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1.  Einleitung

1.1.  Maligne Lymphome

Maligne Lymphome stellen Neoplasien des lymphatischen Systems dar. Sie werden
nach klinischen und histologischen Kriterien in zwei Gruppen unterteilt: Hodgkin-
Lymphome (HL) und Non-Hodgkin-Lymphome (NHL). In erster Linie sind die
lymphatischen Organe (Lymphknoten, Milz) betroffen, allerdings entstehen bis zu
30-40% der NHL auch primér extranodal bzw. extralymphatisch, am héufigsten im
Bereich des Gastrointestinaltraktes (5).

1.1.1. Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphome

Das Hodgkin Lymphom (HL) ist gekennzeichnet durch den histologischen Nachweis
von ein- und mehrkernigen Riesenzellen (Hodgkin- bzw. Sternberg-Reed-Zellen).
Alle malignen Lymphome, die nicht in die Gruppe der HL fallen, werden unter dem
Oberbegriff Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) zusammengefasst. Die meisten NHL
zeigen histologische und immunologische Charakteristika, die auf einen Ausgang von
bestimmten Vorlduferzellen der normalen T- und B- Lymphozytenentwicklung
schliefen lassen. NHL der B-Zell Reihe entstehen also aus Zellen unterschiedlicher

Entwicklungsstadien der B- Lymphozytenentwicklung.

Weltweit stellen ,,hochmaligne* diffuse grozellige B-Zell Lymphome (DLBCL) eine
der haufigsten Lymphomerkrankungen iiberhaupt dar. Sie machen nach Knowles et
al. (1a) ca. 40% der Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) aus. In der westlichen Welt
werden 30% aller Lymphomerkrankungen als DLBCL diagnostiziert (5).

1.1.2. Uberblick iiber die Klassifikationen
1.1.2.1. Die Kiel Klassifikation

Lennert und Feller (3) teilen lymphoide Tumoren nach der Kiel Klassifikation in
niedrig maligne NHL und hochmaligne NHL ein, wobei in beiden Gruppen B- und T-



Zell Neoplasien vorkommen. Die hochmalignen NHL vom B-Zell Typ werden
histologisch in lymphoblastische, centroblastische, immunoblastische, anaplastische
und Burkitt Lymphome unterschieden, wobei Lennert die centroblastischen
Lymphome wiederum in die morphologischen Typen monomorph, polymorph,
multilobuliert und centrozytoid unterteilt (3).

1.1.2.2. Die Working Formulation (WF)

Vom ,National Cancer Institute“ wurden 1982 die Klassifikationsvorschlige
verschiedener Autoren (Lukes und Collins, Rappaport uw.a.) zur ,,Working
Formulation* zusammengefafit. Sie kam vorwiegend im anglo-amerikanischen Raum
zum Einsatz und teilt die NHL in einen niedrigen, intermediiren und hohen

Malignitdtsgrad ein.

1.1.2.3. Die REAL- Klassifikation

Die ,,Revised European-American Classification of Lymphoid Neoplasms* (REAL)
fithrte die Lymphomentitat ,,DLBCL* ein und definiert sie als Lymphome bestehend
aus groBen Zellen mit vergroerten Zellkernen, prominenten Nukleoli, basophilem
Cytoplasma und einer méBig starken bis starken Proliferationsrate (2). Die REAL-
Klassifikation — 1994 von der ,International Lymphoma Study Group* (ILSG)
publiziert- faBt also unter dem Namen DLBCL die Lymphomtypen zusammen, die in
der ,,Updated Kiel Classification von 1992 als centroblastisch, immunoblastisch und
anaplastisch definiert wurden (8). Grund fiir diese Vereinfachung war einerseits die
Schwierigkeit, unter den 19 an der REAL-Klassifikation beteiligten Pathologen
iibereinstimmende Subklassifikationen zu erzielen und andererseits die Tatsache, dass
eine Subklassifikation bisher keine Auswirkungen auf die Therapie und somit keine
klinische Relevanz hatte (2). Die beteiligten Pathologen - Mitglieder der
International Lymphoma Study Group® - gaben damit den AnstoB fiir weitere
Studien, welche morphologische, immunologische und genetische Parameter

identifizieren sollen, die klinisch relevante Untergruppen definieren (2,4).



1.1.2.4. Die WHO-Klassifikation

Die ,,European Association for Hematopathology* (EAHP) und die ,, Society for
Hematopathology* (SH) présentierten 1997 die neue WHO- Klassifikation. Sie halt
sich an das Prinzip der REAL-Klassifikation, die Tumoren anhand ihrer Morphologie
und ihrer immunologischen und genetischen bzw. klinischen Parameter zu
beschreiben (25) .

1.2. Prognostische Faktoren

Ebenso vielfiltig wie die Klassifikationsvorschlige fir NHL sind auch die
Bemithungen, relevante Faktoren zu finden, welche eine Aussage iiber die
Uberlebenswahrscheinlichkeiten der Tumorpatienten erlauben. DLBCL sind klinisch
heterogen. Seit Einfithrung der Kombinations-Chemotherapie sind sie in etwa 30-
40% der Fille heilbar geworden. Es gibt also nach wie vor viele Patienten, die nicht
oder nur wenig von der Therapie profitieren und letztlich an der Neoplasie versterben.
Die Einteilung in verschiedene Risikogruppen wird in Zukunft die Therapieschemata

verdndern.

1.2.1. Der,, International Prognostic Index* (IPI)

1993 verdffentlichte eine zum ,,The International Non-Hodgkin's Lymphoma
Prognostic Factors Project” zusammengeschlossene Gruppe von Hématologen um
Shipp eine Arbeit zum Thema der prognostischen Einteilung hochmaligner Non-
Hodgkin Lymphome (6). Ziel des Projektes war es, ein Modell zu entwickeln,
welches den Krankheitsverlauf von Patienten mit aggressiven NHL anhand von
klinischen Parametern vor Therapiebeginn vorherzusagen vermag. Durch die
Bestimmung von Alter, Tumorstadium, Serum-LDH, Allgemeinzustand des Patienten
und Anzahl der extranodalen Manifestationen konnten vier Risikogruppen (low, low
intermediate, high intermediate and high risk) abgegrenzt werden. Fiir Patienten
unter 60 Jahren wurde der Alters-angepalite Prognostic Index entwickelt, der
Tumorstadium, LDH- Wert und den Allgemeinzustand beriicksichtigt.

Das Tumorstadium wird dabei nach der Ann-Arbor Klassifikation bestimmt, die den

Lymphknotenbefall in verschiedenen Korperregionen beschreibt. Sie wurde



urspriinglich fiir HL entwickelt und ist bei NHL als alleiniger Faktor weniger
aussagekréiftig im Hinblick auf die Prognose. Unterschieden wird gewdhnlich
zwischen den Tumorstadien I/Il und II/IV bzw. zwischen lokalisierten und
generalisierten Tumoren. Der Allgemeinzustand der Patienten wurde nach der Skala
der ,, Eastern Cooperative Oncology Group” (ECOG) bewertet, welche die Patienten
in 0 (symptomfrei) bis 4 (auf stindige Pflege angewiesen) einteilt. Fiir den IPI wurde
eine Unterteilung in ambulante (0 und 1) und nicht ambulante (2-4) Patienten

getroffen.

1.2.2. Bcl-2 Expression

Verschiedene Autoren beschiftigten sich mit der prognostischen Aussagekraft von
Translokationen oder Mutationen des BCL2 Gens bzw. immunhistochemisch
bestimmter (Uber-)Expression des BCL-2 Proteins. Grundlage ist die Erkenntnis,
dass eine Uberexpression von BCL-2 die Apoptose von Zellen hemmt (32).

Gascoyne et al. (26) weisen Patienten mit DLBCL, deren Lymphome eine
immunhistochemische (Uber-)Expression von BCL-2 zeigen, eine ungiinstigere
Prognose in Bezug auf Uberlebenszeit und Rezidivfreiheit zu. Eine hohe BCL-2
Expression wird héufiger bei Tumoren im Stadium III und IV gefunden (27) und ist
mit schlechterem Ansprechen auf Chemotherapie assoziiert (16).

Héufiger Kritikpunkt der Einteilung nach IPI ist, dass dieser nur bei den als hoch und
den als niedrig einzustufenden Risikogruppen aussagekriftig zu sein scheint, nicht
aber in den mittleren Risikogruppen. In diesen kann die BCL-2 Expression auf eine
Uberlebenszeit hinweisen, die vergleichbar mit dem hohen Risikotyp des IPI ist (17).
Dabei gelten IPT und BCL-2 Expression als unabhingige Risikofaktoren.

1.2.3. Genexpressions-Untersuchungen: Unterscheidung in Keimzentrumszell-
dhnliche (Germinal Center B-cell like (GCB)) und Aktivierte B-Zellen-
dhnliche (Activated B-cell- like (ABC)) diffuse groBzellige B-Zell
Lymphome.

Alizadeh et al. (33) untersuchten mit Hilfe des ,,Lymphochips® die Expression von

iiber 17.000 Genen in NHL. Sie konnten zwei Gruppen von DLBCL identifizieren,

die eine unterschiedliche Prognose zeigten. Die Untergruppe, die vorwiegend Gene



exprimierte, die typisch fiir normale B-Zellen des Keimzentrums sind (GC B-cell
like), zeigte einen giinstigeren Verlauf. Dagegen war die Gruppe, die Gene
exprimierte, welche typisch fiir aktivierte periphere B-Zellen sind, mit einem
schlechten Krankheitsverlauf assoziiert. Rosenwald et al. (34) unterschieden mittels
der cDNA-Microarray Technik drei Genexpressionstypen: er definierte zusitzlich
zum GCB- Typ und zum ABC- Typ noch die Risikogruppe Typ 3 (unklassifiziert),
der kein eigenes Gen-Set eindeutig zugeordnet werden konnte. Er grenzte dariiber
hinaus 17 Gene ab, die fiir eine Risikobewertung ausreichten. Auch diese Arbeit
bestitigt den giinstigeren Verlauf der GC-B-Zell Lymphome im Vergleich mit beiden
anderen Gruppen. Um in der klinischen Routine die Einteilung in GCB und Non-
GCB Lymphome zu ermdglichen, entwickelten Hans et al. (35) ein Modell, DLBCL
mit Hilfe der Immunhistochemie (und der ,,Tissue microarray (TMA) Technik) in
prognostische Gruppen einzuteilen. In dieser Arbeit gelang eine Zuteilung zur GCB
bzw. non-GCB Gruppe mittels der immunhistochemischen Marker CD10, BCL-6 und
MUMI1. Mit dem ermittelten Algorithmus konnten etwa 80% der untersuchten
DLBCL am Paraffinmaterial korrekt, d.h. entsprechend der Ergebnisse des
Lymphochips, klassifiziert werden. CD10 und BCL-6 zeigen dabei die Abstammung
von Keimzentrums-Zellen an; MUMI, ein Antigen des Interferon-Stoffwechsels,
wird in normalen Plasmazellen exprimiert und kann als Marker fiir den non-GC B-
Zell Typ verwendet werden. Die BCL-2 Expression alleine hatte in dieser Studie
keine prognostische Aussagekraft im Hinblick auf die Uberlebenszeit, war allerdings
in der Gruppe der non-GCB Lymphome mit einem signifikant schlechteren klinischen

Verlauf assoziiert.

1.3.  Das multilobulierte centroblastische Lymphom

,Multilobulierte Lymphome wurden erstmalig 1979 von Pinkus et al. als T-Zell
Lymphome beschrieben. Wie Baroni et al. 1987 zusammenfassen, entdeckten in den
80er Jahren verschiedene Autoren #hnliche Zellen in Lymphomen, die mittels der
Immunhistochemie eindeutig als B-Zell Typen identifiziert wurden. (14) Wie auch
andere Autoren waren Baroni et al.(14) der Meinung, dass multilobulierte B-Zell

NHL eine heterogene morphologische Gruppe mit &hnlichen klinischen



Eigenschaften darstellen koénnten. O'Hara et al. (15) kamen in einer Studie 1986 zu
dem Schluss, dass sich multilobulierte B-Zell-NHL aus follikuldren Lymphomen
entwickeln. Das Auftreten von follikuliren Lymphomen mit vereinzelten
multilobulierten Zellen in Biopsien, die viele Monate vor der Tumorentfernung
entnommen und untersucht worden waren und das Vorhandensein eines typischen
Keimzentrumsmarkers, des PNA- Rezeptors (Peanut lectin), wiesen ihrer Meinung
nach auf den Keimzentrumsursprung der Tumoren hin. Auch van Baarlen et al. (7)
postulierten, dass multilobulierte B-Zell NHL im Keimzentrum entstiinden und die
Tumorzellen als Variationen von Centroblasten und Centrozyten angesehen werden

miissten.

Nach der Definition in der Kiel-Klassifikation wachsen centroblastische Lymphome
(CB) in den meisten Fillen diffus, doch auch follikulire und gemischte
Wachstumsmuster kommen vor. Bei dem monomorphen Subtyp entsteht durch eine
hohe Anzahl an Centroblasten (>90%) ein gleichmifiges Bild. Die Zellen haben ein
schmales basophiles Cytoplasma, groB3e, blasse, meist rundliche Kerne und mehrere
randstindige Nukleolen. Sind mehr als 10% Immunoblasten vorhanden, wird der
polymorphe Subtyp des centroblastischen Lymphoms diagnostiziert. Hier entsteht ein
buntes” Muster mit vielen eingestreuten Immunoblasten, die durch groBe zentrale
Nukleolen und ein breites basophiles Zytoplasma ins Auge fallen. Vom
immunoblastischen Lymphom (IB) unterscheidet sich das polymorphe CB Lymphom
durch die Anwesenheit von typischen Centroblasten in >10% der Zellen.

Wenn auf den ersten Blick Kernlappungen der Blasten auffillig sind (>20% der
Gesamtzell- bzw. der Blastenzahl), handelt es sich um den multilobulierten Subtyp.
Die mittelgroBen Zellen haben wie die typischen Centroblasten ein schmales
basophiles Cytoplasma bei meist 3-4 Kernlappungen und schlecht sichtbaren
Nukleolen. Andere Zellen des Keimzentrums sind in unterschiedlichem
Mischverhéltnis eingestreut. (Centroblasten, Immunoblasten, Centrocyten). Eine
morphologisch dhnliche Variante des T-Zell Lymphoms lésst sich immunologisch

abgrenzen.



1.4.  Tissue Mikroarrays (TMA)

Um viele Tumoren besser immunhistochemisch auswerten und vergleichen zu
konnen, wendet man seit einiger Zeit die Methode der Gewebe-Mikroarray-
Gewinnung (Tissue Mikroarray = TMA) an. Dadurch wird es méglich, verschiedene
Tumoren immunhistochemisch direkt miteinander zu vergleichen, indem man bis zu
1000 verschiedene Tumorgewebe in Stanzenform auf einen Objekttréger bringt. Die
Tissue Mikroarray Technik wurde von Mitarbeitern des Pathologischen Institutes
Basel entwickelt (38). In einer Arbeit aus dem Pathologischen Institut in Wiirzburg
(36) wurde die Aussagekraft verschiedener immunhistochemischer Marker, die in der
TM Technik gefirbt wurden, tberpriift, indem sie mit Ergebnissen konventionell
angefirbter Paraffinschnitte verglichen wurde. Die Autoren fanden fiir eine Reihe von
Markern (CD20, CD3, CD5 und BCL-2) eine genaue Ubereinstimmung der
Ergebnisse im TMA und in konventioneller Firbetechnik. Bei anderen Markern
(CD10, CD23, p53, kappa bzw. lamda Produktion und Ki67) lag die
Ubereinstimmung zwischen 90 und 100 Prozent. Aufgrund dieser guten Ergebnisse
und der guten Vergleichbarkeit der Farbungen auf einem Objekttrager wurde auch fiir
diese Arbeit als Methode die immunhistochemische Untersuchung mittels TMA
gewdhlt.

1.5.  Fragestellung

Multilobulierte centroblastische Lymphome stellen in der Kiel- Klassifikation eine
besondere morphologische Untergruppe der hochmalignen centroblastischen
Lymphome (CB) dar. In der vorliegenden Arbeit sollte verglichen werden, inwieweit
sich multilobulierte Lymphome in Bezug auf immunhistochemische und klinische
Parameter von anderen NHL der B-Zell Reihe unterscheiden. Es interessierte
insbesondere, ob groBzellige, multilobulierte = B-Zell Lymphome eher eine
Keimzentrums ,,Signatur“ aufweisen, also der Differenzierungsstufe des
Keimzentrums entsprechen, und ob ein besonderer (prognostisch giinstiger?) Verlauf
der Erkrankung vorliegt.



2. Material und Methoden

2.1.  Fallauswahl

Aus der Datenbank des Wiirzburger Referenzzentrums fiir Lymphknotenpathologie
wurden alle zwischen 1989 und 2001 eingegangenen und als ,,DLBCL centroblastisch
multilobuliert klassifizierten Lymphome ermittelt. Von insgesamt 110 Fillen
wurden die Schnittprdparate und Blocke aus dem Archiv herausgesucht und einem
Reviewprozess unterzogen. Die Diagnose wurde unabhingig vom Wachstumsmuster
bestitigt, wenn Zellen mit typischen multilobulierten Kernen in mindestens 5-10%

nachweisbar waren.

2.2.  Kriterien der Auswertung

Anhand der konventionellen Schnittpriparate wurde das Wachstumsmuster bestimmt
und die CB multilobuliert in ausschlieflich diffus wachsende Tumoren und in solche
mit diffusem und follikuldrem Wachstumsmuster untergliedert. Der follikuldre Anteil
wurde in Prozent der infiltrierten Flache angegeben. Zusitzlich wurde erfasst, ob die
Tumoren eine vollstindige oder eine partielle Infiltration des lymphatischen
Parenchyms aufwiesen. AuBerdem wurde beachtet, ob der Tumor zellarmes,

sklerosiertes Fasergewebe (eine Sklerose) aufwies.

2.3.  Erstellung der Gewebe- Arrays (TMA)

Anhand der Giemsa bzw. HE geférbten konventionellen Schnitte wurden stanzfihige
Areale herausgesucht, die den Tumor mdglichst gut reprisentieren sollten. AuBer auf
die gute Fixierung des Préparates wurde darauf geachtet, dass Tumorgewebe und
nicht umgebendes Bindegewebe gestanzt wurde und die Tumoranteile nekrosefrei
waren.

Wie im Institut etabliert (36) wurden mit einem Manual Tissue Puncher/Arrayer der
Firma Beecher Instruments, Silver Spring, Maryland, USA, pro Fall jeweils fiinf

Stanzen aus dem in Paraffin eingebetteten Lymphomgewebe entnommen und direkt



in einen Paraffin-Empfangerblock eingebracht. Die Stanzen hatten einen
Durchmesser von 0,6 mm und wurden im Abstand von Imm angeordnet. Die

insgesamt 72 gestanzten Fille wurden auf zwei Paraffinblocke verteilt.

Von den Arrayblocken wurden mit einem herkommlichen Mikrotom 3-5um dicke
Schnittpraparate hergestellt, die auf silanisierte Objekttriger aufgezogen und fiir ca.
eine Woche im Brutschrank bei 56°C getrocknet wurden, um das Abschwimmen der

Stanzen beim anschlieBenden Féarbevorgang zu vermeiden.

2.4.  Immunhistochemische Farbungen

Fiir alle Farbungen wurde die im Institut @ibliche indirekte Immunperoxidasetechnik
mittels eines Farbeautomaten angewandt. Vor den immunhistochemischen Farbungen
wurde von jedem Block je eine HE-Fiarbung angefertigt, um eine bessere
morphologische Kontrolle dariiber zu haben, ob in den jeweiligen Stanzen
représentatives Tumormaterial erfasst worden war. Wenn dieses in mindestens einer
der 5 Stanzen der Fall war, wurden die Farbungen ausgewertet.

Verwendete Antikorper und jeweilige Verdiinnung:

CD20cy (L26): DAKO, clone: L26 1:1000
CD5: NOVOCASTRA, clone: CD5/4C7  1:40
CD10: NOVOCASTRA, clone: 56C6 1:5

BCL-6 DAKO, clone PG-B6p 1:5
CD23: NOVOCASTRA, clone: 1B12 1:10
Ki67: NOVOCASTRA, clone: MM1 1:30
BCL-2: DAKO, clone:124 1:50
p53: DAKO, clone:DO-7 1:50
p21: CALBIOCHEM, clone: EA10 1:10
Kappa: DAKO, code No. A191 1:40000
Lambda: DAKO, code No. A193 1:20000



2.5.  Verwendete Antikorper

Immunhistochemische Marker férben als Antikorper nukledre, zytoplasmatische oder
membransténdige Antigene. Diese Proteinstrukturen stellen z.B. Genprodukte dar, die
eine Zelle charakterisieren. Weitgehend homogen exprimierte Marker wie CD20,
CDS5, CD10, CD23 und BCL-2 wurden bei Vorhandensein einer Expression in den

Tumorzellen iiber der Hintergrundféarbung hinaus als positiv gewertet.

Der Antikdrper CD20 farbt ein Oberflichen-Antigen an, welches sich auf der
Membran von Zellen der B-Zell-Reihe befindet. Da es sich bei DLBCL
definitionsgemdB um entartete B- Zellen handelt, sollte CD20 bis auf wenige
Ausnahmen (plasmoblastische Lymphome) auf den Tumorzellen positiv sein.

Fir den Marker CD23 wurde sowohl die Positivitit der Tumorzellen vermerkt, als
auch die der follikuldren dendritischen Retikulumzellen (FDC), die Hinweis auf einen
follikuldren Ursprung des Tumors geben.

Sowohl nach Anzahl als auch nach Intensitit der angefirbten Zellen wurde bei dem
zytoplasmatischen Antigen BCL-2 unterschieden. Tumoren mit weniger als 50%
positiven Tumorzellen bezeichneten wir als Score 1, solche mit mehr als 50%
Tumorzellen als Score 2. Die Intensitit variierte von schwach iiber mittel bis stark
(+/++/+++). Dieses Ergebnis wurde zusammengefasst zu keiner, schwacher (1 und
2+) und starker (2++/2+++) BCL-2 Expression.

Die nukledre Reaktivitdt fiir p5S3 wurde in Zehnerschritten in Prozent angegeben,
aufgeteilt in starke bzw. schwache Intensitit der Firbung. Als positiv galten alle
Félle, in denen stark nukleér positive Zellen in iiber 25% vertreten waren.

p53 induziert die Aktivierung des Cyclin-Kinase Inhibitors p21, was normalerweise
zur Arretierung des Zellzyklus fiihrt. Ist das Genprodukt von p53 mutiert, wird es
zwar vom entsprechenden Antikérper verstirkt angefirbt, da es sich auf Grund der
verldngerten Halbwertszeit im Zellkern anhiuft, kann aber p21 nicht mehr (trans-)
aktivieren. Die Reaktivitdt flir p21 wurde unabhéngig von der Expressionsstirke in

Schritten von 10% angegeben.

-10-



Die  Expression des Keimzentrumszell-Markers BCL-6 wurde in
Zehnerprozentschritten angegeben, wobei nach Hans et al (35) eine Expression in
iiber 30% der Zellen als positiv gewertet wurde.

Die Zahl der Ki 67 positiven Zellen, die durch den Proliferationsmarker MIB1
angefirbt werden, wurde ebenfalls in Zehnprozentschritten angegeben, wobei jeweils
der Bereich der Stanzen mit der hochsten Proliferation gewéhlt wurde. Auch fiir den
Post- Keimzentrums- Marker MUMI, der den Interferon regulator factor 4 (IRF4)
erkennt, wurden Zehnerschritt-Prozentangaben gewihlt. Er férbt Plasmazellen an und
sollte im normalen Keimzentrum nahezu negativ sein.

Um eine plasmozytoide Differenzierung nachzuweisen, wurden Antikdrper gegen die
Leichtketten der Immunglobulingene bzw. -genprodukte (kappa bzw. lamda) gefirbt.
Die monotypische zytoplasmatische Positivitit fiir einen dieser beiden Marker

definierte einen Fall als sekretorisch differenziert (cIg+).

Eine immunhistochemischen Auswertung der o.g. Parameter war in 71 in TMAs
eingebrachten Féllen mdglich. Zusitzlich wurden 6 weitere Lymphome in die Studie
integriert, deren Farbungen anhand der urspriinglichen Préiparate ausgewertet worden

waren.

2.6.  Klinische Daten

Von allen Patienten wurde versucht, anhand kurzer Fragebdgen klinische Daten zu
erfahren. Dies waren das Diagnosedatum sowie der Zeitpunkt des Todes bzw. der
letzten Untersuchung. Auch das Tumorstadium, das Vorliegen einer B-Symptomatik,
die Anzahl extranodaler Tumormanifestationen und der LDH-Wert zum
Diagnosezeitpunkt wurden erfragt. Ebenfalls relevant erschienen das Therapieschema
und ein eventuelles Tumorrezidiv. Innerhalb eines Jahres gelang es, von 46 Patienten
klinische Daten zu erhalten. Von diesen Patienten waren 24 weiblichen und 22
ménnlichen Geschlechts. Die Altersverteilung bei Diagnosestellung lag zwischen 29
und 88 Jahren, wobei der Altersdurchschnitt 60,2 Jahre betrug. 25 Patienten waren
alter als 60 Jahre, 21 bis zu 60 Jahre alt.
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Anhand der durch Fragebogen ermittelten Daten der Patienten wurden die
Uberlebenszeiten der Patienten nach Kaplan und Meier (22,23) errechnet. Die
Gesamtiiberlebenszeit (Overall-Survival = OS) wurde bestimmt und zwischen
verschiedenen Diagnosegruppen verglichen. Das OS wurde vom Zeitpunkt der
Diagnosestellung bis zum Tod bzw. dem letzten Follow- up gemessen. Wie auch in
anderen Studien wurden die prognostisch wichtigen Daten zum so genannten IPI
(International Prognostic Index) zusammengefasst. Dazu gehdren nach Shipp et al.
(6) das Tumorstadium nach der Ann-Arbor Klassifikation, das Alter des Patienten
(unter bzw. {iber 60 Jahre), der LDH (Laktat-Dehydrogenase) Wert bei
Diagnosestellung, die Anzahl der extranodalen Manifestationen und der

,,Performance* Status.

2.7. Vergleichsgruppe

Zum Vergleich mit den oben genannten Daten wurden entsprechende Daten
unterschiedlicher Typen groBzelliger B-Zell Tumoren herangezogen, die auf die
gleiche Weise gestanzt und immunhistochemisch gerféirbt und ausgewertet worden
waren (36). Sie entsprachen 18 centroblastischen monomorphen und 39 polymorphen
Lymphomen sowie 7 immunoblastischen Lymphomen. Daneben wurden
Vergleichsdaten einer Gruppe von 22 FL Grad 3B+DLBCL (6 FL 3B; 16 FL
3B+DLBCL) und 11 FL 3A herangezogen. Insgesamt standen zur
immunhistochemischen Markeranalyse 64 DLBCL, 22 FL 3B+DLBCL sowie 11 FL
3A zur Verfligung.

Es konnten bei 14 centroblastisch monomorphen, bei 21 polymorphen und bei 5
immunoblastischen Lymphomen klinische Daten der Tumorpatienten zum Vergleich
herangezogen werden. Aus der Gruppe der FL 3B lagen bei 4, aus der Gruppe der FL
3B+DLBCL bei 10 Patienten klinische Daten vor. Zusitzlich zu den oben
angegebenen Entitdten wurden auch Daten eines Kollektivs von 14 Plasmoblastischen
Lymphompatienten sowie von 47 mit FL Grad 1-3 beriicksichtigt. Insgesamt standen
somit 54 DLBCL, 47 FL 1-3A sowie 14 FL 3B+DLBCL zum Vergleich der
klinischen Daten zur Verfiigung.
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3. Ergebnisse

3.1. Diagnosestellung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Diagnosen von 120 malignen Lymphomen, bei
denen die Diagnose ,,centroblastisches Lymphom, multilobulierter Subtyp* (CB
multilobuliert) gestellt worden war, re-evaluiert und das Paraffinmaterial auf
ausreichendes Material hin gepriift. In 72 Fillen wurde die Diagnose bestitigt und es

lag genligend Material fiir weitere Untersuchungen vor.

3.2. Wachstumsmuster und Zytomorphologie

In allen 72 Fillen zeigten sich Zellen mit multilobulierten Kernen, deren Zahl bei
mindestens 5-10% der Zellen lag (vgl. Definition). Zusétzlich lagen in den Tumoren
typische Centroblasten, Immunoblasten und (zumeist groBe) Centrozyten-dhnliche
Zellen vor (Abbildung 1).

Abbildung 1: Centroblastisches Lymphom vom multilobulierten Subtyp (Giemsa
x1000).
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46 Lymphome zeigten ein rein diffuses Wachstumsmuster ohne follikulire
Wachstumsabschnitte. In 26 von 72 in die Studie integrierten multilobulierten CB
waren neben diffusen auch follikuldre Anteile zwischen 5% und 80% (Median: 40%)
der Fliache auszumachen. Sie wurden im Folgenden als CB multilobuliert mit

teilweise follikularem Wachstumsmuster klassifiziert.

Von 46 rein diffus wachsenden CB multilobuliert wiesen 20 Tumoren zumindest
herdformige Sklerosierungen auf. (43,5%). Es handelte sich dabei um zellarmes

Fasergewebe, welches mindestens 5% der Fliache einnahm. Bei den teilweise

follikuldr entwickelten CB multilobuliert lag der Anteil partiell sklerosierter Tumoren
bei nur 7 von 26 (27%).

Abbildung 2: Erhaltener Randsaum reaktiven Parenchyms mit einzelnen
Sekundirfollikeln in einem Lymphknoten mit Infiltraten eines multilobulierten CB
(HE x100).
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Auffillig war, dass der Tumor in vielen Féllen nicht das gesamte Parenchym des
Lymphknotens infiltrierte, sondern dass hiufig inselartig gelegenes oder als
Randsaum sichtbar erhaltenes, reaktives Lymphknotengewebe nachweisbar war
(siche Abbildung 2). Alle 26 (100%) CB multilobuliert mit einem follikuldren
Wachstumsanteil zeigten ein solches partielles Infiltrationsmuster. Bei 7 von diesen
26 Fillen (27%) konnte der auffillige erhaltene, reaktive Randsaum beobachtet
werden. In 32 von 46 nodalen CB multilobuliert mit rein diffusem Infiltrationsmuster
war das lymphatische Parenchym komplett infiltriert (70%). In 11 (24%) Tumoren
war erhaltenes lymphatisches Parenchym nachweisbar, davon in 10 Fillen in Form
eines reaktiven Randsaums. 3 CB multilobuliert diffus konnten nicht ausgewertet
werden. Insgesamt war also der auffdllige Randsaum in 17 von 69 auswertbaren

Tumoren (25%) nachweisbar.

3.3. Vergleichsgruppe

Als Vergleichsgruppe fiir die immunhistochemischen Férbungen diente eine Serie
von 11 Follikuldren Lymphomen Grad 3A, 6 FL 3B, 16 FL 3B mit zusitzlichen
Anteilen eines DLBCL und 64 diffusen grofizelligen (nicht multilobulierten) B-Zell
Lymphomen (Tabelle 1).

3.4. Immunhistochemische Untersuchungen

In die immunhistochemischen Auswertungen gingen zusitzlich zu 46 im TMA
vorliegenden diffus wachsenden und 26 teilweise follikulir wachsenden CB
multilobuliert sechs diffus wachsende Tumoren in die Auswertung mit ein, deren
Immunhistochemie anhand von vorhandenen Schnittpriparaten ausgewertet wurde.
Bei insgesamt 72 gestanzten Tumoren wurden alle Fille ausgewertet, in denen
mindestens eine der eingebrachten fiinf Stanzen reprisentatives Tumormaterial
aufwies. In einem Fall konnte die Immunhistochemie wegen zu hoher Nekroseanteile
nicht bewertet werden. Somit gingen insgesamt 71 Tumoren im TMA und 6
Schnittpréparate von CB multilobuliert in die Auswertung ein. Dabei handelte es sich
um 51 CB multilobuliert diffus und um 26 CB multilobuliert, teilweise follikulir.
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Durch die Positivitit fir den B-Zell Marker CD20 wurden alle Fille der
Untersuchungs- und der Kontrollgruppe als Lymphome der B-Zell- Reihe verifiziert.
Nur drei der 77 CB multilobuliert exprimierten das Oberflichenprotein CD5, welches
typischerweise auf T- Zellen zu finden ist (4%). In der Vergleichsgruppe zeigten 10
der 64 DLBCL (16%) und ein FL3B+DLBCL (4,5%) eine CD5 Positivitit.

3.4.1. Expression von CD10

Der Keimzentrumszell-Marker CD10 war in insgesamt 49% der CB multilobuliert
positiv. Alle FL 3A der Vergleichsgruppe exprimierten CD10. Auffillig war der
Unterschied zwischen Immunoblastischen Lymphomen und CB polymorph (28%
bzw. 29%) und allen anderen Gruppen in der Reaktivitit fir CD10, die kaum
Immunoblasten zwischen den Tumorzellen aufweisen (CB multilobuliert: 49%, FL
3B+/- DLBCL: 55%).

Tabelle 1: CDI10 Reaktivitit in der Gruppe der CB multilobuliert und der

Vergleichsgruppe

Diagnose und Fallzahl CD10 positiv | Prozentangabe
CB multilobuliert, diffus (51) 26 51%
CB multilobuliert, follikulér + diffus (26) |12 46%
CB multilobuliert (77) 38 49%
FL 3B (6) 4 67%
FL 3B + DLBCL (16) 8 50%
FL 3B +/- DLBCL (22) 12 55%
CB monomorph (18) 9 50%
1B (7) 2 29%
CB polymorph (39) 11 28%
DLBCL (64) 22 34%
FL 3A (11) 11 100%
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3.4.2. Expression von BCL-2

Nur 18 von 77 CB multilobuliert (23%) wiesen eine hohe BCL-2 Expression auf.
Diese war definiert als Expression in >50% der Tumorzellen in mittlerer bis starker
Intensitdt. Im Gegensatz zu den 45% stark BCL-2 positiven DLBCL der
Vergleichsgruppe sind in der Gruppe der diffus wachsenden CB multilobuliert nur
18% positiv. Bei den teilweise follikuldr wachsenden CB multilobuliert korreliert die
starke Expression mit der bei FL 3B+/-DLBCL (35 bzw. 36%). Alle
Immunoblastischen Tumoren waren positiv fir BCL-2. Beziiglich der
Gesamtreaktivitdt ergibt sich jedoch kein signifikanter Unterschied in den Gruppen
(vgl. Tabelle 2).

Tabelle 2: BCL-2 Reaktivitét bei CB multilobuliert und in der Vergleichsgruppe

Diagnose und Fallzahl BCL-2 stark BCL-2 schwach | BCL-2 total
CB multilobuliert, 9 18% |26 51% 35 69%
diffus (51)

CB multilobuliert, 9 35% 9 35% 18 69%
follikuldr + diffus (26)

CB multilobuliert (77) 18 23% |35 45% |53 69%
FL 3B (6) 2 33% 2 33% |4 66%
FL 3B + DLBCL (16) 6 38% 8 50% 14 88%
FL 3B +/- DLBCL (22) 8 36% |10 45% |18 82%
CB monomorph (18) 7 39% 5 28% 12 67%
IB (7) 3 43% 4 57% 7 100%
CB polymorph (39) 19 49% 11 28% 30 77%
DLBCL (64) 29 45% |20 31% |49 77%
FL 3A (11) 4 36% |4 36% |8 73%

3.4.3. Expression von p53 und p21
6 von 26 (23%) teilweise follikuldr wachsenden und 14 von 51 (27%) rein diffus
infiltrierenden CB multilobuliert zeigten eine hohe p53 Expression. Diese war

dagegen bei nur 6 von 64 (9%) der DLBCL nachzuweisen. Am hiufigsten zeigten
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FL 3B +/- DLBCL eine Uberexpression von p53, in 8 von 22 (36%) Fillen. Das
durch p53 transaktivierte p21-Protein wurde bei 25 von 77 (32%) CB multilobuliert
als positiv gewertet, in allen anderen Gruppen wiesen 29 von 97 Tumoren (30%) eine

p21 Expression auf.

Tabelle 3: Expression von p53 und p21

Diagnose und Fallzahl P53>25% |P21+ P53+ | P53+
P21+ |P21-

CB multilobuliert, diffus (51) 14 |27% |16 |31% |7 7

CB multilobuliert, 6 23% |9 35% |3 3

follikulér + diffus (26)

CB multilobuliert (77) 20 26% |25 |32%

FL 3B (6) 2 33% |1 17% 3

FL 3B + DLBCL (16) 6 38% |9 56% |5

FL 3B +/- DLBCL (22) 8 36% |10 |45%

CB monomorph (18) 2 11% |1 6% 2

1B (7) 0 0% |1 14%

CB polymorph (39) 4 10% |13 [33% |3 1

DLBCL (64) 6 9% |15 |23%

FL 3A (11) 1 9% |4 36% 1

3.4.4. Expression von CD23

Die Expression von CD23, das einerseits auf follikuldren dendritischen
Retikulumzellen (FDC), andererseits aber auch auf Tumorzellen exprimiert werden
kann, wurde jeweils gesondert bewertet. In 16% der diffus wachsenden CB
multilobuliert waren Reste von Netzwerken der FDCs vorhanden. Unter den teilweise
follikuldr wachsenden CB multilobuliert konnten diese —anders als erwartet- nur in
31% gefunden werden, was auf die begrenzte Beurteilbarkeit von Netzwerkstrukturen
in den Stanzen und die reduzierte Reaktivitit von FDC fiir diesen Marker
zuriickgefiihrt werden kann. Unter den DLBCL lag eine FDC-Reaktivitit in 9 von 64
(14%) Féllen vor. Alle FL 3B +/- DLBCL zeigten Reste dieser Netzwerke.
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Die Tumorzellen zeigten in 14 von 77 CB multilobuliert eine CD23 Expression
(18%). In der Vergleichsgruppe der DLBCL lagen in 8% der Lymphome CD23+
Tumorzellen vor (8 von 97), bei FL 3B+/- DLBCL kein Fall. Unter den FL 3A waren
drei Fille (27%) CD23 positiv.

Tabelle 4: Reaktivitit fir CD23

Diagnose und Fallzahl CD 23 Tumorzellen |CD23 FDC

CB multilobuliert, diffus (51) 7 14% 8 16%
CB multilobuliert, 7 27% 8 31%
follikular + diffus (26)

CB multilobuliert (77) 14 18% 16 21%
FL 3B (6) 0 6 100%
FL 3B + DLBCL (16) 0 16 100%
FL 3B +/- DLBCL (22) 0 0 22 100%
CB monomorph (18) 3 17% 5 28%
IB (7) 0 1 14%
CB polymorph (39) 2 5% 3 8%
DLBCL (64) 5 8% 9 14%
FL 3A (11) 3 27% 11 100%

3.4.5. Reaktivitdt fiir MIB1 (Ki67)

Unter den CB multilobuliert lag der Proliferationsindex bei 22 von 51 (43%) diffus
und bei 7 von 26 (27%) teilweise follikuldr wachsenden Lymphomen bei mindestens
80% der Tumorzellen. Sowohl bei DLBCL wie auch bei FL 3B+/- DLBCL wiesen
64% der Tumoren diese hohe Proliferationsrate auf. Der Mittelwert der Proliferation
lag bei CB monomorph und CB polymorph bei iiber 80%. Die CB multilobuliert

erreichen einen Mittelwert zwischen 60 und 70%.
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Tabelle 5: Expression von MIBI (Ki67-Antigen)

Diagnose und Fallzahl Proliferation >80% | Durchschnitt Ki67-
positiver Zellen
CB multilobuliert, diffus (51) 22 43% 70%
CB multilobuliert, 7 27% 57%
follikulér + diffus (26)
CB multilobuliert (77) 29 38% 67%
FL 3B (6) 5 83% 7%
FL 3B + DLBCL (16) 9 56% 79%
FL 3B +/- DLBCL (22) 14 64% 78%
CB monomorph (18) 11 61% 84%
1B (7) 1 14% 61%
CB polymorph (39) 29 74% 84%
DLBCL (64) 41 64% 83%
FL 3A (11) 3 27% 67%
90+
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3.4.6. Expression von IRF4 (MUM]1)

Mit diesem Antikorper wird ein Antigen nachgewiesen, das von Zellen exprimiert
wird, welche die Reifung im Keimzentrum schon durchlaufen haben. Bei der
Auswertung wurden drei Gruppen mit einer Reaktivitidt von 0-20%, 30-50% und
>50% gebildet. Auffillig war, dass der Marker bei CB multilobuliert in geringerem
MaBe exprimiert wird als bei DLBCL und FL 3B+/-DLBCL, mit einer hohen
Expression bei 10 % der CB multilobuliert versus 41% der FL 3B+/-DLBCL und
45% der DLBCL.

Tabelle 6: Reaktivitit der Tumorzellen fiir MUM1

Diagnose und Fallzahl 0-20 % 30-50 % >50%

CB multilobuliert, 32 63% 13 25% |6 12%
diffus (51)

CB multilobuliert, 17 65% 7 27% |2 8%
follikuldr + diffus (26)

CB multilobuliert (77) 49 64% |20 26% |8 10%
FL 3B (6) 2 33% 1 17% 3 50%
FL 3B + DLBCL (16) 6 38% |4 25% 6 38%
FL 3B +/- DLBCL (22) 8 36% |5 23% |9 41%
CB monomorph (18) 8 44% 1 6% 9 50%
IB (7) 1 14% 1 14% 5 71%
CB polymorph (39) 19 49% |5 13% 15 38%
DLBCL (64) 28 4% |7 11% |29 45%

3.4.7. Plasmozytoide Differenzierung

Eine plasmozytoide (sekretorische) Differenzierung wurde angenommen, wenn in
den Tumorzellen eine zweifelsfreie monotypische zytoplasmatische Reaktivitit fiir
eine Leichtkette nachzuweisen war. Aus Tabelle 7 lisst sich entnehmen, dass unter
den CB multilobuliert eine sekretorische Differenzierung selten nachzuweisen war.
Die hdufigsten CIg+ Tumoren waren unter den CB polymorph/ IB und FL 3B+/-
DLBCL zu finden.
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Tabelle 7: Sekretorische Differenzierung

Diagnose und Fallzahl Clg + Clg -

CB multilobuliert, diffus (51) 8 16% |43 84%
CB multilobuliert, follikulér + diffus (26) 7 27% 19 73%
CB multilobuliert (77) 15 19% |62 81%
FL 3B (6) 5 83% 1 17%
FL 3B + DLBCL (16) 6 38% 10 63%
FL 3B +/- DLBCL (22) 11 50% |11 50%
CB monomorph (17) 5 30% 12 70%
1B (7) 7 100% |0

CB polymorph (37) 22 59% 15 41%
DLBCL (61) 34 56% |27 44%

3.4.8. BCL 6 Expression

Die Expression des Keimzentrumsmarkers BCL-6 wurde in Zehnprozentschritten

angegeben. In Bezug auf den Klassifikator nach Hans et al. (35) (siche 3.5.) galt ein

Lymphom als positiv, wenn >30% der Zellen eine Reaktivitit aufwiesen.

Tabelle 8: BCL-6 Expression

Diagnose und Fallzahl BCL-6 Expression >/=30%
CB multilobuliert, diffus (41) 38 93%
CB multilobuliert, follikuldr + diffus (23) 22 96%
CB multilobuliert (64) 60 94%
FL 3B (4) 4 100%
FL 3B + DLBCL (16) 13 81%
FL 3B +/- DLBCL (20) 17 85%
CB monomorph (18) 12 67%
IB (5) 3 60%
CB polymorph (38) 27 71%
DLBCL (61) 42 69%
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Auffillig ist die haufige Expression von BCL-6 in CB multilobuliert (94%) im
Gegensatz zu den iibrigen DLBCL (69% BCL-6 Positivitit).

3.5. Einteilung in Keimzentrums- und non-Keimzentrumstypen

Nach Hans et al. (35) kann die Zuordnung von DLBCL zu ,,K eimzentrumsahnlichen*
(Germinal center B-cell like - GC) oder zu ,,nicht-Keimzentrumséhnlichen® (non-
GC) DLBCL durch die immunhistochemischen Auswertung der drei Marker CD10,
BCL-6 und MUMI1 erfolgen.

Danach gelten alle Tumoren, die eine CD 10-Positivitit alleine oder in Kombination
mit einer Expression von BCL-6 zeigen als GC DLBCL. Ist ein Lymphom negativ
fiir CD 10, aber positiv fiir BCL-6, so entscheidet die MUM1 Expression. Wenn diese
nicht mit >30% nachweisbar ist, liegt ein GC DLBCL, sonst ein non-GC DLBCL vor.
Uber 75% der CB multilobuliert zeigten einen ,,Keimzentrumsahnlichen® (GC-)
DLBCL Subtyp.

Tabelle 9: Einteilung der untersuchten Fille nach GC und non-GC Typ

GC-Typ Non-GC-Typ
Diagnose und Fallzahl
CB multilobuliert, diffus (49) |37 76% 12 24%
CB multilobuliert, 18 75% 6 25%
follikuldr + diffus (24)
CB multilobuliert (73) 55 75% 18 25%
FL 3B (4) 3 75% 1 25%
FL 3B + DLBCL (16) 10 63% 6 38%
FL 3B +/- DLBCL (20) 13 65% 7 35%
CB monomorph (18) 11 61% 7 39%
IB (7) 3 43% 4 57%
CB polymorph (39) 15 38% 24 62%
DLBCL (64) 29 45% 35 55%
FL3A (11) 11 100% - i
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3.6. Klinische Daten

Klinische Daten konnten von insgesamt 46 Patienten mit CB multilobuliert erhoben
werden.

Bei Erstdiagnose wiesen 9 Patienten aus der Gruppe der CB multilobuliert (diffus)
Tumorstadium I bzw. II nach Ann-Arbor auf, 21 Tumorstadium III bzw. IV. Bei den
Patienten der Gruppe CB multilobuliert mit follikuldren Anteilen konnten 9 den
Tumorstadien I/II und 7 den Stadien III/IV zugeteilt werden.

23 Patienten wiesen keine extranodalen Tumormanifestationen auf, bei 11 wurde eine
und bei 10 Patienten 2 oder mehr extranodale Lymphommanifestationen
nachgewiesen. Bei 2 Patienten lagen hierzu keine Daten vor.

Der LDH Wert bei Diagnosestellung lag fiir 11 Patienten nicht vor. Bei 22 befand er
sich im Normbereich, bei 13 war er erhoht. 10 Patienten wiesen zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose eine Knochenmarksbeteiligung auf. Bei 33 Patienten konnte diese

ausgeschlossen werden. Fiir 3 Patienten gab es hierzu keine Angaben.
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Fine B- Symptomatik wiesen 9 Patienten bei Diagnosestellung auf, 31 waren frei von
B- Symptomen und fiir 6 Patienten wurden keine Angaben gemacht. Eine Aussage

zum Performance Status lie sich iiber die Fragebogen nicht ermitteln.

Der IPI  wurde durch  Alter, Tumorstadium, LDH-Wert sowie
Extranodalmanifestationen definiert.

8 Patienten befanden sich bei Diagnosestellung in der IPI prognostischen Gruppe 0,
10 in der Gruppe 1, 7 in der Gruppe 2, 11 in der Gruppe 3 und 2 Patienten in der
Gruppe 4. Wegen der fehlenden Angabe des LDH Wertes konnten 7 Patienten nicht
eindeutig einer Prognosegruppe zugeordnet werden. 2 Patienten wiren entweder der
Gruppe 1 oder 2, 3 Patienten der Gruppe 2 oder 3, 1 Patient der Gruppe 3 oder 4, ein
Patient wegen zusiétzlich fehlender Angabe iber eventuelle
Extranodalmanifestationen der Gruppe 2, 3 oder 4 zugewiesen worden. Ein Patient
konnte wegen fehlender Angabe iiber eventuelle Extranodalmanifestationen weder

der Gruppe 2 noch 3 zugeordnet werden.

Weiterhin verglichen wir fiir die CB multilobuliert unserer Studie die Expression von
BCL-2 mit den klinischen Daten der Tumorstadien nach IPI. Der Vergleich erfolgte
zwischen den Risikogruppen IPI 0 und 1 bzw. den Risikogruppen 2, 3 und 4. 5
Patienten mit BCL-2 high (positive Tumorzellen in >50%) waren den IPI Gruppen 0
und 1 zuzuordnen, 9 Patienten den Gruppen 2, 3 und 4. Somit besteht ein Verhiltnis
IPI 0 /1 zu IPI 2/3/4 von 0,55. Von den Patienten mit BCL-2 low positiven CB
multilobuliert wiesen 6 die geringeren IPI Risikogruppen 0 bzw. 1 auf und 11 die
héheren (2, 3 und 4). Das Verhéltnis IPI 0 /1 zu IPI 2/ 3 /4 liegt hier ebenfalls bei
0,55.

Patienten mit CB multilobuliert und einem BCL-2 negativ Status fanden sich klinisch
auffillig haufig in den low-risk Gruppen nach IPI 0 und 1. 7 Patienten konnten diesen
Risikogruppen, 5 den Gruppen nach IPI 2, 3 und 4 zugeordnet werden. Das
Verhiltnis lag somit bei 1,4. Die beiden Patienten, bei denen auf Grund
unvollstédndiger Daten eine Zuteilung zu IPI 1 bzw. 2 nicht méglich war, wurden bei

den Berechnungen nicht berticksichtigt.
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Tabelle 10. Vergleich der Uberlebensdaten der Patienten

Overall survival P (log rank) | Verlauf besser fiir:
CB multi vs IB 0,66

CB multi vs CB poly 0,04 CB multi

CB multi vs CB mono 0,29

CB multi vs FL1-3A 0,29

CB multi vs FL3B 0,94

CB multi vs FL3B+DLBCL 0,90

CB mono/multi vs CB poly/IB/PB  |0,03 CB mono/multi

CB multi vs. DLBCL nodal diffus  |0,02 CB multi

Abbildung 3: Kaplan-Meier Kurve DLBCL nodal diffus vs. CB multilobuliert
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In den Kontrollgruppen standen Daten von 54 nodalen DLBCL (monomorph=14, CB
polymorph=21, IB/PB=19), 14 FL 3B £ DLBCL und 47 FL 1-3A zur Verfiigung.

Die Analysen der Uberlebensdaten der Patienten (Zusammenfassung in Tabelle 10)
zeigten ein signifikant besseres Gesamtiiberleben der Patienten (Overall Survival =
OS) der Patienten mit CB multilobuliert im Vergleich zu den nodalen ,,non-
multilobuliert Lymphomen (CB monomorph, polymorph, IB, PB) (Abbildung 3).
Bemerkenswert ist auch das signifikant bessere Uberleben der Patienten mit ,,reifen*
CB (ohne Immunoblasten, d.h. CB multilobuliert/monomorph) vs. den ,,unreifen*
DLBCL (mit Immunoblasten, d.h. CB polymorph und IB/PB, Abbildung 4).

Keine Unterschiede zeigten die Vergleiche der Uberlebenskurven von CB

multilobuliert versus FL. 3B+DLBCL und FL1-3A.

Abbildung 4: Kaplan-Meier Kurve DLBCL mono/multi vs. CB poly/IB/PB
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4, Diskussion

4.1.  Definition der multilobulierten centroblastischen Lymphome

Multilobulierte centroblastische Lymphome (CB multilobuliert) sind eine
zytomorphologisch definierte Untergruppe grofizelliger B- Zell Lymphome (DLBCL)
vom centroblastischen Typ (CB), die durch das Vorhandensein typischer
Kemnlappungen der Centroblasten des Tumors definiert sind. Von Lennert (3) werden
diese als mittelgrole Zellen mit fiir Centroblasten typischem schmalem, gering
basophilem Zytoplasma und auf den ,ersten Blick“ sichtbaren Kernlappungen
beschrieben. Meist sind die Kerne drei- bis vierfach gelappt und die Nukleolen kaum
erkennbar. Nach Lennert sollten diese morphologisch auffilligen Zellen neben
anderen Blasten (Centroblasten, Immunoblasten) ohne Kernlappungen mindestens
20% der Tumorzellen ausmachen. In der vorliegenden Studie wurde dieses Kriterium
insofern modifiziert, als dass entsprechende Tumoren schon bei einem Gehalt von

etwa 5-10% (klar erkennbarer) multilobulierter Kerne aufgenommen wurden.

Die Erstbeschreibung gelapptkerniger maligner Lymphome erfolgte 1979 von Pinkus
et al. (37). Sie hatten solche Zellkerne in T-Zell Lymphomen nachgewiesen. In den
achtziger Jahren wurden multilobulierte Kerne dann mehrfach bei Lymphomen
gesehen, die immunologisch eindeutig der B-Zell Reihe zuzuordnen waren. Viele
Autoren waren der Meinung, dass es sich um eine nicht nur morphologisch, sondern
auch klinisch sowie immunhistochemisch von anderen DLBCL zu unterscheidende
Lymphomart handeln konnte (14,7,15).

In der vorliegenden Arbeit wurden multilobulierte CB sowohl anhand klinischer als
auch immunhistochemischer Parameter mit anderen in der Kiel-Klassifikation
urspriinglich definierten Untergruppen von DLBCL verglichen. Zusitzlich sollte eine
Zuordnung zum ,,Keimzentrums-ghnlichen Typ*“(GCB) bzw. zum ,,aktivierten B-Zell
ghnlichen Typ* (ABC) des DLBCL vorgenommen werden.
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4.2.  Morphologische Charakteristika

Insgesamt lagen in der vorliegenden Studie 72 CB multilobuliert vor, von denen 46
(64%) ein rein diffuses Wachstumsmuster aufwiesen. In 26 Tumoren (36%) zeigte
sich ein zumindest partiell follikuldres Wachstumsmuster, das nach den Kriterien der
‘WHO aufgrund des charakteristischen Nachweises einer hohen Blastenzahl einem FL
Grad 3 entsprach. Zusitzlich dazu fiel auf, dass in einem multilobulierten CB sehr
héufig eine partielle Lymphknoteninfiltration zu beobachten ist, die zum Teil als ein
subkapsuldrer, erhaltener Randsaum lymphatischen Parenchyms imponierte. Alle
multilobulierten CB mit follikuldrem Wachstumsanteil und 24% derer mit rein
diffusem Wachstumsmuster zeigten dieses partielle Infiltrationsmuster. Die
wahrscheinlichste Ursache dieses Phanomens ist wohl die Kolonisierung reaktiver
Follikel durch das Lymphom zumindest in frithen Stadien (46, 47). Im Rahmen der
Tumorprogression kommt es dann zu einer sekundidren Konfluenz der Follikel mit
diffusem Wachstum und residuellen, ausgesparten T-Zonen des lymphatischen
Parenchyms. Adam et al. (47) konnten zeigen, dass FL mit nur partieller
Lymphknoteninfiltration héufig in niedrigeren Tumorstadien (I und II nach Ann

Arbor) vorliegen.

Ebenfalls morphologisch aufféllig war eine relativ hohe Zahl von Fillen mit
Nachweis einer Sklerosierung im Bereich der Tumorinfiltrate, die ein relativ
typisches Phénomen bei follikuldren Lymphomen darstellt (1a). Sklerosierte
Lymphknotenabschnitte waren in 20 von 46 diffus wachsenden (43,5%) und 7 von 26

(27%) zum Teil follikuldr wachsenden CB multilobuliert nachzuweisen.

43. Die Gewebe-Array- (Tissue-microarray, TMA) Technik als Grundlage

immunhistochemischer Untersuchungen

Durch das Einbringen von Stanzen verschiedener Tumoren in einen Paraffinblock
wird es moglich, die Morphologie und die Anfirbbarkeit fiir verschiedene
immunhistochemische Marker zwischen den unterschiedlichen Tumoren direkt zu

vergleichen. Diese Methode ist im Vergleich zur herkdmmlichen Farbung der
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Paraffinschnitte sowohl kostengiinstiger, da weniger Verbrauchsmaterial benétigt
wird (Objekttrager, Chemikalien) als auch arbeitssparend, da viele Tumorproben
gleichzeitig beurteilt werden konnen. Selten vorkommende Tumoren, die zur
Erstdiagnose in verschiedenste Institute gelangen, werden dort auf unterschiedliche
Art und Weise in Paraffin eingebettet, geschnitten und gefdrbt. Um eine optimale
Vergleichbarkeit der Untersuchung gewéhrleisten zu konnen, ist es wichtig, dass die
Fille in der gleichen Art und Weise den immunhistochemischen Reagenzien
ausgesetzt werden. Dies ist durch die Technik der ,,Tiésue Mikroarrays“ (TMAs)
gewihrleistet. Auch geniigt es meist, die Proteinexpression in einem kleinen Areal

von Tumorzellen zu beurteilen.

Wie in der Arbeit von Zettl (36) beschrieben, erhéht sich die Wahrscheinlichkeit,
beim Stanzvorgang reprisentatives und gut beurteilbares Tumorgewebe zu treffen,
mit steigender Stanzenzahl exponentiell. Durch die vorherige optische Kontrolle
mittels HE- oder Giemsa-geférbter Schnitte kann der Erfolg noch optimiert werden.
In der vorliegenden Arbeit wurden wie bereits beschrieben (36) fiinf Stanzen von den

einzelnen Fallen entnommen.

4.4. Die Unterteilung prognostisch relevanter Untergruppen von DLBCL durch

Genexpressionsprofile und Immunhistochemie

Alizadeh et al. (2000) untersuchten das Gen-Expressionsmuster verschiedener
DLBCL (33) mittels der cDNA-Array Technik. Sie konnten zwei Formen von
DLBCL, die durch unterschiedliche Genexpressions-Profile charakterisiert sind,
unterscheiden. Der so genannte ,,Germinal center-like Typ (GC) exprimiert Gene,
die typisch fiir normale B-Zellen im Keimzentrumsstadium sind, der ,,Activated B-
Cell“-like Typ (ABC) solche, die von in-vitro aktivierten peripheren B-Zellen
exprimiert werden. In dieser ersten, wie auch in folgenden Arbeiten von Rosenwald et
al. (34) und Hans et al. (35) zeigte sich auch eine prognostische Bedeutung einer
solchen Unterscheidung: Patienten mit groBzelligen Lymphomen des GC-Typs
wiesen im Mittel eine signifikant lingere Uberlebenszeit als Patienten mit ,,non-GC*

Genexpressionsmuster auf. Rosenwald et al. (34) modifizierten die Auswahl der
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analysierten Gene und konnten so einen molekularen ,Pridiktor der
Uberlebenswahrscheinlichkeit konstruieren (34). Von iiber 5000 primir auf dem
,,Lymphochip“ vorhandenen Genen reichte eine Auswahl von nur 17 Genen fiir eine

zuverldssige genetische Risikobewertung aus.

Weitere Untersuchungen konnten zeigen, dass die durch unterschiedliche
Genexpressionprofile  charakterisierten DLBCL nicht nur unterschiedlichen
Reifungsstufen von B-Zellen entsprachen, sondern offenbar auch unterschiedliche
Transformationswege aufwiesen. Die t(14;18) Translokation, durch die das BCL2
Gen dereguliert wird, wurde nur in der GC Gruppe gefunden, wie auch
Amplifikationen von cREL in 2p, wihrend ABC-dhnliche DLBCL durch eine
konstitutive Aktivierung von NFkB sowie durch (partielle) Trisomien der

Chromosomen 3 und 18 gekennzeichnet sind.

Die Methode der cDNA-Array Technik ist allerdings sowohl teuer, wie auch
technisch anspruchsvoll und nicht iberall verfiigbar; zudem setzt sie das
Vorhandensein von Frischmaterial voraus. Daher wurde im Rahmen des
,»Lymphoma/Leukemia Molecular Profiling“ Projektes (LLMPP) auch untersucht,
inwiefern die Zuteilung von DLBCL zur GC bzw. non-GC Gruppe mittels
immunhistochemischer Marker auch am Paraffinmaterial moglich sei. Hans et al. (35)
konnten zeigen, dass eine Unterteilung von DLBCL mittels Definition eines GC- und
eines non-GC Immunphénotyps an Paraffingewebe mit Antikérpern gegen CDI10,
BCL-6 und MUMI prinzipiell moglich ist. Die Ubereinstimmung zum Expressions-
definierten Phénotyp lag in dieser Arbeit (35) bei 71% (bei GC-) und 88% (bei non-
GCQ). Allerdings blieben diese Ergebnisse nicht unwidersprochen (42).

4.5. Immunhistochemische Markeranalyse zur Einteilung in GC und non- GC
DLBCL

4.5.1.CD10

CD10 oder auch CALLA (common acute lymphoblastic leukemia antigen) ist ein

Antigen, welches von prd-B-Zellen und von (reaktiven) Keimzentrumszellen
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exprimiert wird. Die Tumorzellen der Follikuldren Lymphome Grad 1-3A sind
typischerweise CD10-positiv. Eine Expression von CD10 weist auch bei DLBCL auf
das Vorliegen eines GC- Typs hin (11). CD10 war sowohl in Genexpressionsstudien
mit dem Lymphochip wie auch immunhistochemisch konsistent in GCB-Typ
Lymphomen exprimiert (34, 35, 42). Die prognostische Bedeutung einer CD10-
Expression am Paraffinmaterial ist allerdings nicht gesichert (12,13). In der Arbeit
von Colomo et al. (42) wiesen Patienten mit CD10 positiven DLBCL aber ein
signifikant giinstigeres Tumorstadium auf, und auch Hans et al. (35) fanden bei ihren

Patienten eine bessere Uberlebenswahrscheinlichkeit bei CD10 Expression.

In der vorliegenden Studie reagierte knapp die Hilfte der multilobulierten CB mit
dem CD10-Antikorper (49%). Dieser Prozentsatz ist mit der Expression von CD10 in
FL3B+DLBCL (55%) und CB monomorph (50%) vergleichbar. Polymorphe CB und
immunoblastische Lymphome (IB) zeigten eine geringere CD10 Expression von nur
28% bzw. 29%. Unterteilt man blastére B-Zell Neoplasien (mit oder ohne partiell
follikuléres Infiltrationsmuster, also unter Einschluss der FL3B) in einen ,,reiferen‘
(FL3B, monomorphe CB) und einen ,,unreifen” (CB polymorph und IB) Typ und
korreliert die CD10-Expression zu dieser Unterteilung, so stehen CB multilobuliert
den ,,hochdifferenzierten* DLBCL deutlich niher.

4.5.2. BCL-6

BCL-6 ist ein transkriptioneller Regulator bzw. Repressor und wird normalerweise in
Keimzentrumszellen exprimiert (35). Es gilt daher ebenfalls wie CD10 als
Keimzentrumsmarker (34, 17). In dem Algorithmus von Hans et al. (35) definiert
BCL-6 bei Negativitit von CD 10 und des Post-Keimzentrumsmarker MUM1 (siehe
4.5.3.) ebenfalls einen GCB-Typ.

In der vorliegenden Arbeit wurde BCL-6 von 94% der CB multilobuliert exprimiert.
Die Reaktivitit von BCL-6 in diesen Tumoren iibertrifft damit die der FL3B+
DLBCL (85%) und liegt auch im Vergleich zur Gesamtgruppe nodaler DLBCL
(69%) deutlich héher.
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4.5.3.MUM1

MUMI1 wird normalerweise nicht in Keimzentrumszellen, sondern in post-GC Zellen,
insbesondere in Plasmazellen exprimiert (35) und gilt daher als
immunhistochemischer Marker fiir den non-GC DLBCL-Typ. In der Untersuchung
von Hans et al. (35) konnte in der univariaten Analyse gezeigt werden, dass eine
signifikante Expression von MUM1 (in mindestens 30% der Tumorzellen) mit einer

schlechteren Uberlebensrate assoziiert war (35).

In der vorliegenden Studie lag eine hohe MUM1 Expression (iiber 30% der
Tumorzellen) nur in 36% der Fille vor. Dagegen war eine MUM1-Reaktivitit von
>30% in 64% von FL3B+DLBCL und 56% in der Gruppe der diffusen nodalen
DLBCL (CB monomorph, CB polymorph und IB) nachzuweisen. Die Auswertung
der MUM1-Expression in allen CD10-negativen DLBCL lie3 bemerkenswerterweise
ebenfalls niedrigere Frequenzen in CB multilobuliert (23%) im Vergleich zu ,,nicht-

multilobulierten* DLBCL-Typen (47%) oder bei FL3BDLBCL (36%) erkennen.

4.5.4. Die Zuordnung multilobulierter CB nach dem ,,Hans*“-Klassifikator

Die oben dargestellten Daten zur Expression von CD10, BCL-6 und MUMI in CB
multilobuliert legen bereits nahe, dass es sich bei diesem Tumortyp in der Mehrzahl
der Fille eher um ein DLBCL mit Keimzentrums-spezifischen Eigenschaften handelt.
In der Arbeit von Hans und Kollegen (35) wird die Zugehorigkeit zum Keimzentrums
(GC) Typ entweder durch eine CD10-Positivitit alleine, CD10 und BCL-6 Positivitit,
bzw., bei Negativitit von CD10, durch BCL-6 Positivitit und gleichzeitige
Negativitit fiir MUM1 definiert. Folgt man diesem Algorithmus, so werden CB
multilobuliert zu etwa 75% den GC- hnlichen DLBCL zugeordnet. Eine #hnlich
hohe Pridvalenz GC-typischer immunhistochemischer Profile liegen nur noch in
FL3B+DLBCL (65%) sowie in CB vom monomorphen Subtyp vor (61%). CB
polymorph hingegen zeigen nur in 38 % der Fille ein GC-typisches
Antikorperspektrum.

Zusammenfassend legen die o.g. Ergebnisse also nahe, dass multilobulierte CB in der
Regel — in etwa 75% der Fille — ein Keimzentrumstypisches Genexpressionsmuster

aufweisen. Sie stehen damit eher den CB monomorph sowie auch den FL3b+DLBCL
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nahe, die ebenfalls hiufig GC-spezifische Merkmale aufweisen. Unterschiedliche
morphologische Eigenschaften grofzelliger B-Zell Lymphome lassen also durchaus

auch einen Riickschluss auf ein bestimmtes Genexpressionsmuster zu.

4.5.5.BCL-2

Die Expression des BCL-2 Proteins verhindert den programmierten Zelltod, die
Apoptose. Es wird daher in langlebigen, naiven (préfollikuldren) und postfollikulidren
B-Zellen exprimiert, nicht aber im reaktiven Keimzentrum. Nach der Reifung zu
Keimzentrumszellen muss die BCL-2 Expression herunterreguliert werden, da nur so
,.falsche” Mutationen durch Apoptose der Zellen korrigiert werden kénnen (16). In
normalen lymphatischen Zellen des Keimzentrums ist eine BCL-2 Reaktivitit also
nicht nachweisbar. Sie ist jedoch insbesondere in Lymphomzellen nachzuweisen, die
eine t(14;18)(q32;q21) Translokation aufweisen, da durch dieses Rearrangement das
in der Bande 18q21 gelegene BCL2 Onkogen mit dem Enhancermolekiil des
Immunglobulinschwerkettengens in Bande 14q32 gekoppelt wird (16). Dadurch wird
das Gen aktiviert. Unter den DLBCL weisen nach Knowles bzw. Anagnostopoulos et
al. (1b) bzw. Katzenberger et al. 2004 (28,31) ca. 15-20% diese Translokation auf.
Thr Nachweis ist — neben einer Reaktivitit der Tumorzellen fiir BCL-6 und CD 10 —
ein Hinweis auf einen Keimzentrumsursprung des Lymphoms (10). Ein anderer
Mechanismus, der zu einer gesteigerten BCL-2 Expression fiihrt, ist eine
Amplifikation des Gens, die nach Untersuchungen von Rao PH et al. (48) in der
,.komparativen genomischen Untersuchung” — CGH - in einem Teil von malignen
grofizelligen B-Zell Lymphomen nachgewiesen werden kann.

Es ist somit wahrscheinlich, dass in einem groBeren Teil von DLBCL eine BCL-2-
Expression vorliegt, ohne dass eine t(14;18) besteht. Rantanen et al. (16) fanden nur
bei 15% ihrer untersuchten Fille die Translokation, wéihrend jedoch 52% der DLBCL
BCL-2 in der Immunhistochemie iiberexprimierten. Multilobulierte CB zeigten in der
vorliegenden Studie nur in 18/77 Féllen (23%) eine ,,signifikante* (>50%) BCL-2
Uberexpression. Von den Tumoren der Vergleichsgruppe zeigten 8/22 FL3B+/-
DLBCL (36%) und 29/64 DLBCL (45%) eine BCL-2 Reaktivitdt in >50% der
Tumorzellen. Unter den monomorphen CB waren 7/18 (39 %) BCL-2 positiv. Auch

diese relativ geringe Assoziation zu BCL-2 passt zu einem Tumor, der dem
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(reaktiven) Keimzentrum nahe steht. Daten iiber eine Assoziation der t(14;18) zu CB
multilobuliert liegen aber in der Literatur leider nicht vor.

Die prognostische Relevanz einer BCL-2 Expression bei DLBCL wird kontrovers
diskutiert. Viele Studien weisen auf ein schlechteres Ansprechen auf die Therapie und
eine kiirzere Uberlebenszeit von Patienten mit einer BCL-2 Uberexpression hin
(16,17,26). Andere Autoren fanden jedoch keinen Unterschied beziiglich der
Gesamtiiberlebenszeit (18,43,44), dafiir aber eine Korrelation der BCL-2 Expression
mit einem kiirzeren Ereignis-freien Uberleben (definiert als die Zeit von
Diagnosestellung bis zur Tumorprogression) (43,44). Hermine et al. (27) sehen in
dem exprimierten Protein einen unabhingigen prognostischen Parameter, der bei der
Einteilung in Risikogruppen hilfreich sein kann. Hans et al. (35) konnten in ihren
Untersuchungen keinen signifikanten Unterschied beziiglich der BCL-2 Expression
zwischen der GC- und der non-GC Gruppe feststellen. Auch in der vorliegenden
Serie konnte bei multilobulierten CB kaum ein Unterschied in der gesamten BCL-2
Expression zwischen den 55 Féllen der GC-Gruppe (73%) und den 18 Fillen der non-
GCB Lymphomen (67%) nachgewiesen werden. Eine starke BCL-2 Uberexpression
liegt aber nur in einem geringen Teil der CB multilobuliert vor. Allerdings war bei
diesen Tumoren ein Zusammenhang zwischen der Expression von BCL-2 und einem
hoheren IPI-Grad erkennbar: Hier zeigte sich eine héufigere Zugehorigkeit zu den
prognostisch giinstigeren Gruppen O und 1 bei fehlender BCL-2 Expression.
Patienten, deren Lymphom eine BCL-2 Expression aufweist, sind demnach etwa
doppelt so haufig prognostisch schlechteren Gruppen zugeordnet, als Patienten mit

BCL-2 negativen Tumoren.

4.5.6. TP53

Das TP53-Gen kodiert flir ein Protein, welches die Transkription verschiedener
Zellzyklus- assoziierter Gene reguliert. Das normale (Wildtyp) p53 Protein induziert
einen Stopp des Zellzyklus durch Arretierung an der G1-S Grenze des Zellzyklus
(45), wenn bestimmte zellinterne und/oder -externe Faktoren wie z.B. eine Hypoxie
oder DNS Schéiden auftreten. TP53 koordiniert also die Zellantwort auf Stressoren
(19) und gilt daher als Tumorsuppressor- Gen. Die Funktion als G1 Checkpoint
Molekiil (45) ist abhiéngig von der Fihigkeit, die Transkription des Cyclin-
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abhingigen Kinase- (CDK-) Inhibitors p21 zu induzieren (45). Ohne diese
Aktivierung von p21 fehlt eine wichtige regulatorische Funktion des Zellzyklus.
Mutationen von TP53 werden deswegen fir die Entstehung von Tumoren
mitverantwortlich gemacht. In der Immunhistochemie spricht eine p53-
Uberexpression entweder fir eine Mutation des Gens, oder aber fiir eine
,physiologische Uberexpression auf Grund z.B. von endogenem Stress (19). Der
Grund fiir die immunhistochemische Uberexpression des Genproduktes bei Mutation
ist eine Anhdufung des Proteins im Zellkern, da das Genprodukt des verinderten
Gens nicht mehr abgebaut werden kann. Wenn das nicht mutierte TP53 (wild-typ
P53, wt p53) in einer Zelle iiberexprimiert wird, akkumuliert p21 ebenfalls. Um eine
Unterscheidung zwischen p53 mutiert und iiberexprimiert treffen zu konnen, kann
zusitzlich das ,,Downstream®- Molekiil p21 untersucht werden. Da p21 nicht von
einem mutierten Genprodukt des p53 Gens aktiviert werden kann, ist eine
Unterscheidung von immunhistochemisch p53 positiven Zellen in p53 mutiert und
p53 iiberexprimiert anhand der p21-Firbung prinzipiell moglich. Wird eine
Expression von p21 nachgewiesen, ist eine Transaktivierung des Gens offenbar
mdglich, und TP53 sollte im Wildtyp-Status vorliegen. Ist p21 hingegen negativ,
spricht dies eher flir eine Mutation des TP53 Gens (20). Die Fille allerdings, bei
denen die p53 Gen-Mutation in der Einfiihrung eines Stopp-Codons in das Gen und
damit zu einem Ableseabbruch fithrt, konnen durch die Immunhistochemie nicht
detektiert werden (21). Das Vorhandensein einer p53-Uberexpression in der
Immunhistochemie per se wird bereits von einigen Autoren fiir eine schlechtere
Prognose verantwortlich gemacht (17,18).

Koduru et al (41) zeigten, dass sowohl der Nachweis einer TP53-Mutation wie auch
der alleinige immunhistochemische Nachweis einer p53 Uberexpression einen
negativen Einfluss auf die Uberlebenszeit von Patienten mit verschiedenen Typen
maligner Lymphome hat und so eine immunhistochemisch nachweisbare p53
Expression als (negativer) prognostischer Indikator gewertet werden kann. In der
vorliegenden Studie war eine Uberexpression (>25% der Tumorzellen p53+) von p53
in 20 von 77 (26%) von CB multilobuliert nachweisbar und damit in weniger Fillen
als bei FL3B+DLBCL (36% p53+), jedoch in einem deutlich hdheren Prozentsatz als
in rein diffus wachsenden nodalen DLBCL (9%).
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Maestro et al. (45) verglichen p53 und p21 Expression in NHL mit der Expression
des Ki67 Antigens und fanden eine Co- Akkumulation dieser Marker. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass im Falle eines mutierten TP53 Gens der p53 induzierte
und p21 abhéngige Zellarrest in NHL Tumorzellen nicht mehr greift und die entartete
Zelle daher einen hohen Proliferationsindex zeigt.

Oka et al. (40) fanden 1998 in einem Vergleich p53 exprimierender NHL mit der
PCR Untersuchung eben jener Lymphome heraus, dass die immunhistochemische
Reaktion in den meisten Fillen einer Uberexpression als einer strukturellen
Schédigung im Sinne einer Mutation zuzuschreiben ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde p53 Positivitdt bei den CB multilobuliert und den
FL3b+/- DLBCL viel héaufiger gefunden als in mono- und polymorphen CB und IB
Lymphomen sowie Keimzentrumslymphomen. (CB multilobuliert: 26%, FL3b+/-
DLBCL: 36%, DLBCL: 9%, KZL: 9%). Ki67 Aktivitit in iiber 80% der Tumorzellen
war allerdings bei den CB multilobulierten Lymphomen weniger héufig
nachzuweisen (38% gegeniiber 64% bei FL3b+/-DLBCL und 64% bei DLBCL).

Der haufige Nachweis von p53 Positivitit aber geringere Proliferationsraten bei CB
multilobuliert konnte dafiir sprechen, dass p53 bei diesen Tumoren héufiger
iiberexprimiert wird als dass eine Mutation vorliegt. Leider war auf Grund zu
geringer Zahlenwerte fiir p53+/p21+ bzw. p53+/p21- in dieser Arbeit eine
Immunhistochemische Zuordnung zu ,,p53 Uberexprimiert“ bzw. ,,p53 Mutiert*
nicht aussagekriftig.

4.5.7.Ki67/MIB-1

Der monoklonale Antikérper MIB1 férbt ein proliferationsassoziiertes Antigen (Ki67)
an, welches in allen Phasen des Zellzyklus auler GO exprimiert wird (39). Miller et
al. (29) beschrieben, dass die Gesamtiiberlebenszeit (OS) von Patienten mit
mintermediate* und ,high grade Lymphomen signifikant reduziert ist, wenn ein
hoher Ki67-Index vorliegt. Diese Beobachtung steht insbesondere mit den
Ergebnissen des LLMPP (34) in Einklang. In dieser Studie konnte ein negativer
Einfluss der erhdhten Expression der ,Proliferationssignatur auf die Prognose

beobachtet werden. Llanos et al. (30) fanden einen Zusammenhang zwischen einem
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hohen Proliferationsindex und einer hdufigeren extranodalen Manifestation der
Lymphome. Zettl et al. (36) fanden in einem Vergleich reguldr immunhistochemisch
geférbter Schnittpréparate und der dazu gehdrenden Tissue Mikroarrays (TMAs)
heraus, dass die Auswertung von Ki67 mit letzterer Methode mdglicherweise nur
bedingt aussagekréftig ist, da in den TMA der unter Umstinden relevante
Proliferations- ,,Hot-spot“, d.h. das Areal mit der hochsten Markierungsdichte in der
Ki67-Farbung, nur in 71% der verglichenen Tumoren mittels der TMA-Technik
gefunden werden konnte (36). Da DLBCL oft heterogene Proliferations*“zonen*
aufweisen, ist die Identifikation des Areals mit der hochsten Proliferationsrate (,,Hot
spot*) moglicherweise nicht immer moglich. Der ermittelte durchschnittliche Ki67-
Index am ,,Ganzschnitt“ und TMA war allerdings mit einer Ubereinstimmung von
90% durchaus vergleichbar (36). In der vorliegenden Arbeit war eine hohe Ki67 Rate
(>80% der Tumorzellen positiv) nur in 38% der Fille eines CB multilobuliert
nachweisbar. Der signifikante Unterschied zu den Kontrollfillen (64%) ist aber
moglicherweise dadurch bedingt, dass die Kontrollfille iiberwiegend als

,»-Ganzschnitt“ gefarbt wurden.

4.5.8. CD5 und CD23

In lymphoiden Zellen farbt anti-CD5 ein Oberflichen-Glycoprotein, welches
normalerweise von T Zellen exprimiert wird. CD5 positive B-Zellen machen den
Grofiteil der fetalen B-Zellen in der Milz und im Nabelschnurblut aus; sie haben
jedoch nach Yamaguchi et al. (24) unter den adulten peripheren B-Zellen nur einen
Anteil von 10-20%. In reaktivem lymphatischem Gewebe sind CD5- positive B-
Zellen in der perifollikuldren Mantelzone nachweisbar. Die genaue Funktion des CD5
Antigens auf B Zellen ist bisher unklar, es scheint jedoch eine Rolle in der priméren
Abwehr eindringender Erreger zu spielen (9).

Unter den B-Zell Neoplasien wird CD5 vor allem bei der B-CLL und im Mantelzell-
Lymphom exprimiert. Daneben ist es in ca. 5-10% der diffusen groBzelligen B- Zell
Lymphome nachweisbar und auch beim Burkitt-Lymphom wurde seine Expression
beschrieben (24). In follikuldren Lymphomen wird es normalerweise nicht
exprimiert. Yamaguchi et al. (24) publizierten, dass de-novo entstandene CDS5-

positive DLBCL eher mit ungiinstigen klinischen Parametern assoziiert sind. So
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zeigten die Patienten ihrer Studiengruppe ein hoheres Alter, einen schlechteren
Performance- Status, hohere LDH-Werte und héhere Tumorstadien im Vergleich mit
- Patienten der CD5-negativen Kontrollgruppe. Die 5-Jahres Uberlebensrate war bei
Patienten mit CD5 positiven Tumoren signifikant niedriger. In der vorliegenden
Studie exprimierten lediglich 2/51 (4%) diffus wachsende multilobulierte CB das
CD5-Antigen; ein weiteres CD5+ multilobuliertes CB zeigte ein follikuldres und
diffuses Tumorwachstum, so dass auch die Gesamtfrequenz der CD5-Reaktivitdt bei
diesen Tumoren bei 4% liegt (3/77). FL3B+DLBCL zeigten eine dhnliche CD5-
Reaktivitdt (4,5%). Unter den rein diffus wachsenden DLBCL aller anderen
morphologischen Gruppen zeigten dagegen 16% ecine Reaktivitit fiir CD5. Auch
beziiglich der Expression dieses Markers sind CB multilobuliert offenbar eher dem

Spektrum von Keimzentrums-Neoplasien zugehorig.

Follikuldre dendritische Retikulumzellen (FDC), die einen integralen Bestandteil des
Follikels darstellen (die Antigen-prasentierenden Zellen) sind neben ihrem konstanten
Vorhandensein in follikuldren Lymphomen gelegentlich in zumindest rudimentérer
Form auch bei rein diffus wachsenden Lymphomen vorhanden und durch geeignete
Antikérper nachweisbar. In dieser Studie zeigten die (ausschlieBlich diffus
wachsenden) CB multilobuliert in einer in TMAs analysierten Serie eine
vergleichbare Rate nachweisbarer FDC wie in der Kontrollgruppe (14 bzw. 16% der
Fille). FDC waren erwartungsgemél in allen FL3B nachweisbar. Der Nachweis von
FDC in CB multilobuliert mit simultan follikulirem und diffusem Wachstumsmuster
in nur 31% ist wahrscheinlich Folge der verwendeten TMA-Technik.

Nach Lennert (3) ist eine CD23 Expression in Tumorzellen von DLBCL nur in
Ausnahmefillen nachweisbar. Die vorliegende Studie ergab Hinweise auf eine hohere
Rate von CD 23 positiven CB multilobuliert im Vergleich zu der Gesamtgruppe der
DLBCL (18% versus 8%).
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4.6. Klinische Korrelationen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war es mdglich, klinische Verlaufsdaten einer
relativ  grofen Fallzahl von CB multilobuliert zusammenzutragen. Die
Beobachtungszeit der Patienten war in manchen Gruppen cher noch etwas kurz,
trotzdem fanden sich einige bemerkenswerte Korrelationen. So zeigten Patienten mit
einem CB multilobuliert im Vergleich zu einer Gruppe ,,nicht-multilobulierter diffus
wachsender DLBCL ein signifikant giinstigeres Gesamtiiberleben (Overall survival,
p<0,05). Im Vergleich zu den definierten Untergruppen lag aber ein inhomogenes
Bild vor. So konnte gegeniiber CB monomorph und FL3B+DLBCL ein Unterschied
in der Uberlebenswahrscheinlichkeit nicht gesehen werden, wohl aber gegeniiber der
Gruppe der Patienten mit polymorphen CB (p=0,04). Diese Relationen diirften aber
aller Wahrscheinlichkeit nach nicht in der Definition der morphologischen
Tumorgruppe bedingt sein, sondern in der signifikant hoheren Zahl von Tumoren mit
einem — prognostisch giinstigeren — GC-Profil unter den CB multilobuliert (im
Vergleich zu z.B. CB polymorph). Zu diesem Konzept passt auch der Befund, dass
auch die gemeinsame Gruppe der CB multilobuliert und CB monomorph (mit einer
hohen Fallzahl an GCB-Typen) ein signifikant besseres Gesamtiiberleben im
Vergleich zu (nodalen) CB polymorph und Immunoblastischen Lymphomen

aufweist.
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5. Zusammenfassung

Diffuse grof3zellige B-Zell Non-Hodgkin Lymphome (DLBCL) stellen eine
heterogene Kategorie maligner Lymphome dar. In der vorliegenden Arbeit sollte die
Frage beantwortet werden, ob sich die morphologische Variante der multilobulierten
centroblastischen Lymphome (CB multilobuliert) von anderen in der Kiel-
Klassifikation definierten morphologischen Untergruppen groBzelliger B-Zell
Lymphome hinsichtlich ihres Immunphénotyps und des klinischen Verlaufs
unterscheiden. Insbesondere ergab sich die Frage nach einem mdoglichen

Keimzentrumsursprung der Tumoren.

Insgesamt wurden 72 Fille aus dem Referenzzentrum fiir Lymphknotenpathologie
untersucht.

46 Lymphome zeigten ein rein diffuses Wachstumsmuster und 26 CB multilobuliert
wiesen ein partiell follikulires Wachstumsmuster auf. Bemerkenswert war die
Tatsache, dass in 37 Féllen ein nur partielles Infiltrationsmuster vorlag, in allen 26
follikuldr und diffus wachsenden Tumoren und in 11 von 46 diffusen CB
multilobuliert, hdufig mit einem subkapsuldren Randsaum in 17 von 69 diesbeziiglich
auswertbaren Tumoren (25%). nachweisbar.

Dieser Befund legt nahe, dass im Rahmen der Tumorausbreitung reaktive Follikel

kolonisiert werden, die in der Weiterentwicklung des Tumors konfluieren.

Die Auswertung der in der Technik der ,,Tissue Microarray” -Stanzen (TMA)
hergestellten Schnittpriparate zeigte, dass CB multilobuliert weitaus héufiger als
andere Entititen von DLBCL den (prognostisch giinstigeren) Keimzentrums-
ahnlichen (GC-like) Lymphomen zugeordnet werden kdnnen.

Klinische Daten konnten von insgesamt 46 Patienten mit CB multilobuliert erhoben
werden. Sie wurden mit einer Kontrollgruppe von 54 nodalen DLBCL, 14 FL 3B und
47 FL 1-3A korreliert. Die Analysen der Uberlebensdaten der Patienten zeigten ein
signifikant besseres Gesamtiiberleben der Patienten mit CB multilobuliert im

Vergleich zu nodalen DLBCL anderer Differenzierung. Bemerkenswert war auch das
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signifikant bessere Uberleben der Patienten mit CB ohne Immunoblasten (CB
multilobuliert/monomorph) vs. DLBCL mit Immunoblasten (CB polymorph und
IB/PB).

In der Zusammenschau der Daten legen diese Befunde nahe, dass CB multilobuliert
eine dem Keimzentrum nahe stehende Differenzierungsstufe grofzelliger B-Zell
Lymphome représentieren. Die relativ gesehen bessere Prognose dieser Tumoren
gegeniiber insbesondere den centroblastischen Lymphomen vom polymorphen
Subtyp ist offenbar in ihrer sehr haufigen Keimzentrums-dhnlichen Differenzierung
begriindet. 75% der in der vorliegenden Serie untersuchten Tumoren lieen ein
,,GCB-like* Proteinexpressionsmuster nachweisen.

Aus Genexpressionsuntersuchungen groBerer Serien von DLBCL ist die

.Keimzentrums-Signatur® in der Regel mit einer besseren Prognose assoziiert.
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