1985 bis 2003. Die Fall@assten insgesamt 153 DLBCL,
davon waren 123 Félle nodalen und 30 Falle extraleodUrsprungs. Sie wurden
analog zu den EBV-positiven DLBCL immunhistocherhiggefarbt und ausgewertet,
die Untersuchungen zu chromosomalen Aberrationawlevumit Hilfe der klassischen
Zytogenetik erstellt.

3.7.1 Immunhistochemie der Kontrollgruppe

3.7.2 Hans-Klassifikator

Fur CD10 waren 52/150 (35%) der DLBCL positiv. Vden CD 10 positiven DLBCL
waren 49/50 (98%) zugleich positiv fur BCL-6, nun eDLBCL (1/50, 2%) war

zugleich negativ fur BCL-6. Insgesamt waren 94/188%) der DLBCL positiv fur

BCL-6 und 65/147 (44%) positiv fur MUM1. Den GCB nwga 78/144 (54%) und den
Non-GCB 66/144 (46%) der Félle zuzuordnen.
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Die folgende Abbildung zeigt die Verteilung der DCB der Kontrollgruppe im Hans-
Klassifikator:

Abbildung 7: Verteilung der EBV-negativen DLBCL imaHs-Klassifikator

GCB n=52
52/150 non-GCB n=21
+ 21/98
CD 10 +
B 47/92  MUM 1 26/98
98/\1\ e ™ GeBn=26
BCL-6
yfz
non-GCB n=45

3.7.3 Weitere immunhistochemische Marker in der Kalgruppe

Fur CD 138 waren in der Kontrollgruppe lediglicih2/(3%) der DLBCL positiv. Diese
waren zugleich negativ fir CD10 und BCL-6, sowiesipe fur MUM1 und konnten
somit den non-GCB zugeordnet werden. Beide Falle @2138 positiven DLBCL
waren sekretorisch differenziert.

Insgesamt wiesen 54/133 (41%) der EBV-negativen OILBeine sekretorische
Differenzierung auf. Hiervon waren 17/133 (13%) dille dem GCB-Subtyp und
37/133 (28%) der Falle dem Non-GCB-Subtyp der DLBQkuordnen.

p53 zeigte in 30/134 (22%) der DLBCL eine deutlidbieerexpression. p21 und p27
wurden in der Kontrollgruppe nicht untersucht.

BCL-2 war in 97/147 (66%) der Falle positiv. CyclD1 wurde ebenfalls nicht
untersucht.

HLA-DR war bei 110/129 (85%) der DLBCL der Kontallgppe exprimiert.

Fur den Aktivierungsmarker CD30 waren 18/90 (20%) Feklle positiv.
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Tabelle 18: Auswertung der Kontrollgruppe in demonhistochemie

3.7.4 Zytogenetische Daten der Kontrollgruppe

Von 91 DLBCL der Kontrollgruppe lagen klassischeopgnetische Analysen nach

CD10 BCL-6 MUM1 non-GCB GCB

DLBCL |52/150| 35%94/139|68%|65/147|44% | 66/144| 46%| 78/144 549
BCL-2 CD138 Clg HLA-DR p53

DLBCL |97/147| 66%2/72 3% | 54/13341% | 110/12985% | 30/134| 22Y%
CD30

DLBCL [18/90 | 20%

Kurzzeitkultur vor. Ein Rearrangement in der BaddR4 CMYC)lag bei 8/91 (9%)
Fallen vor, in 3927 BCL6) fur 6/91 (7%) der Falle. 8 Tumoren liel3en einel43

nachweisen. Eine t(3;14) konnte in 6 Fallen erkamatden. Insgesamt lag bei 36/91

(40%) der Félle ein Bruchereignis in 14q3aH) vor. Eine t(14;18)BCL2)trat in 8/91
(9%) der DLBCL der Kontrollgruppe auf.

Zugewinne waren auf Chromosom 3 in 16/91 (18%) anfdChromosom 18 in 9/91

(10%) der Falle zu verzeichnen.

Tabelle 19: Auswertung der Zytogenetik der Kongnalppe

CMYC

BCL6

IgH

BCL2

+3

+18

DLBCL
n=91

8/91

9%

6/91

7%

36/9140%

8/91

9% [16/91

18%]9/91

10%

37




3.8 Korrelation der Morphologien untereinanded der Grunderkrankungen
untereinander

3.8.1 Vergleich der immunhistochemischen Korrelagio bei DLBCL, Nicht-DLBCL
und zur Kontrollgruppe

Fur den morphologischen/immunologischen Vergleialrde zwischen DLBCL und

Nicht-DLBCL unterschieden. Nicht-DLBCL (n=19vurden alle B-Zell-

B-Zell-

Unter
Lymphoproliferationen (n=2), atypischen Lymphopieiationen (n=3),
Lymphoproliferationen bei oder nach T-Zell-Lymph@n=6) und polymorphen

B-Zellhyperplasien/Lymphome (n=8) zusammengefasst.

Tabelle 20: Vergleich der Markerexpression

DLBCL Nicht-DLBCL Kontrollgruppe
n=50 n=19 ~Sporadische DLBCL"
n=144

Non-GCB 34/48 | 71% 15/19 79% 66/144 46%
GCB 14/48 | 29% 4/19 21% 78/144 54%
CD10 9/50 18% 3/19 16% 52/150 35%
BCL-6 7147 15% 2/19 11% 94/139 68%
MUM1 26/46 | 57% 8/19 42% 65/147 44%
CD30 26/49 | 53% 12/19 63% 18/90 20%
CD138 8/50 16% 1/19 5% 2172 3%
Clg 12/39 | 31% 5/16 31% 54/133 41%
pS3 13/49 | 27% 0/19 0% 30/134 22%
BCL-2 19/47 |40% 9/19 47% 97/147 66%
RB 26/33 | 79% 10/17 59% ND ND
HLA-DR 31/35 | 89% 14/14 100% 110/129 85%
LMP1 34/48 | 71% 12/19 63% ND ND
EBNAZ2 12/48 | 25% 2/19 11% ND ND
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Zwischen den DLBCL und Nicht-DLBCL traten in der nmnhistochemie keine
signifikanten Unterschiede auf. Beim Vergleich @&#®V-positiven DLBCL mit den
EBV-negativen DLBCL der Kontrollgruppe zeigten sidimterschiede hinsichtlich der
Auswertung des HANS-Klassifikators, bzw. der BCL-BCL-2-, CD138- und CD30 -
Expression.

Bei den EBV-positiven DLBCL traten signifikant mebt. BCL vom non-GCB-Subtyp
auf ( p=0,0027, Chi-Quadrat-Test) als bei den DLRBI&k Kontrollgruppe.

Ebenso war bei den EBV-positiven DLBCL die Expressies B-Zellmarkers CD138
signifikant héher (p=0,0152; Fisher’'s exact TebBip CD138-positiven Falle der EBV-
positiven Gruppe waren zu 50% non-GCB und zu 5098 Gie 4/8 (50%) CD138
positiven GCB-Falle hatten alle den Immunphé&notijil G+/BCL6-/MUM1+/CD138+,
so dass sie lediglich aufgrund der Expression vBbi@der GCB-Gruppe zugeordnet
wurden (Hans et al., 2004 (60)). CD10 war bei dVvpositiven DLBCL signifikant
weniger exprimiert als in der Kontrollgruppe (p=268) Die Proteinexpression von
BCL-2 war bei den EBV-positiven DLBCL insgesamt isslgnifikant niedriger als in
der EBV-negativen Kontrollgruppe (p= 0,0019). AuBICL-6 war bei den EBV-
positiven DLBCL hdchst signifikant geringer exprarti (p< 0,001) als bei den DLBCL
der Kontrollgruppe.

Der Aktivierungsmarker CD30 war bei den EBV-po®tivDLBCL hdchst signifikant
mehr exprimiert als bei den EBV-negativen DLBCL d&ntrollgruppe (p=0,0001).
CD30 wurde bei den EBV-positiven DLBCL héaufig nuorv einzelnen, blastéren,
unreifen Zellformen, die morphologisch Hodgkin- oé&Reed-Sternberg-Zellen dhnelten
exprimiert. Diese Zellen wiesen jedoch keine Koespion fur CD15 auf. In der EBV-
negativen Kontrollgruppe war CD30 deutlich seltesegprimiert und es gab auch einen
Unterschied in der Morphologie der Zellen. Die gellwaren vergleichsweise etwas

kleiner in der Morphologie und homogener im Aussehe
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Abbildung 8: CD30-Expression der EBV-positiven- uEBV-negativen DLBCL

a b

a EBV-negatives DLBCL (Original 1000x): b EBV-positives DLBCL, polymorph:
homogene CD30 —Expression grol3e, Hodgkin-&hnliche Zellerigea eine
deutlichepEession fiir CD30 (Original 1000x)

3.8.2 Vergleich der zytogenetischen KorrelationeneBCL, Nicht-DLBCL und zur
Kontrollgruppe

Tabelle 21: Vergleich der genetischen Aberrationen

DLBCL Nicht-DLBCL Kontrollgruppe
n=50 n=19 ,Sporadische DLBCL"
n=91

CMYC 9/36 25% 0/8 0% 8/91 9%
BCL6 5/39 13% 0/8 0% 6/91 7%
IGH 7/38 18% o/7 0% 36/91 40%
BCL2 0/39 0% 0/9 0% 8/91 9%
CEP3/+3 2131 |6% 217 29% 16/91 18%
CEP18/+18 |4/20 |20% 2/5 40% 9/91 10%

Zwischen den DLBCL und den Nicht-DLBCL gab es autlrytogenetischer Hinsicht
keine signifikanten Unterschiede.

In der Zytogenetik walCMYC bei den EBV-positiven DLBCL signifikant haufiger
rearrangiert als in der EBV-negativen Kontrollgrugfpe0,0156). Die Bruchereignisse
fur den 149321GH)-Locus der EBV-positiven DLBCL stimmten bis aufall mit den
Bruchereignissen fUCMYC und BCL6 Uberein. Im Vergleich mit der Kontrollgruppe
ergeben sich jedoch fiiGH-Rearrangements signifikant weniger Bruchkonstelten
(p=0,0203) fur die EBV-positiven DLBCL.
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In den zytogenetischen Analysen war auffallig,sdBsuchereignisse fiMYC, BCL6
und IGH lediglich bei den als DLBCL klassifizierten Fallarachzuweisen waren.
Numerische Aberrationen liessen sich sowohl bei OLBwie auch bei den Nicht-
DLBCL nachweisen. Bei den EBV-positiven DLBCL mitughereignissen fUMYC
waren 5/9 (56%) Falle vom non-GCB-Subtyp und 4441 vom GCB-Subtyp. Die 4/9
GCB-Falle waren positiv fir CD10 und zugleich aflegativ fur BCL-6 (fur MUM1
waren 3/4 Fallen positiv und fir CD138 waren 2 é&glbsitiv). Bei den 7 Fallen mit
einem Rearrangement fur IgH in der EBV-positivemugire waren 3/7 (43%) den non-
GCB und 4/7 (57%) den GCB zuzuordnen. Von dies&C8-Fallen waren alle positiv
fur CD10, jedoch nur 1 Fall auch gleichzeitig fUCB6, alle 4 Falle exprimierten
MUM1 und 1 Fall zusatzlich CD138. Im Gegensatz hiegab es bei den EBV-
negativen DLBCL der Kontrollgruppe mMYC-Rearrangements 1/8 (12%) non-GCB
und 7/8 (88%) GCB. Diese 7/8 GCB waren alle CD1@i/E+, und nur 1 Fall
exprimierte zusatzlich MUM1. In der Kontrollgruppab es 36 Félle mit einem
Rearrangement fligH, davon waren 17/36 (47%) non-GCB und 19/36 (53%BG
Von diesen 19 GCB der Kontrollgruppe hatten 15 ldemunphénotyp CD10+/BCL-6+
und 4 Falle den Immunphanotyp CD10-/BCL-6+/MUM1-.

3.8.3 Vergleich der Nicht-DLBCL mit der Kontrollgope

Bei den Nicht-DLBCL ergaben sich im Vergleich mérdKontrollgruppe Unterschiede
in der Immunhistochemie hinsichtlich des HANS-KI&kators, der BCL-6- und der
CD30-Expression.

Es traten in der Gruppe der Nicht-DLBCL signifikamehr Non-GCB auf als in der
Kontrollgruppe (p=0,0067). CD30 war ebenfalls s&gnifikant héher exprimiert als in
der Kontrollgruppe (p=0,0001) und die Expressiom \BCL-6 war bei den Nicht-
DLBCL hochst signifikant geringer vorhanden (p3(,).

In der Zytogenetik traten bei den Nicht-DLBCL keilee Bruchereignisse fUEMYGC
BCL6, BCL2 undIGH auf. Auf Chromosom 3 lagen in 2/7 (29%) und aufddiosom
18 in 2/5 (40%) der Falle Zugewinne vor.
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3.8.4 Vergleich der Grunderkrankungen untereinander

Tabelle 22: Vergleich der immunhistochemischen Beéuim Abh&angigkeit von der
Grunderkrankung

HIV PTLD nach T-Zell |nach B-Zell |ohne GE
Lymphom |Lymphom

Non-GCB |6/9 | 67%|6/12 | 50%|9/12 | 75%|4/6 67%)|8/9 89%
GCB 3/9 |33% |6/12 50% |3/12 |25% |2/6 |33% [1/9 |11%

CD10 3/9 |33% |4/12 33% |2/13 |15% |0/6 |0% |[O0/9 |0%

BCL6 0/9 0% |3/12 |25% |1/12 | 8% |3/5 |60% |1/9 |11%

MUM1 6/8 | 75% |7/12 |58% |4/12 |33% |3/6 |50% |2/8 | 25%

CD30 209 1 22% | 7/12 | 58%| 7/13 54% 1/6) 17% 6/9 679
CD138 219 122% |2/12 | 17% |0/13 |[0% |0/6 0% |1/9 |11%

Clg 0/5 |0% |2/7 | 29%| 2/10, 209 1/4| 25% 2/7 29%
p53 3/9 |33% |3/12 |25% |1/13 | 8% |1/6 |17% |2/9 |22%
BCL2 2/8 |25% |8/12 |67% |1/13 [8% |4/5 |80% |6/9 |67%
RB 6/6 |100%|5/7 |71% |6/12 |50% |2/4 50% |2/7 |29%

HLA-DR |7/7 |100%|7/7 |100%]|12/12|100%|4/4 |100%|6/9 |67%

LMP1 4/9 144% |8/12 |67% |8/13 [62% |5/5 |100%|7/9 |78%

EBNA2 1/9 |11% |4/12 |33% |1/13 |[8% |0/5 0% |29 |22%

Legende: HIV =HIV-assoziierte Lymphome, PTLD = Lyomhe nach einer Transplantation,
nach T-Zell= Lymphom bei oder auf T-Zell-Lymphomaah B-Zell-Lymphom = Lymphom
nach einer therapierten Lymphomerkrankung, ohne @t Grunderkrankung
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Tabelle 23: Vergleich zytogenetischen Befunde im@igigkeit von der
Grunderkrankung

HIV PTLD nach T-Zell |nach B-Zell |ohne GE
Lymphom |Lymphom

CMYC 6/9 1 67% | 1/9 | 11%| 1/4 | 259% 0/6 0%| 1/5 20%
BCL6 37 143% | 1/7 | 14%| 1/6 | 179 0/6 0%| 1/5 20%
IGH 3/8 138% | 2/8 | 25%)| O/7 | 0% | O/5 0%| O0/5 0%

CEPS3 1/6 |17% | 2/5 | 40%| 1/7 | 14% O0O/5| 0% 1/6 17%

CEP18 1/6 |17% | 2/4 | 50%| 3/5 | 60% 0/2| 0% 1/2 50%

Legende: HIV =HIV-assoziierte Lymphome, PTLD = Lyomhe nach einer Transplantation,
nach T-Zell= Lymphom bei oder auf T-Zell-Lymphomadh B-Zell-Lymphom = Lymphom
nach einer therapierten Lymphomerkrankung, ohne @tftve Grunderkrankung

Aus den Tabellen lasst sich ersehen, dass Untedim der Markerexpression und der
Zytogenetik insbesondere fir CD10, CD30, BCL-2 saWY CundBCL6vorlagen.
Rearrangements fuMYC und BCL6 waren vermehrt in der Gruppe der HIV-
assoziierten DLBCL zu finden, wohingegen nummegsgihgewinne auf Chromosom
18 in den Gruppen bei PTLD, nach T-Zell-Lymphom uimd der Gruppe ohne
vorangegangene Grunderkrankung haufiger waren BEI-2 lag eine Expression in
8/12 (67%) der Félle nach PTLD, 4/5 (80%) der Fakeh vorangegangenem B-Zell-
Lymphom und 6/9 (67%) der Falle in der Gruppe ohwerangegangene
Grunderkrankung vor. Der Aktivierungsmarker CD30rwa der Gruppe der HIV-
assoziierten Lymphome deutlich weniger exprimidg @ allen tbrigen Gruppen.
CD10 wurde in den Gruppen nach B-Zell-Lymphom untheo vorangegangene
Grunderkrankungicht exprimiert. Die Gruppe ohne vorangegangenasm@aerkrankung
hatte mit 8/9 (89%) die héchste non-GCB-Rate au&isen.
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4. Diskussion

4.1 Patientenkollektiv, EBV-Assoziation und klicie Daten

In der vorliegenden Studie wurden der immunhistatibehe Phanotyp und
zytogenetische Aberrationen in Epstein-Barr-Virusipeen Lymphoproliferationen
und malignen Lymphomen im Vergleich zu einer Kongmippe von EBV-negativen
DLBCL aus der Datenbank des Pathologischen Inestut Wirzburg untersucht.

Aus der institutsinternen Datenbank konnten |lefatli69 EBV-assoziierte Félle
untersucht werden, die in einen TMA-Block eingehtaaverden konnten; als
Kontrollgruppe standen Daten von insgesamt 153 BBY¥ativen DLBCL zur

Verfligung.

Die Identifikation der EBV-positiven Lymphoprolifationen/Lymphome war bereits in
der Routine- bzw. Referenz-Diagnostik erfolgt; iragé dieser routinediagnostischen
Untersuchungen lagen in 43/69 (62%) Féallen keimaddhen Angaben bezuglich einer
EBV-Assoziation bzw. einer entsprechenden Risik@tkung vor. Durch eine

Versendung von Fragebdgen zu den Kklinischen Datesh insbesondere zu den
Vorerkrankungen konnten Informationen zu weiterenFaHen erhalten werden; in 9
von diesen Tumoren ergab sich kein Hinweis auf em#&gliche vorangegangene
Immunsuppression, so dass diese Falle als ,spotefis EBV-assoziierte

Lymphoproliferationen gewertet werden kdonnen. Inteven 18 Fallen liel3en sich eine
zunachst nicht mitgeteilte vorangegangene Lymphkraekung, ein nicht bekanntes
T-Zell-Lymphom, oder eine vorangegangene immunseggive Medikation

(Methotrexat) verifizieren. Trotz aller Bemuhungdef3en sich von 16 (23%) weiteren

Fallen klinische Daten beziiglich einer relevantemévkrankung nicht erhalten.

Retrospektiv gesehen war fur die ldentifikation voralignen Lymphomen bzw.
Lymphoproliferationen — neben entsprechenden kiinéa Angaben, die anfangs nur in
26 von 69 der untersuchten Falle (38%) vorlagemsbesondere die Expression des
Aktivierungsmarkers CD30 von Bedeutung. Eine Realt fur CD30 war in
insgesamt 38 der untersuchten 68 Félle (56%) nashare Damit ergab sich hier ein

deutlicher und hoéchst signifikanter Unterschied der Kontrollgruppe der EBV-
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negativen DLBCL, in denen eine CD30-Expressiondkch in 18 von 90 (20%)
untersuchten Féallen vorlag (p<0,001). Durch diechlsf3end in der Routinediagnostik
in der Regel eingesetzten Marker LMP1 (latentes bramprotein des EBV-1) liel3 sich
eine EBV-Assoziation in 56 der untersuchten 69 d-dkfinitiv belegen (81%); in 13
Fallen konnte eine EBV-Assoziation also ledigliah der Anwendung der in-situ-
Hybridisierung (EBER) verifiziert werden. Die Datéber eine Expression von CD30
bei de novoentstandenen DLBCL sind in guter Ubereinstimmuriy der Literatur.
Zinzani et al. (64) wiesen eine Frequenz von 18%\dr2 68 untersuchten DLBCL)
nach. In dieser Serie waren alle CD30-positivenleFaem Non-GCB-Subtyp
zuzuordnen. Kuze et al. (65) erzielten in eineiéSEBV-positiver und EBV-negativer
DLBCL ahnliche Ergebnisse wie die in der vorliegendStudie erhaltenen. In dieser
Serie waren 100% (6/6) der EBV-positiven DLBCL auW@h30-positiv, wahrend eine
entsprechende Reaktivitat lediglich in 15 von 83%) der EBV-negativen
Kontrollgruppe (p=0,0017) vorlag.

Nach der konventionellen Morphologie und unter Bksizhtigung vorliegender
klinischer Daten handelte es sich bei den EBV-agsten Lymphoproliferationen in
der Mehrzahl der Falle (50/69) (72%) um diffuse geilige B-Zell-Lymphome, die
Uberwiegend dem monomorphen Typ eines DLBCL (n=85b)geringerem Umfang
einem polymorphen DLBCL (n=15) zuzuordnen waren. Amlehnung an die
Klassifikation der Immundefizienz-assoziierten lyroploliferativen Erkrankungen
nach den Kriterien der WHO wurden 8 Félle als pdayohe B-Zell-
Hyperplasien/Lymphom Kklassifiziert, und 5 Falle alecht weiter klassifizierbare
Lymphoproliferationen (,atypische” Lymphoproliferaben) angesehen. In 6 Féllen
lag, bei bekanntem und vordiagnostiziertem bzwichieeitig aufgetretenem peripherem
T-Zell-Lymphom, eine EBV-assoziierte Lymphoproléé&on vor, wie sie in der
Literatur bereits mehrfach beschrieben worden &8y. (

Bezlglich der ermittelten Grunderkrankungen derieRtgn war ein Zustand nach
Organtransplantation (PTLD) die héaufigste, fur eiBBV-Assoziation offenbar
relevante Kondition, ein erworbenes ImmundefekteBgm lag in 9 Fallen vor. In 4

Fallen konnte eine immunsuppressive Medikation @gstmmit Methotrexat) ermittelt
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werden. Bemerkenswert ist, dass bei insgesamt d@idgeschlossenen Patienten eine
(in einem groBen Teil der an das Referenzzentruersabdten Falle primér nicht
mitgeteilte) neoplastische und therapierte Vorerkuag, in der Regel ein malignes
Lymphom vorausgegangen war. Unter insgesamt 19 ngegangenen malignen
Lymphomen waren 13 T-Zell-Lymphome vertreten (irssrelere Falle eines
angioimmunoblastischen T-Zell-Lymphoms und einesipperen T-Zell-Lymphoms
vom nicht weiter spezifizierten Typ). In insgesah@ Fallen (23%) konnten keine

klinischen Informationen erhalten werden.

4.2 ,Senile” EBV-assoziierte Lymphoproliferationen

In der vorliegenden Untersuchung wurden aufgrundealeebung von klinischen Daten
9 Patienten mit EBV-positiven Lymphoproliferationendentifiziert, deren
lymphoproliferative Erkrankungen ohne erkennbagdmponierende Grunderkrankung
bzw. vorliegenden Immundefekt aufgetreten waren. [kmndelte sich hierbei
ausschlie3lich um &ltere Patienten im Alter vorb8083 Jahren, der Mittelwert lag bei
72,2 Jahren und der Median bei 75 Jahren. Das Weih&on Mannern zu Frauen war
5: 4.

Diese 9 Falle zeigten Ahnlichkeiten zu den soget@ann ,senilen”
Lymphoproliferationen, einer Entitat, die von Oyamad Mitarbeitern (55) erstmals
postuliert wurde und in dieser Form noch keine Bisiohtigung in der WHO-
Klassifikation von 2001 (34) gefunden hat. Ber&@92 berichteten Hamilton-Dutoit et
al. (66) innerhalb einer gro3eren Studie Uber 2R&n EBV-positiven, sporadischen,
immunoblastischen DLBCL (beide nodalen Ursprungsd ugines von deutlich
polymorphem Erscheinungsbild), die bei mannlichatigaten im Alter von 55 und 76
Jahren bei nachweislich keinerlei Immunsuppressiod HIV-Negativitat aufgetreten
waren.

~Senile®  Lymphoproliferationen  wurden als EpsteiafBVirus  positive
Lymphoproliferationen beschrieben, welche bei Pdtie auftreten, die alter als 60
Jahre sind und die keiner wie auch immer geartetenundefizienz unterliegen. Die
Autoren (55) nahmen an, dass in diesen Fallenrdasuhsystem durch den nattrlichen
Alterungsprozess nicht mehr in der Lage ist, dieree EBV-Infektion, die ja bei mehr

als 90% der Bevolkerung vorhanden ist, zu konewdin. Histologisch zeichneten sich
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diese Lymphoproliferationen durch ein oft polymorplgscheinungsbild mit haufigem
Nachweis von Reed-Sternberg- und Hodgkin-ahnlickelten aus, die meist positiv fur
CD30 und zugleich negativ fir CD15 waren. Zuderss@n sich in der Regel Nekrosen,
Histiozyten und andere inflammatorische Zellen, isowein angiozentrisches
Wachstumsmuster feststellen. Oyama et al. (55) @&mdmoyama et al. (54)
unterschieden 2 Subtypen, einen polymorphen Subtygd einen monomorphen
DLBCL-Subtyp. Die Falle waren fir EBER, LMP1 undéndEBNAZ2 positiv. Auch Au
et al. (67) berichteten aus Hongkong von einem &iakr EBER-positiven ,senilen®
Lymphoproliferation einer 78-jahrigen Frau, die aBLBCL im Nasopharynx
aufgetreten war. Shimoyama und Kollegen (54) bésisan 76 Patienten aus Japan mit
einem Alter von 50 bis 92 Jahren (Median bei 7Irelafy wobei die Ergebnisse dieser
Studie zu denen von Oyama et al. (55) bis auf desprungsort des Materials
(nodal/extranodal) weitgehend identisch sind. Intgiech zu den Daten von Oyama
und Mitarbeitern ergab sich bei den 9 ,senilen* Ipmaproliferationen der
vorliegenden Studie lediglich hinsichtlich des nreda oder extranodalen
Ursprungsortes ein signifikanter Unterschied (p=D,02 der Serie von Oyama (55)

traten deutlich mehr extranodale Lymphoproliferagiomuf (18/22; (82%)).

Tabelle 24: Vergleich der ermittelten Daten mit @&ten von Oyama et al. (55)

Oyama et al. (55), Japan Vorliegende Studie
Fallzahl n=22 n=9
Alter (Median) |75,5 72,7
Manner : Frauer{12:10 54
CD30 11/22 (50%) 6/9 (67%)
Latenztyp | 0/22 (0%) 1/9 (11%)
Latenztyp Il 15/22 (68%) 6/9 (67%)
Latenztyp Il 7122 (32%) 2/9 (22%)
nodal 4122 (18%) 6/9 (67%)
extranodal 18/22 (82%) 3/9 (33%)
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Anhand bislang vorliegender Daten ist noch nichtchlisssend zu beurteilen, ob die
»senilen Lymphoproliferationen” einer eigenstandidentitat zuzurechnen sind. Klauss
(68) postulierte, dass die senilen Lymphoprolifiersgn keine eigenstandigen Entitét
darstellen. Sie untersuchte senile B-Zell-Lymphdferdtionen (n=5, 3 polymorphe
B-Zell-Lymphome und 2 B-Zell-Lymphome vom Subtypdg&in-like) immunhisto-
chemisch und mit Hilfe einer Clusteranalyse darayfob sie sich in die Gruppe der
Lymphome mit Immunsuppression (PTLD) oder in dieugpe der Hodgkin-
Lymphome einordnen lassen. Sie kam zu dem Ergebdass die senilen
Lymphoproliferationen sich aufgrund ihrer Histolegi (Reed-Sternberg-Zellen,
Hodgkin-Zellen, starkes T-Zell-Infiltrat) und ihrésymunphanotyps (CD30+,CD15+/-,
CD20+, Latenztyp Il des EBV) in die Gruppe der HkidgLymphome einordnen
lassen. Shimoyama et al. (54) beschreibt in seiS¢éundie morphologische
Uberlappungen zwischen EBV-positiven senilen Lympbbferationen und dem EBV-
positiven klassischen Hodgkin-Lymphom ( CD30-Pogét der Tumorzellen,
insbesondere der Reed-Sternberg- und Hodgkin Zellefyr diagnostischen
Abgrenzung zwischen den beiden Entitdten weistuérdee vermehrte Positivitat von
CD20/79a bei den EBV-positiven B-Zelllymphoproléé@onen hin. Er halt es fiur
spekulativ, das EBV-positive klassische Hodkgin-lpjram und die senile
Lymphoproliferation als eine gemeinsame Subentitdt der Grauzone des
Uberlappungsbereiches zwischen B-NHL und Hodgkimpgiomen aufzufassen.
Gegen die Definition als Hodgkin-Subtyp sprichtheig dass die Reed-Sternberg-
ahnlichen Zellen in der vorliegenden Studie uns&teidie und bei Oyama et al. (55)
zwar fur CD 30 positiv waren, jedoch alle Fallglsich fir CD15 negativ waren.

In der vorliegenden Studie waren unter den 9 uuntlten senilen
Lymphoproliferationen zudem 6 diffuse, grosszellgeell-Lymphome, die folglich
auf keinen Fall als Hodgkin—Lymphom klassifizierenden kdnnen. Abgesehen von
diesen 6 DLBCL traten noch 1 atypische Lymphopeodfion, eine B-Zell-
Lymphoproliferation und eine B-Zellhyperplasie/-Lghom auf.

4.3 GCB- und non-GCB-Status
Bezlglich der Einteilung der Falle nach dem HANSdslifikator in Germinal Center
B-cell like (GCB) und non-GCB ergab sich zwischam dintersuchten EBV-positiven
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DLBCL und der Kontrollgruppe ein signifikanter Urdehied. In der EBV-positiven
Gruppe traten signifikant mehr DLBCL vom non-GCBBE8gp auf als in der EBV-
negativen Kontrollgruppe (EBV+DLBCL:34/48, Kontrgtlppe: 66/144; p=0,0027)
Colomo et al. (69) untersuchten 1@8 novoaufgetretene DLBCL. Von diesen DLBCL
waren 65/128 (51%) dem non-GCB-Subtyp und 54/123%4 dem GCB-Subtyp
zugeordnet worden; 9/128 (7%) konnten bezlglich 8eabtyps nicht klassifiziert
werden. Diese Zahlen entsprechen etwa denen ddieganden Studie (in der
Kontrollgruppe) und sind im Vergleich zu den EBVsptven DLBCL ebenfalls
signifikant unterschiedlich. Diele novo DLBCL von Colomo et al. (69) wiesen
signifikant weniger non-GCB als die EBV-positiverBCL der vorliegenden Studie
auf (65/128 vs. 34/48; p=0,0169). Auch in der Gmpphne pradisponierende
Grunderkrankung (8 von 9 Fallen) findet sich im §leich zu den Féallen in der Studie
von Colomo (69) (65/114 Fallen) ein signifikant hidgeVorkommen des non-GCB-
Subtyps (p=0,04).

Carbone et al. (70) fanden in ihrer Arbeit Uber I8IF/-assoziierte Non-Hodgkin-
Lymphome hinsichtlich des Keimzentrums- und Postkentrumstyps mit Hilfe von
BCL-6, MUM1, CD138 und teilweise auch CD10 eine l@te Tendenz. In ihrer Serie
wurden 17/19 (89%) EBV-positive DLBCL den non-GCBdu2/19 (11%) den GCB
zugeordnet. In dieser Studie waren 5/15 (33%) ERYative DLBCL non-GCB und
10/15 (67%) GCB. Damit bestand in dieser Studiehmnhsignifikanter Unterschied
(p=0,0011) zwischen EBV-positiven und EBV-negatirBCL hinsichtlich des non-
GCB-Status. HIV-assoziierte EBV-positive DLBCL zeig demnach sehr viel haufiger
einen non-GCB-Subtyp, diese Befunde passen selrugden Daten der vorliegenden
Studie: hier wurden die 6/69 untersuchten HIV-agsden EBV-positiven
Lymphoproliferationen zu 67% dem non-GCB-Typ zugeet.

Johnson et al. (71) untersuchten 30 monomorphe R B-Zelltyp (20 waren EBV-
positiv und 10 PTLD waren EBV-negativ) und kamercradir diese zu ahnlichen
Ergebnissen. Bei den EBV-positiven PTLD waren 17(88%) non-GCB und 3/20
(15%) GCB. Auch hier fanden sich bei den EBV-pesii Lymphomen sehr signifikant
mehr non-GCB (p=0,0016) als bei den EBV-negativéhP (4/10 (40%) waren hier
non-GCB und 6/10 (60%) waren GCB).
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EBV-assoziierte Lymphoproliferationen zeigen alsanabhangig von der Assoziation
zur Grunderkrankung — signifikant haufiger den Plygmeiner Postkeimzentrums-
B-Zelle. Hieraus ergibt sich die Frage, ob das @&pdBarr-Virus primar
Postkeimzentrums-B-Zellen infiziert, oder ob die Tumorlaufer vielleicht auch schon
in einem friheren Differenzierungsstadium das Vbiakerbergen, es aber erst nach der
Keimzentrumspassage zu einer malignen Entartungeseisich formierenden

Tumorklons kommt und durch welche Mechanismen dieseggert wird.

Nach Hans et al. (60) sind DLBCL vom non-GCB-Tyg sinem deutlich schlechteren
Gesamtiberleben assoziiert. Dies zeigte sich ansataveise in dieser Studie. Von 26
Fallen lagen klinische Daten zum Overall-survivat.vdierbei gab es 12 Todesfélle.
Von diesen entsprachen 7/11 (64%) dem non-GCB-pulntg 4/11 (36%) dem GCB-

Subtyp der DLBCL.

Ein hochst auffalliger Befund in der hier untersechiSerie betrifft allerdings den
haufigen Nachweis des CD10-Antigens ohne gleiciygeiKoexpression von BCL-6.
Beide Molekile werden im reaktiven Keimzentrum uve follikularen NHL in der
Regel gemeinsam exprimiert. Bei follikularen Lymphen gibt es gelegentlich
Tumoren, die CD10-negativ sind, aber dann (immeZ) 6 nuklear exprimieren (Ott,
personliche Mitteilung). Insofern ist die Beobaclgudass von den 12 CD10-positiven
Lymphoproliferationen/DLBCL in dieser Serie nur étall gleichzeitig BCL-6 positiv
war, bemerkenswert. Moglicherweise handelt es bahdiesen Tumoren gar nicht um
eine Keimzentrumsdifferenzierung, sondern um eirgner ,Praapoptotische”
Hochregulierung von CD10, wie dies auch fir die Ofpbsitiven T-Zellen des
angioimmunoblastischen T-Zell Lymphoms postuliedrae (Attygalle et al., 2002
(72)). Zu dieser Vermutung passt auch, dass imeiheil der CD10-positiven Tumoren
(7/11, 64%) auch gleichzeitig MUM1 exprimiert wurd@emnach wére bei den EBV-
assoziierten DLBCL die Zahl der GCB sogar noch migga.

4.4 Expression von CD138, BCL-2 und BCL-6

Auch fur die Expression von CD138 lagen interess&wsfunde vor. In der Gruppe der
EBV-positiven DLBCL lagen deutlich mehr CD138-pogt Tumoren vor als in der
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Kontrollgruppe (8/50 vs. 2/72, p=0,0152). Alle Tumo, die CD138 (>30%)
exprimierten, waren zugleich positiv fir MUM1. Nadhbr Literatur (Jaffe et al., 2001
(34)) ist eine CD138-Expression bei diffusen, geiligen B-Zell-Lymphomen nur in
wenigen Fallen zu erwarten. In der Studie von Cal¢f®) lag eine CD138-Expression
bei de novo DLBCL nur in 2/127 (2%) der Falle v@arbone und Mitarbeiter (70)
geben in ihrer Studie die Frequenz der CD138-Reittti fir EBV-positive DLBCL
mit 8/19 (42%) im Gegensatz zu EBV-negativen DLB@Iit 2/16 (13%) an. Dies
stimmt auch mit den Daten aus der in der vorliegendebeit untersuchten
Kontrollgruppe uberein. Johnson et al. (71) fand emer Untersuchung uber
monomorphe PTLD sogar, dass alle monomorphen PTi®,CD138 exprimierten
(4/20, 20%) positiv flr das Epstein-Barr Virus ware

Nach Lossos et al. (73) exprimieren 47-58% der DLBfas BCL-2-Protein. Eine
BCL-2-Uberexpression verhindert, dass die maligngtaneeten B-Zellen durch
Apoptose eliminiert werden koénnen, indem es den raroguierten Zelltod inhibiert.
Eine BCL-2-Uberexpression kann durch eine t(14;48%r eine Amplifikation des
BCL2-Gens oder andere Mechanismen verursacht werdenPmiteinexpression von
BCL-2 war bei den EBV-positiven DLBCL (19/47) deorliegenden Serie insgesamt
niedriger als in der EBV-negativen Vergleichsgruf®&'147) (p=0,0019).

Hinsichtlich des non-GCB+/BCL-2+ Phanotyps gab esszhen den beiden Gruppen
keinen signifikanten Unterschied. Nach Igbal ef 2006 (74) ist eine hohe BCL-2
Proteinexpression beim non-GCB-DLBCL mit einem deltschlechteren Overall-
survival korreliert; damit ist eine hohe BCL-2 Egpsion in der non-GCB-Subgruppe
ein Biomarker fir eine aggressivere Variante deBOL

In einer friheren Studie hatten Igbal et al. (73elie die Frequenz der t(14;18) bei
DLBCL untersucht, wobei interessanterweise keines ALBCL vom ABC-Subtyp
(0/41) diese Translokation aufwies. Unter den ERMiiven DLBCL der aktuellen
Studie war die t(14;18) in der FISH sowohl fir dien-GCB als auch fur die GCB
negativ. Dies lasst sich als Hinweis darauf deutiass die niedrigere, aber vorhandene
BCL-2 Proteinexpression Uber andere Mechanismemrbgaliert wird. In der EBV-
negativen Vergleichsgruppe der DLBCL war in deruaken Studie nur in einem von
49 (2%) Fallen eine t(14;18) bei non-GCB DLBCL naefsbar, im Gegensatz zu 7/40
(18%) beim GCB-Subtyp.
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BCL-6 war bei den EBV-positiven DLBCL in einem digth geringeren Prozentsatz
(p<0,001) als unter den EBV-negativen DLBCL exparhi Dies fligt sich homogen in
das Bild der hoheren CD138-Expression und des liegenden non-GCB-Status der
EBV-positiven DLBCL ein. Colomo et al. (69) gebédir de novo DLBCL die

Expression fur BCL-6 mit 91/127 (72%) an. Im Vergke zu den EBV-positiven

DLBCL der vorliegenden Studie besteht hier ebesfa#fin hochsignifikanter

Unterschied (p<0,001). Carbone et al. (70) zeigerihrer Untersuchung zu HIV-
assoziierten Lymphomen ebenfalls eine geringere dsgown von BCL-6 bei EBV-

positiven DLBCL im Gegensatz zu EBV-negativen DLB({=0,0113). Auch bei Kuze
et al. (65) exprimieren die EBV-positiven DLBCL B@L in deutlich geringerem

Umfang als die EBV-negativen DLBCL (4/13 vs. 55/f30,0013). Anhand dieser
Proteinexpression lasst sich ein Uberwiegendes -Keasizentrums-

Differenzierungsstadium der B-Zellen (Klauss, 20Di&s. (68)) bei EBV-positiven

DLBCL im Gegensatz zu EBV-negativen DLBCL postudier

4.5 Interphasenzytogenetische Untersuchungen

In den interphasenzytogenetischen Untersuchungen Gi4YC bei EBV-positiven
DLBCL signifikant haufiger rearrangiert als in deBV-negativen Kontrollgruppe
(9/36 vs. 8/91p=0,0156). Bei sporadisch auftretenden DLBCL lidgt Frequenz von
Bruchereignissen in 8924 bei etwa 5-10% (34). ©tle(76) zeigten fur extranodale
DLBCL des Gastrointestinaltraktes eine hohere Feeagu(25%) auf. Die EBV-
negativen Falle der Kontrollgruppe wiesen in 8/®2o] der DLBCL einCMYG
Rearrangement auf, davon waren 5/91 (5%) extraradal 3/91 (3%) nodale DLBCL.
Kramer et al. (77) fanden bei diffusen groRzelliggsZell-Lymphomen in 31/103
Fallen (30%) ein Rearrangement BEGL6 und furCMYCin 9/134 (7%). Im Vergleich
mit den EBV-positiven DLBCL der vorliegenden Studmaten hier bei den EBV-
positiven DLBCL signifikant wenigerBCL6-Rearrangements (5/39 vs. 31/103;
p=0,0347) und sehr signifikant haufigeMY GRearrangements auf (p=0,0016). Nach
Schlegelberger et al. (78) finden sich bei HIV-agsden EBV-positiven DLBCL
Rearrangements valYCin 25% der Falle und voBCL6in 20% der Falle, sowie oft
Zugewinne fur die Chromosomen 3 und 18. Dies stimmitden Daten tber die EBV-

positiven DLBCL der vorliegenden Untersuchung im 3Saéfglichen Uberein.
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Bruchereignisse fuUMYC, BCL6 und IgH traten nur bei (EBV-positiven) DLBCL auf,
nicht jedoch in der Gruppe der Nicht-DLBCL. Djoki¢9) hat in seiner Studie Uber
PTLD in der Gruppe der polymorphen PTLD im Gegénsaur Gruppe der
monomorphen PTLD sowohl bei EBV-positiven als aumdi den EBV-negativen
polymorphen PTLD keine RearrangementsMi¥C undBCL6finden kdnnen.

Vitolo et al. (80) wiesen bele novoentstandenen DLBCL ein Rearrangement&GL6

in 11/71 (15%) der Falle , fBCL2in 12/71 (17%) der Falle und fYCin 4/71 (6%)
der Falle nach. Auch im Vergleich zu dieser Saggtlfir EBV-positive DLBCL eine
signifikant hohere Frequenz von RearrangementdviC (9/36 vs. 4/71; p=0,0059)
und eine niedrigere Frequenz v&CL2-Rearrangements (0/39 vs. 12/71; p=0,0303)
Vor.

Die Bruchereignisse fur den 14932 (IgH)-Locus d&VEpositiven DLBCL lagen bis
auf einen Tumor in denselben Fallen mit Bruchersggn auch fUCMYC und BCL6
vor. Im Vergleich zu den EBV-negativen Vergleichigfid ergaben sich jedoch
signifikant wenigerigH-Rearrangements (EBV+:7/38 vs. EBV-: 36/91; p=03)2fir
EBV-assoziierte DLBCL. Wang et al., 2006 (81) geluba positive Rate fuigH-
Rearrangements bei sporadischen DLBCL mit 40,1%Hordman, 2006 (82) mit 50%

an.

4.6 Humanes Herpesvirus 8

Lediglich ein Fall der vorliegenden Studie war dghaeitig positiv fir das humane
Herpesvirus 8 (HHV8/KSHV) und fir das Epstein-B¥imus. Nach Jaffe et al., 2001
(34) und Loddenkemper et al., 2007 (83) sind Lymnmépdie in charakteristischer
Weise mit einer HHV8-Infektion assoziiert sind, dagmare Ergusslymphom (PEL),
die multizentrische Castleman-Erkrankung (MCD) urdhs MCD-assoziierte
plasmoblastische Lymphom.

Im Gegensatz hierzu handelte es sich bei dem HH&#pen Fall dieser Serie um ein
nodalesDLBCL der Halsregion vom immunoblastisch-plasmeb&hen Subtyp bei
einem 23-jahrigen HIV-positiven Patienten, der lymmiunabhangig verstorben war.
Immunhistochemisch war der Tumor positiv fir CDZID%), CD138 (80%) und
negativ fur den Aktivierungsmarker CD30. Er zeidan Latenztyp Il des Epstein-Barr-
Virus und war dem non-GBC-Subtyp der DLBCL zuzu@mlnn der Literatur wird
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hingegen in erster Linie Uber priméxtranodaleLymphome berichtet: Cioc et al. (84)
beschrieben 2004 vier extranodale plasmoblasti®tti#CL der Mundhohle bei HIV-
positiven Patienten, die sowohl fir EBV als auchHiiHV8 positiv waren. Costes und
Kollegen (85) schilderten 2002 den Fall eines imnilastisch-plasmoblastischen
DLBCL des Zadkums, welches ebenfalls fur HHV8 uneidizeitig fur EBV positiv war
und ohne ein primares Ergusslymphom (PEL) bei eirtéiM-positiven Patienten
aufgetreten war.

Als ,Raritdt unter den Raritaten® war der HHV8-pgos Fall dieser Arbeit im

Gegensatz zu den genannten Beispielen aus deatuitgedocimodalenUrsprungs.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Lymphoprolifeceten und maligne Non-Hodgkin-
Lymphome der B-Zellreihe, die eine Infektion demiarzellen mit dem Epstein-Barr
Virus aufwiesen, hinsichtlich ihres Immunphanotypsd ihrer zytogenetischen
Aberrationen durch Fluoreszenz in-situ Hybridisigrwmarakterisiert. Von besonderer
Bedeutung war es, durch eine detaillierte Analyser déinischen Daten

Vorerkrankungen/Zweiterkrankungen mit einer madglichémmunsuppression zu
identifizieren. Die erhaltenen Daten wurden mit elenEBV-negativer diffuser

grosszelliger B-Zell Lymphome verglichen.

In der Gewebe-Array-Technik konnten letztlich 69llé&-&detailliert charakterisiert
werden. Von 53/69 (77%) dieser Lymphoproliferationelie samtlich eine EBV-
Assoziation aufwiesen, konnten klinische Daten leghawerden. Die detaillierte
Analyse dieser Daten zeigte, dass in der grossdwadkl der Félle eine fur eine EBV-
Infektion pradisponierende Vor- bzw. Grunderkrardkworlag (44/69 Falle, 64%).
Dabei handelte es sich in 9 Fallen um eine HIVKt&n, in 12 Fallen um eine Post-
Transplantations lymphoproliferative Erkrankung,l@é Fallen um einen Zustand nach
vorangegangener, therapierter Lymphomerkrankung umdsier Fallen um einen
Zustand bei  Methotrexatbehandlung oder vergleidbar medikamenttser
Immunsuppression. In neun Fallen war nachweisligin& zu einer maoglichen
Immunsuppression flihrende Grunderkrankung eruipridégse Tumoren, die bei
Patienten mit einem Durchschnittsalter von 72,7 elahauftraten, entsprechen
wahrscheinlich den in der Literatur beschriebenesenjlen® EBV-assoziierten
Lymphoproliferationen, bei denen eine durch daggéschrittenen Lebensalter bedingt
reduzierte Fahigkeit des Immunsystems zu einer watéqg Viruskontrolle diskutiert
wird. Klinische Angaben, die auf eine moégliche Immuppression und damit auf eine
maogliche EBV-Assoziation hindeuten, lagen zum Zaitguder Vorstellung des Falles

im Referenzzentrum bemerkenswerterweise nur in 26éiien (38%)or.
EBV-assoziierte Lymphoproliferationen und Lymphompehoren signifikant haufiger

dem (immunhistochemisch definierten) non-GCB-Sub&yp dem GCB-Subtyp der
DLBCL an(73% versus 37%; p<0,0001). Hier lag ein zuséatelichteressanter Aspekt
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vor: EBV-assoziierte Lymphoproliferationen, die guind ihrer Reaktivitat der
Tumorzellen fur CD10 dem GCB-Typ zugeordnet woreeen, exprimierten nur in
einer Minderzahl der Falle (1 von 12; 8%) gleictigeauch BCL-6, ein Befund, der bei
sporadischen, EBV-negativen DLBCL nur auf3erst settefinden war (1 von 50; 2%).
Weitere immunhistochemische Unterschiede zwisch&V-&ssoziierten und EBV-
negativen DLBCL lagen fur die Expression des Al@tungsmarkers CD30, der bei
EBV-negativen DLBCL eher selten exprimiert wird, abei EBV-positiven DLBCL/-
Lymphoproliferationen signifikant haufiger positist, und auch fir CD138 vor. Auch
dieser Marker einer plasmazellularen Differenzigravar bei EBV-positiven DLBCL
haufiger exprimiert, wohingegen die Expression MB€@L-2 und BCL-6 in den
Tumorzellen EBV-assoziierter LPD seltener war. Déufigere non-GCB-Status, die
vermehrte Expression von CD138 und die geringerkiRatat fur BCL-6 legen nahe,
dass EBV-assoziierte DLBCL/Lymphoproliferationenfeofsichtlich aus B-Zellen
bestehen oder hervorgegangen sind, die die Keimzaateaktion bereits durchlaufen

hatten.

Die Analyse der interphasenzytogenetischen Dateh ibin Vergleich zu klassischen
zytogenetischen Daten einer Kontrollgruppe von apischen DLBCL zeigte, dass
chromosomale Bruchereignisse und auch &iR&3 Mutation (ausgewiesen durch die
immunhistochemisch nachgewiesene UberexpressionGagss) nur bei denjenigen
Fallen auftrat, die konventionell-morphologisch &&BCL charakterisiert worden
waren. Im Vergleich zur Kontrollgruppe wurde einagndikant haufigere
Rearrangierung vorCMYC in EBV-assoziierten DLBCL gefunden; im Gegensatz
hierzu waren Bruchereignisse iBCL2- und im BCL6-Locus ohne signifikanten

Unterschied zur Kontrollgruppe.

Als ,Nebenbefund” konnte in dieser Studie eine ltifen eines — offenbar priméar
nodalen — DLBCL vom immunoblastisch-plasmoblas&sciSubtyp bei einem HIV-
positiven Patienten durch das humane HerpesvirgdH8/8) nachgewiesen werden.
Diese Konstellation stellt insofern eine Raritat, adda HHV8-positive DLBCL zumeist

extranodal, z.B. in Form des sogenannten ,Prim&fémsions-Lymphoms* (PEL) oder
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in Assoziation zu einer multizentrischen Castlerkakrankung bei HIV-positiven
Patienten auftreten.
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