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1. Abkurzungen
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2. Einleitung und Fragestellung

2.1 Ubersicht

Das Follikulare Lymphom stellt die zweithaufigste Lymphomentitat innerhalb der
Gruppe der Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) dar. NHL machen in den USA fast 5%
aller Malignome aus und sind damit dort mittlerweile die funft-haufigste Tumorart.
Die entsprechenden Zahlen fur Westeuropa liegen etwas tiefer. Seit den 1950er
Jahren gab es jahrliche Zunahmen der Inzidenz von 3-4 %. Damit nahm die
Inzidenz der NHL in diesem Zeitraum starker zu als bei allen anderen Krebs-Arten,
mit Ausnahme des malignen Melanoms der Haut und dem Lungenkrebs bei der
Frau. Anfang der 1990er Jahre stabilisierten sich die Gesamt-Inzidenzraten flr
NHL, zwischen 1996 und 2000 fielen diese sogar leicht, als ursachlich hierfir,
zumindest teilweise, werden die zuruckgehenden Inzidenzraten fur AIDS gesehen.
Betrachtet man jedoch NHL in Populationsgruppen mit geringem AIDS-Risiko
sowie NHL-Untergruppen, welche nicht mit AIDS assoziiert sind, so setzte sich der
Anstieg der Inzidenzraten fort. Die Ursachen hierfir sind noch weitgehend
unverstanden {13,16}.

Zur Diagnostik dieser an Bedeutung zunehmenden Gruppe von Lymphomen ist in
den zurlckliegenden Jahrzehnten eine Reihe von zum Teil nicht miteinander
vergleichbaren Klassifikationssystemen erarbeitet worden {77, 27}. Die neue
WHO-Klassifikation, 2001 publiziert {36}, konnte diesen MiRstand beseitigen und
stellt die erste generell akzeptierte Klassifikation lymphatischer Neoplasien dar.
Sie bietet eine solide diagnostische Basis fur therapeutische Entscheidungen {28}.
Eines ihrer Prinzipien ist die (gleichrangige Berucksichtigung der
Merkmalsbereiche Morphologie, Immunphanotyp, Genotyp, Klinik und zellulare
Herkunft.

Gleichwohl existieren auch in diesem System Schwachen. Eine hiervon betrifft
das Grading des Follikularen Lymphoms, welches allein auf der Grundlage
zytomorphologischer Charakteristika (Blastenanzahl pro Flache) vorgenommen
wird. Es bestehen grolle Schwierigkeiten hinsichtlich  diagnostischer
Reproduzierbarkeit wie auch Unklarheiten Uber die postulierte Kklinisch-

prognostische Relevanz.



2.2 Das Follikulare Lymphom {14, 21, 36}

a) Morphologie (s. Abb.2, 3) {39}:

In der Regel follikulares Wachstum, typischerweise keine Hell-/Dunkel-Zonierung
wie in reaktiven Follikeln; bisweilen diffuse Areale, selten rein diffuses Wachstum;
Gemisch von Zentroblasten (grof3e, transformierte Zellen; runde bis ovale, z.T.
gekerbte Kerne mit 1-3 peripher gelegenen Nukleoli, z.T. multilobulierte Kerne)
und Zentrozyten (klein bis mittelgrofd mit angulierten, elongierten und eingekerbten
Kernen, kaum sichtbare Nukleoli), fir gewdhnlich mit Dominanz der Zentrozyten.
Vergleichsweise monomorphe Keimzentren, keine oder wenige Apoptosen. Immer
auch Vorkommen von FDC, Makrophagen und T-Lymphozyten in den Follikeln,
z.T. auch uncharakteristische Riesenzellen; z.T. verschmalerte oder sogar
fehlende Follikelmantel; meist keine Sternenhimmel-Makrophagen; variabler bis
hoher Sklerose-Grad bei Fallen von diffusem Wachstum (d.h. fokal follikulares
Wachtstum in < 25% der Flache), wesentlich geringer ausgepragt bei rein
follikularem Wachstumsmuster (d.h. mehr als 75% follikulare Areale).
Interfollikulare  Beteiligung  oft  kleinerer  Zentrozyten  mit  grdlerer
Kernmonomorphie, z.T. Varianten mit Differenzierung in Richtung
Marginalzonenzellen {56}, Plasmazellen (z.T. mit Paraproteinamie) oder
Siegelringzellen (mit PAS-positiven, IgM entsprechenden Zelleinschllissen).
Selten Nekrosen bis Totalnekrosen infiltrierter Lymphknoten maoglich, abhangig

von Gefalkdestruktionen durch Lymphomzellen.

b) Immunphanotyp:

Antigenprofil der Tumorzellen: CD20+, CD19+, CD22+, CD79a+, CD77+, CD10+,
besonders innerhalb der Follikel (CD10 wird in anderen kleinzelligen B-Zell-
Lymphomen nicht exprimiert); Bcl-6+; Bcl-2+ (fast 100% in Grad 1, ca. 75% in
Grad 3); bcl-2 Negativitat Uberwiegend in kutanen Follikelzentrums-Lymphomen.
Bcl-2 ist hilfreich zur Unterscheidung neoplastischer (positiv auch in vielen
anderen low-grade B-Zell Lymphomen) von reaktiven Prozessen. IgM (50%), 1gG
(50%); CD43- (95%), CD23+/-, CD5-; im Vergleich zu reaktiven Keimzentren meist
eine hochgradig verringerte proliferative Aktivitat, insbesondere in den Bcl-2+
Fallen. Oft CD10+ B-Zellen in der Interfollikularregion; reaktive Zellen: dichtes,

scharf begrenztes FDC-Maschenwerk in den neoplastischen Follikeln mit
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unterschiedlichem Differenzierungsgrad in verschiedenen Fallen von FL: z.T.
Expression von allen FDC-Markern entsprechend FDC in reaktiven Keimzentren
(CD35, CD21, CD23, XCXL13), assoziiert mit T-Zell-Reichtum, z.T. Fehlen dieses
Antigen-Profils {10}.

c) Genetik {63}:

Translokation t(14;18) (transloziert das Bcl-2-Gen in die unmittelbare
Nachbarschaft zum IgH (-Schwerketten)-Gen auf Chromosom 14 mit
Uberexprimierung von anti-apoptotischem Bcl-2) in 90% der Félle von FL, jedoch
stark populationsabhangig {5}. In einer jingeren Studie wurde gezeigt, dass nur
13% der FL Grad 3b diese Translokation aufweisen {59}. Strittig bleibt die
prognostische Signifikanz der IgH/Bcl-2-Umlagerung. Igbal et al. 2003 fanden
keine Unterschiede in der Uberlebenszeit zwischen IgH/Bcl-2 MBR-positiven und -
negativen FL-Patienten {34}. Wichtig ist der Befund, dass auch gesunde Personen
Trager der t(14;18) sein konnen {8, 73}. Klonale IgH- und IgL-Umlagerung sowie
Mutationen in den umgelagerten Ig-Genen mit ,ongoing“ (d.h. anhaltenden) -
Mutationen (intraklonale Diversitat) sind beschrieben; vielfaltige, nicht zufallige und
wiederkehrende chromosomale Abnormitaten in 100 % {87}. Hoglund et al. 2004
fanden, zusatzlich zur Translokation t(14;18), 28 wiederkehrende Aberrationen
des Karyotyps, die in mindestens 5% der Tumoren auftraten. Es zeigte sich eine
klare zeitliche Abfolge des Auftretens der Imbalancen, entsprechend einer
klonalen Evolution des Tumors {31}; Mutationen des p53-Gens und c-myc
Umlagerungen in den transformierten Fallen. Eine vergleichende Untersuchung
der Gen-Expressionsmuster von FL-Zellen und deren physiologischem
Gegenstluck, der Keimzentrums-B-Zelle, ergab eine Vielzahl von deregulierten
Genen, darunter solche, die wichtige Funktionen bei der Regulation von Zell-

Zyklus, Transkription oder Zell-Zell-Interaktionen besitzen {33}.

d) Klinik und Epidemiologie {2}:

20-30% aller NHL in Europa (40% in den USA, 5 % in Japan); Inzidenzzunahme
seit den 1950er Jahren um ca. 4% jahrlich, seit den 1990er Jahren fast stabil {13,
16}. Spateres Erwachsenenalter (Median 59 Jahre), nicht vor dem 20. Lebensjahr,

m:w wie 1:1,18, somit das einzige Lymphom mit einer (gewissen) Bevorzugung
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des weiblichen Geschlechts, ebenso scheint es das einzige Lymphom zu sein, bei
dem Rauchen ein Risikofaktor (bis Faktor 1,8) ist {50}; bestimmten Berufsbildern
scheint ein erhohtes Erkrankungsrisiko inharent zu sein, wie z.B. auch dem
Arztberuf {46}. Das FL befallt vornehmlich Lymphknoten, aber auch Milz,
Knochenmark und Haut; groRe Variabilitdt des klinischen Verlaufes; wegen
Symptomarmut (ausgenommen Lymphknoten-VergroRerungen) in ca. 65%
fortgeschrittenes Stadium (llI/IV nach Ann Arbor) zum Zeitpunkt der Diagnose; mit
konventionellen therapeutischen Regimen nicht kurabel, neue
Therapiemodalitaten wie z.B. die Stammzell-Transplantation {41}, Antikorper-
Therapie {30}, Vakzinierung oder die Proteasom-Inhibierung sind derzeit in
klinischer Erprobung {1}. 5-Jahresuberlebensrate 75%; die besten unabhangigen
prognostischen Faktoren sind Patientenalter und HOhe der Serum-LDH,
Parameter, die im International Prognostic Index {62} enthalten sind. Mehr als
50% diffuses Wachstum verschlechtert die Prognose signifikant {26}. CD10 und
Bcl-6 sind prognostisch bedeutsam {6}. Transformation in ein Diffuses
Grolzelliges B-Zell-Lymphom in 30%-40% der Falle.

e) Varianten:
Diffuses Follikel Zentrums Lymphom
Grad 1 : 0-5 Zentroblasten/hpf
Grad 2 : 6-15 Zentroblasten/hpf
Kutanes Follikel Zentrums Lymphom: oft bcl-2 negativ, oft an Kopf oder

Stamm auftretend mit der Neigung, lokalisiert zu bleiben.

f) Ausgangszelle:

Keimzentrums-B-Zelle (FCC = follicle centre cell) {15}

g) Differentialdiagnosen :
- Follikulare lymphoide Hyperplasie (Abb.1): Hier finden sich in groRer Zahl
polyklonale Plasmazellen als Bestandteil des Gemisches inflammatorischer
Zellen sowie eine sinusoidale B-Zell Reaktion, eine kleinere Anzahl
Zentrozyten, mehr Mitosen und das Vorhandensein von starry-sky
Makrophagen innerhalb  der Follikel, welche eine  zonale

Kompartimentierung und eine fehlende Ausbreitung Uber die Kapsel hinaus
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aufweisen, wie es besonders in Fallen von Grad 1/2 des FL vorkommt.
Immunhistochemischer Nachweis einer Leichtketten-Restriktion und Bcl-2-
Positivitat beim FL. Wichtig ist auch das Alter des Patienten, da das FL so

gut wie nie vor dem 20. Lebensjahr auftritt.

Abb. 1 Follikuldre Hyperplasie Abb. 2 Follikuldres Lymphom

Im Unterschied zur Follikuldren Hyperplasie Fehlen einer Hell-/Dunkel-
Zonierung der Keimzentren, nur schmale oder fehlende Follikelméntel und
keine Sternhimmel-Makrophagen beim Follikuldren Lymphom (Abb.1 aus
{20}, Abb.2 aus {21}, S.53.)

- Vollstandig diffus wachsende FL sind eine wirkliche Raritat und kénnen
leicht mit Immunozytomen/ lymphozytischen Lymphomen oder Mantelzell-
Lymphomen verwechselt werden

- In Fallen einer starkeren Sklerose des Follikularen Lymphoms muss an
die zu einem gewissen Grade bestehende Ahnlichkeit mit einem Hodgkin-
Lymphom vom nodular-sklerosierenden Typ gedacht werden.

- Zuletzt sollen noch die FL mit Marginalzonen-Differenzierung, wie sie in

ca. 10% der Falle auftreten, erwahnt werden. Zum Teil fallt hierbei eine
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Abgrenzung zum Marginalzonen-Lymphom sehr schwer, insbesondere da

letztere die Eigenschaft aufweisen konnen, Lymphfollikel zu kolonisieren.

2.3 Das Grading des Follikularen Lymphoms

Ein Klassifikationssystem muss vor allem zwei Anforderungen Rechnung tragen:
Es muss eine hohe diagnostische Reproduzierbarkeit aufweisen, sowie eine
gesicherte klinisch-prognostische Relevanz besitzen. Eine bezuglich beider
Kriterien befriedigende Klassifikation ist fur das follikulare Lymphom noch nicht

gefunden worden {55}.

Die Einteilung des Follikularen Lymphoms wird heute nach der Dichte der
Zentroblasten innerhalb der neoplastischen Zellpopulation vorgenommen. Dieses
exakte Auszahlen der Zentroblasten ist anderen Methoden, welche die
Graduierung anhand des lediglich geschatzten, prozentualen Anteils der grof3en
Zellen innerhalb der Follikel vornehmen, Uberlegen. Dieses letztere, mehr
subjektive Vorgehen war Grundlage der Einteilungen nach Rappaport, Lukes und
Collins und des Working Formulation-Systems, welche inzwischen verlassen
worden sind {45, 55}.

Angelehnt an die Vorschlage von Mann und Berard {44} befurwortet die WHO
folgendes Vorgehen: Die Einteilung in die Grade 1-3 wird vorgenommen, indem
man die absolute Anzahl von Zentroblasten pro Gesichtsfeld (bei 40-facher
VergroRerung bzw. 0,159 mm? Flache. Cave: Feldgrofie des verwendeten Okulars
) in reprasentativen Ausschnitten von 10 verschiedenen Follikeln auszahlt und

das Ergebnis mittelt:

Grad 1: 0-5 Blasten/high-power-field

Grad 2: 6-15 Blasten/high-power-field

Grad 3: > 15 Blasten/high-power-field
3a: Zentrozyten vorhanden

3b: dichte Zentroblasten-Rasen
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Berard hatte die Abstufung anhand der Zahl der Blasten (<5/ 6-15/ >15) willkurlich
vorgenommen, jedoch zeigten statistische Vergleiche von Uberlebenskurven, dass
diese cut-off Punkte generell valide sind {55}.

Etwa 90% der FL kdénnen den Graden 1 und 2 zugeordnet werden. Auf der
Grundlage madglicher Unterschiede in der Tumorbiologie beflrwortet die WHO
eine weitere Unterteilung des Grad 3 FL in die Grade 3a und 3b. Ein Grad 3a wird
dann diagnostiziert, wenn die Zentroblasten verteilt liegen, d.h. durch Zentrozyten

voneinander getrennt sind (dies korrespondiert mit dem low-grade cb-cc Lymphom

mit hohem Blastenanteil der Kiel-Klassifikation).

Abb.3 Follikuldres Lymphom, Grad 1, die Pfeile markieren typische Blasten.
(Giemsa-Férbung, aus {21}, S.56)

Ein Grad 3b liegt vor bei Vorhandensein von dichten, kohasiven Rasen von
Zentroblasten (dem high-grade follikular-zentroblastischen Lymphom der Kiel
Klassifikation entsprechend). Dieses weist hin auf eine beginnende
Transformation in ein Diffuses GroRRzelliges B-Zell Lymphom (DGBZL).

Bei Vorhandensein kleinflachiger Areale einer Grad 3-Morphologie bei ansonsten
vorliegendem Grad 1 oder -2 wird eine separate Diagnose mit proportionaler
Angabe der einzelnen Grade gestellt. Die Zentroblasten mussen sorgféltig von
zum Teil sehr &ahnlich aussehenden Zellen, wie etwa groRen Zentrozyten

abgegrenzt werden, was schwierig oder sogar unmoglich sein kann: Von den
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charakteristischen klein- bis mittelgrol3en Zentrozyten besteht ein kontinuierliches
morphologisches Spektrum hin zu mehr anaplastischen Zellen mit hellerem
Chromatinmuster, welche mittelgrof3en Zentroblasten sehr ahnlich sehen kdnnen.
Ebenso muss eine Differenzierung zu Follikular Dendritischen Zellen
vorgenommen werden, was mit der Darstellung langer, CD21-positiver oder
CD23-positiver zytoplasmatischer Auslaufer gelingen kann. Weiterhin muss darauf
geachtet werden, dass Histologie und Zytologie innerhalb verschiedener Follikel
stark variieren konnen. Zur Reduzierung dieser Fehlerquelle muss eine
entsprechend grole Zahl von Gewebeschnitten aus verschiedenen Lymphknoten

berucksichtigt werden.

2.4 Probleme des Gradings

Problematisch ist die oben geschilderte Durchfuhrung des Gradings allerdings
schon deshalb, weil das Auszahlen der Blasten kaum reproduzierbar ist - ein
MiRstand, dessen Bestehen allgemein anerkannt ist. Somit kann ein konsistentes
Grading kaum erreicht werden. Eine 1985 veroffentlichte Studie zur Diagnose-
Variabilitdt bei der morphologischen Subklassifizierung des FL untersuchte zwei
verschiedene Methoden in Hinblick auf deren Reproduzierbarkeit. Die erste lehnte
sich an die Subklassifikations-Systeme nach Rappaport, Lukes und Collins sowie
der Working Formulation an, die zweite basierte, in Anlehnung an die von Berard
propagierte Methode, auf der genauen Auszahlung bestimmter Zellen; beide
Methoden zeigten unbefriedigende Ergebnisse im Sinne einer schlechten ,Inter-
Observer Ubereinstimmung {47}. Verantwortlich hierfiir durfte die Schwierigkeit
einer genauen Bestimmung der ZellgroRe, wie auch der prazisen prozentualen
Anteile der unterschiedlichen Zellpopulationen sein. Innerhalb der ILSG betrug die
ointer-Observer‘ Reproduzierbarkeit fur das Differenzieren der Grade I-lll nach
REAL gerade einmal 50% (entnommen aus {21}). Eine andere Studie, das Non-
Hodgkin's Classification Project {75}, untersuchte unter anderem folgendes: Ein
Teil der Konsensus-Falle sollte am Ende noch einmal begutachtet werden,
zunachst nur auf morphologischer Basis mit geringer klinischer Information (Alter,

Lokalisation), dann mit zusatzlicher Immunhistochemie, schlie3lich unter
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Einbeziehung aller klinischen Daten (Diagnosen 1, 2 und 3 der folgenden Tabelle

1):

Konsensus-Diagnose  Diagnose 1 Diagnose 2 Diagnose 3

(%) (%) (%)
Follikular, alle Grade 93 94 94
Follikular, Grad 1 72 73 73
Follikular, Grad 2 61 61 61
Follikular, Grad 3 60 61 61

Tab.1: Ubereinstimmung mit der Konsensus Diagnose (The Non-Hodgkin's
Lymphom Classification Project 1997, {75})

Eine der Hauptschwierigkeiten ist der fehlende Konsens darliber, welche Zellen
eigentlich unter der Bezeichnung Blasten firmieren und folglich in die Zahlung mit

eingeschlossen werden sollen.

2.5 Prognostische Relevanz

Insgesamt besteht fir das Grading eine im Moment nicht sicher festzulegende
klinische und prognostische Relevanz. Martin et al. 1995 fanden, dass die
Methode nach Berard pradiktiv sowohl fiir das Gesamt-Uberleben, als auch fir
das Riickfall-freie Uberleben ist: 64 Patienten mit einem FLC hatten bezliglich des
Uberlebens schlechtere Daten als die kombinierte Gruppe aus 42 Patienten mit
FSC und FMC {45}. Chau et al. 2003 fanden jedoch weder zwischen den Graden
1 bis 3 noch zwischen dem Grad 3a und 3b Unterschiede bezuglich
Gesamtiiberlebenszeit und Rickfall-freiem Uberleben {11}. Hans et al. 2003
untersuchten 190 Falle von FL Grad 3 und fanden ebenfalls, dass eine weitere
Subklassifikation in die Grade 3a, 3b sowie einen als ,follicular large cleaved cell-
type“ bezeichneten Typ keine signifikante Diskrimination bezuglich des klinischen
Verhaltens erbrachte, dass andererseits aber ein Anteil an diffusem Areal von >
50% in allen 3 Gruppen eine deutlich schlechtere Prognose, vergleichbar der
eines DGBZL, zur Folge hatte {26}). Eine 1997 publizierte Studie zeigte ebenfalls
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keine signifikanten Unterschiede in der Uberlebenszeit (35-40% nach 10 Jahren)
bei Patienten in den Stadien 3/4 (nach Ann Arbor) bezogen auf die Grade 1-3 des
FL (bzw. low grade, FSC, low grade, FMC und intermediate grade, FLC gemal}
der Working Formulation), sogar der Verlauf der Uberlebenskurven erwies sich als
fast deckungsgleich {48}. Ahnliches ergab eine 1999 verdffentlichte Arbeit, welche
limited-stage Falle untersuchte {74}. Fruher durchgeflihrte Untersuchungen
erbrachten insgesamt widerspruchliche Ergebnisse. Wiederum mag dies eine
Frage der Definition der unterschiedlichen Grade gewesen sein. Das Airlie-House
Treffen des Clinical Advisory Comittee 1997 erbrachte den Konsens, dass die
bestehenden kleineren Unterschiede zwischen den Graden 1 und 2 keinen
verschiedenartigen therapeutischen Ansatz erforderten und klinisch die
Differenzierung dieser beiden Grade keine sehr grof3e Bedeutung habe. Trotzdem
solle die Einteilung in drei Grade beibehalten werden, um einer Verwirrung

vorzubeugen.

Die wichtigere Unterscheidung und Trennlinie scheint also diejenige zwischen den

Graden 1 und 2 auf der einen Seite und dem Grad 3 auf der anderen zu sein {28}.

Neben dem Grading scheint eine Beurteilung auf zytogenetischer Basis
prognostisch aufschlussreich zu sein: die Anzahl chromosomaler Aberrationen
konnte sich als wichtiger prognostischer Faktor erweisen {40, 59, 76, 87}.
Zunehmend wird auch die Erstellung von Gen-Expressionsprofilen eine Rolle bei
der Stratifizierung der klinischen Aggressivitat des FL spielen. Zwei neuere
Arbeiten mit dieser Zielrichtung untersuchten die Gen-Expressionsprofile sowohl
der Tumorzellen selbst {24}, als auch der umgebenden, nicht-malignen
Immunzellen {17}. Auf klinischer Basis konnten der International Prognostic Index
(IPI) und der Follicular Lymphoma International Prognostic Index (FLIPI) z.T.
erfolgreich bei Patienten mit FL angewendet werden {62, 70}. Der FLIPI
berucksichtigt die folgenden funf Faktoren fur die Risikostratifizierung: Alter, Ann
Arbor-Stadium, Hamoglobin, befallene Lymphknoten und LDH-Serumspiegel. Die
Anwendung der verschiedenen klinischen Scoring-Systeme (wie IPlI und FLIPI)

sollte vom diagnostizierten Grad des FL abhangig gemacht werden {43, 62, 65}.

Neuere Arbeiten ergaben weitere Fragen: Darf man das Follikulare Lymphom
weiterhin als distinkte Krankheitsentiat auffassen? Ott et al. 2002 untersuchten

das biologische Spektrum des FL {59} und fanden deutliche Hinweise, welche sich
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z.B. aus der Verteilung primarer und sekundarer chromosomaler Aberrationen
ergaben. Der Grad 3b stellt demnach eher eine follikulare oder partiell follikulare
Variante des Diffus GroRzelligen B-Zell Lymphoms ( DGBZL) dar, als dass er dem
FL im engeren Sinne zugerechnet werden darf. Die Negativitat fur die
Translokation t(14;18) in den meisten Fallen des Grad 3b spricht gegen das
Konzept, dass diese Tumoren transformierte Stadien eines primar niedrig-
malignen Follikelzentrums-Lymphoms darstellen.

2.6 Untersuchte Marker

2.6.1 Ki-67

Der Ki-67 Antikorper erkennt ein nukledres Antigen, welches in proliferierenden
Zellen vorkommt, in ruhenden Zellen jedoch fehlt. Er markiert solche Zellen, die
sich in der G1-, S-, G2- oder M-Phase des Zellzyklus befinden, nicht aber solche
in der GO-Phase. Das Farbeverhalten macht also eine direkte Aussage Uber den
Anteil an proliferierenden Zellen innerhalb eines Zell-Pools. Keine Ruckschlusse
erlaubt es jedoch auf die Lange des Zellzyklus und somit ergeben sich nur
indirekte Hinweise auf die Proliferationsrate bzw. den Generationszyklus von
Zellen.

Gerdes et al. 1983 berichteten Uber die Produktion des monoklonalen Antikorpers
Ki-67 aus der Maus {22}. Urspringliches Ziel war die Herstellung eines nuklearen,
fur HRS-Zellen spezifischen Antikdrpers. Gefunden wurde ein Antikorper, welcher
proliferierende Zellen markiert. Eine Ki-67 Expression lie3 sich nachweisen in
Keimzentrumszellen der Tonsille, kortikalen Thymozyten, Nebenzellen des
Magens, undifferenzierten Spermatogonien sowie einer Reihe von neoplastischen
menschlichen Zell-Linien.

Zuvor negative periphere Lymphozyten zeigten nach Stimulation mit
Phytohamagglutinin eine Ki-67 Positivitat. Umgekehrt ging die induzierte Reifung
von Zellen einer akuten Promyelozyten-Leukamie zu ruhenden Makrophagen mit

dem Verlust der Kern-Positivitat fur Ki-67 einher. Die Ergebnisse stimmten gut
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uberein mit Daten Uber das Proliferationsverhalten von Zellen und Geweben,
welche mittels Inkorporation radioaktiv markierter Nukleotide gewonnen wurden.
Weinberg berichtete Uber Untersuchungen an NHL, wonach Zellen mit grof3en
Nuclei, gegenlber solchen mit kleiner Kerngrolie, eine deutlich groRere Ki-67
Positivitat aufwiesen und gleichzeitig einen erheblich héheren Anteil an S+G2/M-
Phasen Aktivitat zeigten, unabhangig von der Diagnose oder dem Anteil an
grol3en Zellen innerhalb der neoplastischen Zellpopulation {79}.

Weiss et al. 1987 untersuchten die Ki-67 Expression an Non-Hodgkin Lymphomen
{80}. Sie legten die Subklassifikation der Working Formulation zugrunde, die die
NHL in 3 Malignitatsgrade einteilt. Es bildeten sich 4 Gruppen mit unterschiedlich
hoher Prolifertionsrate, das FL zeigte intermediare Proliferations-Indizes (Gruppe
2/4). Jedoch war das Spektrum der Proliferations-Indizes in den meisten
Lymphom-Entitaten sehr grof3, so dass einzelne Falle unterschiedlicher Entitaten
die gleichen Werte aufwiesen. Innerhalb des FL gab es keine Abstufungen der
Proliferationsrate zwischen den verschiedenen Graden (,predominantly small-
cleaved®, ,mixed small cleaved, ,large cell“ sowie ,predominantly large cell®).
Martin und Mitarbeiter 1995 fanden hingegen, dass der Proliferationsindex mit der
histologischen Einteilung des FL korreliert {45}. Gleichwohl zeigte sich auch hier
die grole Streubreite des Ki-67 positiven Zellanteils: 8,6-59,5% fur die
zusammengefasste Gruppe der FSC+ FM, 10,2-62,3% fur den Grad FLC (nach
Berard).

Feller und Diebold 2004 {21} fUhrten aus, dass das beobachtete Spektrum Ki-67
positiver Zellen innerhalb des FL von 10 bis 80% reicht (mittlerer Wert ca. 35%).
Dieser Wert steigt, ganz allgemein gesprochen, mit dem Grad an (siehe hierzu
auch {23}), wobei dies nicht fur jeden Fall zutrifft. So koénnen Falle mit
anaplastischen Zentrozyten, welche formal dem Grad 1 oder 2 zugeordnet werden
mussen, Werte bis 80 % erreichen. Als StorgrofRe bei der Bestimmung der Ki-67
Positivitat spielen zudem residuelle reaktive Keimzentren, Keimzentrumsreste und

infiltrierte interfollikulare Regionen eine Rolle.

17



2.6.2 HSP-90

Funktion und Induktion

Die zellulare, molekulare Antwort auf einen Hitzeschock wurde erstmalig fur
Speicheldrisen von Drosophila beschrieben. Sie bestand zytomorphologisch in
einer Anderung des Puffing-Musters der Chromosomen sowie in der de novo

Synthese bestimmter Proteine {66}.

Die Hitzeschock-Proteine werden, abhangig von Molekulargewicht und dem Grad
an Homologie in drei Gruppen eingeteilt. Die erste enthalt relativ kleine Proteine
mit Gewichten von 15-30 kD. Die am hochsten konservierte zweite Gruppe hat
Molekulargewichte um 70 kD. In der dritten Klasse (80-90 kD), als HSP90-Familie
bezeichnet, finden sich beim Menschen distinkte Isoformen, die als HSP90-a
(induzierbare, Major Form), HSP90-B (konstitutive, Minor Form) sowie HSP90ON
bezeichnet werden. Homologe des HSP-90 finden sich auch im ER (Grp94) und in
der mitochondrialen Matrix (TRAP1) {71}.

HSP-90 (heat shock protein) ist ein essentielles molekulares Chaperon, welches
im eukaryontischen Zytosol selbst ,ungestresster” Zellen in grolRer Menge (ca.1-
2% des Proteoms) vorkommt. Es tragt zu einer Vielzahl zellularer Prozesse wie
Signal-Transduktion, Protein-Faltung und -Degradation sowie morpholgischer
Evolution bei. Dabei bestehen jedoch bestimmte funktionelle Differenzen zwischen
den beiden Haupt-lsoformen HSP90-a und -B. Dem HSP90-f kommt z.B. eine
Bedeutung bei der Entwicklung einer Multidrug Resistance wie auch bei der

Stabilisierung des Zytoskeletts zu {71}.

Ein moglicher Mechanismus der verstarkten Transkription von HSP-90 unter
zellularem Stress wurde von Zou et al. 1998 beschrieben: HSP-90 sequestriert
unter normalen Bedingungen die monomere, inaktive Form des heat shock
transcription factors 1 (HSF1). Unkorrekt gefaltete Proteine, wie sie in Stress-
Situationen auftreten, konkurrieren mit HSF1 um die Bindung an das HSP-90 und
verdrangen es. Das HSF1 kann sich nun zum aktiven Trimer zusammenfugen und
die Transkription von Proteinen der Hitzeschock-Antwort, darunter das HSP-90,
initiieren {89}.
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In vitro ist das HSP-90 in der Lage, die Aggregation denaturierter Proteine zu
hemmen, ein Befund, dessen in vivo-Relevanz gleichwohl nicht bewiesen ist.
HSP-90 ist jedoch in der Lage, in Kooperation mit anderen Chaperonen wie dem
HSP-70-System, denaturiertes Protein erneut zu falten {51}. In vivo assoziiert
HSP-90 mit Proteinen, welche bereits in hohem Grade eine Tertiarstruktur
aufweisen, und seine Rolle scheint es eher zu sein, zur Reifung und Aktivierung
spezifischer Klienten-Proteine beizutragen, als an deren de novo-Faltung beteiligt

ZU sein.

Die hochkonservierte 25 kD N-terminale Domane ist Tragerin der essentiellen
ATPase-Aktivitat des Proteins (eine weitere ATP-Bindungsstelle befindet sich in
der strukturell flexiblen Mittel-Domane des Molekils (35 kD), welche Uber ein
geladenes Verbindungsstuck mit der N-terminalen Domane verbunden ist). Die C-
terminale Domane (12 kD) vermittelt die konstitutive (Homo-) Dimerisation zweier
HSP90-Molekule. Zu einer zusatzlichen Assoziation im Bereich der N-terminalen
Domanen kommt es Uber die dortige Bindung von ATP. HSP90 arbeitet folglich
wie eine molekulare Klammer: Die Bindung von ATP bewirkt eine Dimerisation der
N-terminalen Domanen (geschlossener Zustand), dies erlaubt die Bindung eines
Klienten-Proteins. Das in der anschlieRenden Hydrolyse gebildete ADP erlaubt
das Wieder-Auseinanderweichen der N-terminalen Domanen (offener Zustand).
Eine Vielzahl von Co-Chaperonen ist an der Regulation der ATP-Hydrolyse
beteiligt und somit an der Oszillation des HSP-90 zwischen seiner offenen und
geschlossenen Konformation: Diese gesamte ,Superchaperon“-Maschinerie
bestimmt in einem dynamischen Prozess die zyklische Rekrutierung und
Wiederentfernung bestimmter Co-Chaperone und Klienten-Proteine. Die
Funktionen von HSP-90 umfassen dabei nicht nur die Faltung und
konformationelle  Stabilisierung von  Proteinen sondern auch deren
Aktivierung/Deaktivierung, z.B. durch Vermittlung der Liganden-Bindung (wie im
Falle des Steroid-Hormon Rezeptors) oder Kofaktor-Bindung (wie beispielsweise
die Bindung des Hams an eNOS), die Phosphorylierung/Dephosphorylierung (z.B.
einiger HSP-90-abhangiger Kinasen wie Raf1, c-Src oder PKB/Akt1) oder die
Bildung von Protein/Protein-Komplexen (Raf1/Ras, Cdk4/ZyklinD) {64,86}.

HSP-90 ist an der Aktivierung von Schlissel-Proteinen verschiedener Signal-

Transduktionswege und -netzwerke beteiligt. Die standig wachsende Anzahl der
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entdeckten HSP-90-Klientenproteine umfasst derzeit schon mehr als einhundert.
Bei der Regulation des Zell-Zyklus bewirkt die Ausschaltung von HSP-90 die
Beeintrachtigung multipler Stadien der mitogenen Signalkaskade, die Cyklin-
vermittelte Transition der G1- und G2-Phase sowie die Funktion des Zentrosoms
wahrend der Mitose {29}. Dem HSP90-a scheint zudem eine bedeutsame
Funktion bei der Invasivitat von Tumoren zuzukommen: Eustace et al. fanden an
Fibrosarkomzellen, dass HSP90-a auch extrazellular exprimiert wird und hier
malfgeblich an der Aktivierung der Matrix-Metalloproteinase 2 (MMP2), einem
proteolytisch aktiven Enzym, beteiligt ist {19}.

Daruberhinaus kommt dem HSP-90 eine Rolle bei der morphologischen Evolution
von Organismen und Arten zu: Eine partielle Ausschaltung der HSP-90 Aktivitat
bei Drosophila erbrachte die Ausbildung eines groRen Spektrums an vererblichen

phanotypischen Variationen {67}.

HSP-90 und Tumorigenese

HSP-90 wird in vielen Tumoren Uberexprimiert, wahrscheinlich aufgrund des
Stresses, den das Mikromilieu des Tumors induziert, und wohl auch aufgrund von
Mutationen und aberranter Expression von Onkoproteinen, welche nur
suboptimale Faltungs-Charakteristika aufweisen und somit einen erhdhten Bedarf
an Chaperonen erfordern {51}. Die Uberexpression von HSP-90-Protein oder
seiner mRNA wurde bisher in folgenden neoplastischen Zellen und Geweben
nachgewiesen: Embryonales Karzinom, Ovarialkarzinom, Akute Leukamie,
Tumoren der Lunge und der Niere, malignes Melanom, Mammakarzinom, Larynx-
Karzinom, Magenkarzinom, Pankreaskarzinom {25}, Endometriumskarzinom,
Plattenepithelkarzinom der Zunge {35} sowie in EBV-transformierten Lymphozyten
(zu Referenzangaben s. {58}, Tab.1, S.468).

Eine positive prognostische Relevanz fiir die Uberexpression von HSP-90 fand
sich beim Endometrium-Karzinom {54}.

Die Entwicklung von Medikamenten, welche gegen HSP-90 gerichtet sind, ist zu
einem bevorzugten Ziel in der Erforschung neuer antitumoraler Therapieansatze
geworden. Dies liegt in der Tatsache begrindet, dass HSP-90 fur den Erhalt

konformationeller Stabilitdt und die Funktion zahlreicher Onkoproteine essentiell
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ist, darunter Cdk4, c-Raf-1, ErbB2, mutiertes p53, c-Met, Polo-1, Akt und Bcr-abl.
Fehlt dieser stabilisierende Effekt (durch eine Inhibition des HSP-90), kommt es
zum Abbau der Klientenproteine im Proteasom. Dem HSP-90 wird daher ein anti-
apoptotischer, zytoprotektiver Wirkmechanismus zugeschrieben. Hingewiesen sei
jedoch auf eine Arbeit, welche das HSP90-a als Vermittler der Nikotin-induzierten

Apoptose bestimmter Zelllinien sieht {83}.

Naturstoffe wie die Ansamycine (z.B. Geldanamycin und sein Derivat 17-AAG),
erlangen ihre biologische Wirkung, indem sie kompetitiv die ATP-Bindungsstelle
der N-terminalen Domane des Proteins besetzen und so die Chaperon-Aktivitat
des HSP90 verhindern {82}. Kamal et al. untersuchten die beobachtete
Selektivitat, mit der HSP-90-Inhibitoren Krebszellen téten, nicht aber normales
Gewebe: Es zeigte sich, dass HSP-90 in Tumorzellen in aktivierten, Multi-
Chaperon-Komplexen vorliegt und nicht, wie in gesundem Gewebe, Uberwiegend
unkomplexiert. Die Komplexierung mit den Co-Chaperonen HSP-70, HSP-40, Hop
und p23 bedingt eine wesentlich erhdhte ATPase-Aktivitdt wie auch eine stark
gesteigerte Bindungsaffinitat des 17-AAG an das HSP-90 {37}. Die Anwendbarkeit
des 17-AAG in der Tumortherapie wird bereits in klinischen Studien untersucht
{82, 603}.

2.6.3 Cyclin A

Cyclin A und Kontrolle des Zellzyklus

Cyclin A ist ein besonders interessanter Vertreter der Cyclin-Familie. Es ist in der
Lage, zwei verschiedene Cyclin-abhangige Kinasen (CDK) zu aktivieren wobei es

sowohl in der S-Phase als auch in der Mitose funktionell bedeutsam ist {9}.

Neben dem Cyclin A2 als Gegenstand der vorliegenden Arbeit gibt es ein zweites
Cyclin A1, welches nur embryonal sowie in normalem Testis-Gewebe vorkommt
und essentiell fur die Spermiogenese ist. Es kommt jedoch regelhaft und

hochexprimiert in Zellen der akuten myeloischen Leukdmie (AML) vor, wird aber

21



auch in normalen CD34+ Vorlauferzellen gefunden {85}. Cyclin A1 und Cyclin A2
besitzen teilweise gemeinsame funktionelle Eigenschaften {53}.

Cyclin A2 liegt zum Zeitpunkt seiner héchsten Konzentration (Ubergang G2/M-
Phase) in ca. 30-fach geringerer Konzentration vor als sein Partner CDC2 (CDK1)
und ungefahr 8-fach schwacher konzentriert als sein zweiter Partner CDK2. Mit
der Prometaphase beginnt die Degradation des Cyclin A2, welche mit der
Metaphase abgeschlossen ist {84}.

Neben dem klassischen G2/M-Promotorkomplex Cyclin B-CDC2 (CDK1) (Cyclin
B ist auch das Hauptcyclin der Mitosephase) wirkt auch Cyclin A2 maligeblich an
der Initiierung des G2/M-Ubergangs mit: Anders als der Cyclin A-Spiegel, welcher
zum Ende der G2-Phase hin kumuliert, bleibt der Cyclin B-Spiegel im
Wesentlichen unverandert beim Zusteuern der Zelle auf die Mitose. Bei der Frage
nach den Hauptregulatoren der CDK1-Aktivierung, fur welche das Cyclin B also
nur begrenzt in Frage kommt, scheint dem Cyclin A eine SchlUsselrolle
zuzukommen: es befordert die Aktivierung der Cdc25-Phosphatasen. Diese
beférdern durch Dephosphorylierung von CDK1 die CDK1-Aktivierung und somit
den Ubertritt in die Mitose {49}. So bewirken zellulére Mikroinjektionen von Cyclin
A eine Stimulation des Ubertritts in die Mitose, Mikroinjektionen von Antikérpern
gegen Cyclin A hingegen einen Arrest des Zellzyklus in der G2- Phase. Jedoch ist
die Cyclin A-Funktion innerhalb der Mitose selbst unklar. Im Gegensatz zu Cyclin
B, welches die Ubiquitin-vermittelte Degradation von anderen Cyclinen triggert,

scheint Cyclin A diese zu inhibieren {84}.

Cyclin A bewirkt dariiber hinaus eine Akzeleration des Ubertritts von der G1 in die
S-Phase. In der Synthese-Phase ist es Aufgabe des Cyclin A2, die DNS-
Replikation zu regulieren, d.h. zu initiieren und gleichzeitig dafur zu sorgen, dass
nur einmal pro Zellzyklus repliziert wird und es nicht zu einer Re-Replikation
kommt. Entsprechend sind viele der bekannten Substrate des Cyclin A2
Bestandteile der DNS-Replikationsmaschinerie. Eine Mikroinjektion von anti-Cyclin

A Antikorpern bewirkt einen Stopp der S-Phasen-Progression {84}.

Die Transkription und damit die Synthese des Cyclin A2 ist eng an die Bindung
des Transkriptionsfaktors E2F an den Cyclin-Promoter geknlpft. Zuvor muss

hypophosphoryliertes pRb, welches E2F bindet und inaktiviert, durch Cyclin
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D/E/CDK Komplexe phosphoryliert werden, so dass es E2F freigibt, welches dann
die Promotor-Repression, die in der G1/G0-Phase besteht, aufhebt. Dies
geschieht ab dem Beginn der S-Phase. Es scheint einen negativen Feedback-
Mechanismus der Cyclin A2-Transkription zu geben, indem Cyclin A2/CDK2 E2F
phosphoryliert und somit als Transkriptionsfaktor inaktiviert. Diese Inaktivierung ist
fur den Austritt einer Zelle aus der S-Phase essentiell. lhre Storung kann zur
Apoptose der betroffenen Zelle fuhren. Dies gilt insbesondere fur Zellen, in denen
gleichzeitig die pRb-Aktivitat herabgesetzt ist, wie dies fur eine Vielzahl von
Tumorzellen gefunden wurde. Neben E2F scheinen noch eine Reihe weiterer
Faktoren an der Transkriptionsregulation von Cyclin A2 beteiligt zu sein. Negativ
reguliert wird Cyclin A z.B. durch Transforming Growth Factor- (TGF-8) {18} und
pS53.

Insgesamt korreliert die Cyclin A RNS- und -Protein-Expression sehr gut mit dem
Anteil an Zellen in der S- plus G2-/M-Phase des Zellzyklus {61,81}.

Cyclin A und Tumorigenese

Eine Deregulation des Zellzyklus ist einer der Hauptmechanismen der
Tumorigenese. Eine erhohte Expression von Cyclin A ist in einer Vielzahl
unterschiedlicher Tumoren gefunden worden. In den meisten Fallen dieser
Tumoren korreliert die erhdhte Expression von Cyclin A mit einem oder mehreren
der folgenden Parameter: schlechtere Prognose fir den Patienten, hdheres
Tumor-Stadium, groRere Proliferation und Aneuploidie {84}. Dies gilt, um nur
einige Beispiele anzufuhren, fir das hepatozellulare- (HCC) {88}, das kolorektale-
{57} und das Endometriumkarzinom {69}. Ebenso konnte dies bei Patienten mit
Non-Hodgkin Lymphomen gezeigt werden {81}.

Auf der anderen Seite bietet die vorhandene Literatur Hinweise auf eine
Korrelation zwischen einer Uberexpression von Cyclin A und dem Ansprechen auf
Chemotherapie bei einigen Tumorarten {84}. Kawashima et al. untersuchten das
Ansprechen verschiedener Tumor-Zelllinien auf eine Exposition gegenuber 5-
Fluorouracil (5-FU). 5-FU induzierte in den untersuchten Zelllinien eine Dosis-

abhangige Zunahme der Cyclin A Expression. Darlberhinaus korrelierten die

23



beobachteten zytotoxischen Effekte mit dem gesteigerten Expressionsmuster des
Cyclin A. Die Autoren schlussfolgerten, dass das Ausmalf an Cyclin A Expression
eine Evaluierung der Sensitivitat von Tumorzellen gegenuber 5-FU ermdglicht
{38}.

Darlberhinaus ist fur die akute myeloische Leukamie (AML) eine positive
Korrelation zwischen mRNA-Spiegeln von Cyclin A2 (das gleiche gilt fur Cyclin A1,
welches in AML Zellen hoch exprimiert vorkommt) und einer erhohten
Uberlebensrate beschrieben. Eine inverse Korrelation besteht fiir die Expression
dieser Cycline mit Parametern, welche die leukamische Zellmasse reprasentieren,
wie LDH-Spiegel und initiale Leukozytenzahl. Moglicherweise liegt diesem Befund
die Tatsache zugrunde, dass eine erhohte Cyclin A2 mRNA-Expression (mit
konsekutivem, vermehrtem Ubertritt der Zellen in die S-Phase) ebenso mit einer
erhdhten Sensitivitat von AML Zellen gegenuber Chemotherapeutika verbunden
ist. Eine Erklarungsalternative ware die Pradisposition bestimmter, Cyclin A

uberexprimierender (Tumor-) Zellen zur Apoptose {53}.

Die wichtige Frage, die sich aber stellt, ist: sind erhdhte Cyclin A-Werte ursachlich
an der Tumorigenese beteiligt oder sind sie lediglich als Folgeerscheinung der
Zell-Proliferation anzusehen? Diese Frage ist jedoch bislang nicht ohne weiteres
zu beantworten. Bei transgenen Mausen, die Cyclin A2 Uberexprimieren, konnten
im Brustdrisengewebe praneoplastische Veranderungen beobachtet werden {84}.
Darlberhinaus wurde bei transgenen Mausen, welche Cyclin A1 Uberexprimieren,
die Entwicklung einer AML beobachtet {42}. Dem gegenuber steht der Befund,
dass erniedrigte Cyclin A-Spiegel den Ubergang in Meta- und Anaphase
beschleunigen und somit eine  Tumorigenese  durch  fehlerhafte
Chromosomenverteilung begulnstigt werden kann.

Chen et al. untersuchten den Effekt einer Ubiquitin-vermittelten Degradation von
Cyclin A/Ckd 2 -Komplexen. Es fand sich eine massive Apoptose von Tumorzellen
in vitro und in vivo ohne erkennbaren toxischen Effekt auf das umgebende,

gesunde Gewebe {12}.

24



6.2.4 Jaw-1

Der Bestand an publizierten Arbeiten Uber Jaw-1 ist sehr Uberschaubar, denn
nach 1999 gibt es bislang keine Veroffentlichungen zu diesem Gen/Protein.
Arbeiten mit klinisch-prognostischer Zielrichtung existieren nicht und wenig ist uber
die genaue Funktion des Proteins bekannt.

Das Jaw-1-Gen befindet sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 12. Es ist ein
Typ-Il.  Membran-Protein, d.h. ein Protein, dessen Amino-Terminus
zytoplasmatisch und dessen Carboxy-Terminus luminal lokalisiert ist. Es lokalisiert
sich in die Membran des Endoplasmatischen Retikulums. Die Jaw-1-Expression
ist beschrankt auf lymphatische Zellen und kann hier sowohl in der B-Zell-
Population als auch in der T-Zell-Linie nachgewiesen werden. Jaw-1- mRNA
Expression ist am hochsten im Stadium der pra-T, pra-B und reifer B-Zellen.
Moglicherweise kommt Jaw-1 funktionell eine Rolle in der Differenzierung und
Wachstumskontrolle dieser Zellen zu. Eventuell ist es auch an der Bereitstellung
und Prasentation der Antigen-Rezeptoren beider Zell-Linien beteiligt {4, 68}.

Die Aminosaure-Sequenz von Jaw-1 zeigt groRe Ubereinstimmung mit MRVI 1,
einem Protein, welches spezifisch in Megakaryozyten exprimiert wird {68}.
Mostgert et al. 1998 fanden eine Uberexpression von Jaw-1 in testikuléren
Keimzell-Tumoren. In diesen Tumoren findet sich eine Uber-Reprasentation von
Sequenzen des kurzen Arms von Chromosom 12, meist durch Isochromosom-
Formation. Dieser Zuwachs an 12p-Sequenzen findet sich in allen histologischen
Typen und sogar in pra-invasiven Stadien. Innerhalb der amplifizierten 12p-Region

ist unter anderen das Gen fir Jaw-1 lokalisiert {52}.
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2.7 Fragestellung

Die Diagnostik und Graduierung des Follikularen Lymphoms ist mit groRen
Schwierigkeiten im Sinne einer schlechten Reproduzierbarkeit behaftet. Das von
der WHO vorgeschlagene und verwendete Kriterium der Blastendichte versagt
besonders in den Fallen, in denen eine exakte und sichere Zuordnung und
Aufteilung der Zellpopulation zur Gruppe der Zentrozyten bzw. der Gruppe der
Zentroblasten nicht gelingt. Von den klassischen Zentroblasten, also grofden,
transformierten Zellen mit runden bis ovalen Kernen, darin 1-3 gut sichtbaren,
peripher gelegenen Nukleoli, erstreckt sich bis hin zu den charakteristischen klein-
bis mittelgrolen Zentrozyten mit angulierten, elongierten Kernen und kaum
sichtbaren Nukleoli ein morphologisches Kontinuum. Inmitten dieses Spektrums
befinden sich z.B. die anaplastischen Zentrozyten, welche bereits ein gelichtetes
Chromatinmuster aufweisen und leicht mit mittelgrof3en Zentroblasten verwechselt
werden konnen. In diesem kontinuierlichen Spektrum eine sichere Abgrenzung
vorzunehmen fallt naturgemaly schwer und ist bis zu einem gewissen Grade
arbitrar, mit der Folge, dass es zwischen verschiedenen Gutachtern erhebliche
Differenzen in der Bewertung und Einteilung gibt.

Hinzu kommt, dass die auf diese Weise vorgenommene Einteilung des
Follikularen Lymphoms eine nur unsichere klinisch-prognostische Relevanz
besitzt.

Auch vor dem Hintergrund der grolden epidemiologischen Bedeutung des
Follikularen Lymphoms ware es wunschenswert, die geschilderten
Schwierigkeiten zu Uberwinden und verbindliche morphologische und
immunhistochemische Kriterien zu definieren, mit denen eine verlassliche
Graduierung vorgenommen und somit fur die Klinik relevante Entscheidungshilfen
generiert werden kdnnen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, neue immunhistochemische Marker flr das
Grading des Follikularen Lymphoms zu entwickeln, welche als zusatzliche und
wenn moglich validere Parameter fur eine verlassliche Graduierung des
Follikularen Lymphoms verwendet werden kdnnten um so eine objektivierbare
Grundlage fur weitreichende Therapieentscheidungen und auch fir die Prognose

des einzelnen Patienten zu schaffen.
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3. Material und Methoden

3.1 Morphologie und Immunhistochemie

Morphologische Merkmale wurden anhand von Haematoxylin und Eosin-, Periodic
Acid Schiff-, Giemsa- und Gomori-gefarbten Schnitten von Formalin-fixiertem, in
Paraffin eingebettetem Gewebe bestimmt.

Immunhistochemische Farbungen wurden nach einem standardisierten, drei-
schrittigen Immunperoxidaseprotokoll mit Diaminobenzidin als Chromogen
durchgefuhrt. Die folgenden Antikorper wurden in der Routine-Diagnostik
eingesetzt: CD20, OPD4, Bcl6, CD3, Kappa und Lambda Leichtketten, Cyclin D
und Mib/Ki-67, welche von DAKO (Danemark) bezogen wurden. CD5, CD10,
CD30, CD15, CD2, CD56, CD5, CD8 und CD4 wurden von Biocarta (Hamburg,
Deutschland) bezogen. CD23 wurde von Novocastra (Newcastle, England)
bezogen, OCT2 von Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA) und TIA1 von
Immunotech (Marseille, Frankreich).

Cyclin A-Antikdrper wurden ebenfalls von Novocastra bezogen, Antikérper gegen
Jaw-1 und HSP-90 von Santa Cruz.

3.2 Gewebearrays

Ein Teil der Falle wurde mit Hilfe von neu entwickelten Gewebe-Arrays (array,
engl. fur Anordnung, Aufstellung) untersucht. Die Prinzipien dieser Technik sind
bereits 1985 beschrieben worden. Die verwendeten Arrays entstanden unter
Modifizierung dieser Technik und in Zusammenarbeit mit der Euroimmun
Medizinische Labordiagnostica AG, Lubeck, Deutschland.

Das Herstellungsverfahren beginnt mit Aufbringen von 3-5um dicken Schnitten
von routinemalig Formalin-fixiertem, in Paraffin eingebettetem Gewebematerial
auf chemisch aktivierte Deckglaschen. Diese Gewebeschnitte werden in den
Computer eingescannt und mit einem Raster unterlegt, so dass jedes Praparat in
genau definierte, 3,25- 4mm? messende Quadrate eingeteilt werden kann (s.
Abb.4).
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Abb.4 Deckgldschen mit dem kompletten Préparat und Rasterlinien. Jedes

Quadrat kann untersucht, ausgewdhlt und separat auf den Gewebe-Array

gebracht werden.

Reprasentative Areale des Praparates werden ausgewahlt, markiert und nach

dem Zerschneiden des Deckglaschens entlang der Linien des Rasters zum

Bestlicken der Gewebe-Arrays verwendet. Hierzu werden sie an definierten

Positionen auf einem Objekttrager fixiert. Bis zu 100 dieser ca. 4mm? grol3en

Gewebeproben kdnnen auf einem Array Platz finden (s.Abb.5).
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Abb.5 H&E-geférbter Gewebe-Array mit 95 Proben.
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3.3 Immunhistochemie-Protokoll

ABC-Methode

Die in der Arbeit angewandte immunhistochemische Farbemethode ist die
sogenannte Avidin-Biotin-Complex- (ABC-) Methode, welche von Hsu et al. 1981
entwickelt wurde {32}.

Prinzip: Bindung des Primar-Antikdrpers an das entsprechende Gewebe-Antigen.
Im nachsten Schritt erfolgt die Bindung eines biotinylierten Sekundar-Antikdrpers
an den primaren Antikorper. Dann Aufbringen des vorgeformten Avidin-Biotin-
Enzym-Komplexes (als Enzym verwendet: Meerrettich-Peroxidase/horseradish
peroxidase (HRP) bzw. Alkalische Phosphatase (AP)) und dessen hochaffine
Anlagerung an das Biotin-Molekll des Sekundar-Antikoérpers. Verwendung von
3.3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) bzw. Neufuchsin als Chromogene

unter Bildung eines sichtbaren braunen bzw. roten Reaktionsproduktes.

Vorbehandlung:

Gewebeschnitt entparaffinieren (3x10 min. im Xylol-Bad), dann Rehydrieren
(100%-96%-70%-70% Ethanol fir jeweils 1 min). Anschliel3end:

HSP-90: 10 min. Proteinase K: 1 Trpf. PK (DAKO Cytomation, Code No.S 2019) in
2 ml Dilutionsmedium (DAKO Cytomation, Code No. S 2032) bei RT.

Cyclin_A: 45 min kochen im Dampfgarer (MultiGourmet, Firma Braun) mit
Zitronensaure (2g Citric Acid Monohydrate/ 1,0 | A.d., pHG).

Jaw-1 und Ki-67: 20 bzw. 15 min. im Druck-Kochtopf mit Zitronensaure (2g Citric
Acid Monohydrate/ 1,0 | A.d. ,pH 6).

Primarantikorper:

Verdinnung des Primar-Antikérpers mit ChemMate Antibody Diluent (DAKO

Cytomation S 2022) auf folgende Konzentrationen:
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Ki-67, mouse-monoclonal (Clone Mib-1, DAKO Cytomation, M7240, DK): 1:100
Cyclin A, mouse-monoclonal (Novocastra Laboratories Ldt., Klon 6E6, UK): 1:50
HSP90-a/B, goat-polyclonal (N-17, sc-1055, Santa Cruz Biotechnology, Inc., US),
Jaw-1, goat-polyclonal (E-19, sc-11688, Santa Cruz Biotechnology, Inc., US):

beide 1:150

Sekundar-Antikorper (biotinyliert):

- Bei Maus-Primar-AK (Cyclin A):
Goat-anti-Mouse 1gG Plus (Biocare Medical, Cat# GM601MM plus),
gebrauchsfertig

- Bei Ziegen-Primar-AK (HSP-90 und Jaw-1):
Mouse-anti-Goat IgG (Jackson Immuno Research Laboratories Inc., 205-065-
108), zu verdunnen mit ChemMate Antibody Diluent (DAKO Cytomation S 2022)
auf 1:50

Enzym-Chromogen:

- Blockieren der endogenen Peroxidase-Aktivitat nach dem Prinzip eines
Uberschusses an H,O, bei fehlendem Elektronendonor mit:
Peroxidazed Blocking Agent (Biocare Medical, Cat# PX968MM)

- Auftragen des Avidin-Biotin-HRP-Komplexes (DAKO, Denmark, K0355)

- Inkubieren mit chromogener Substratlésung:

DAB Chromogen (Biocare Medical, Cat# DB851-60)
DAB Substrate Buffer (Biocare Medical, Ref DS854MM)

Chromogen zu Puffermedium im Verhaltnis 1:20

Kurz-Protokoll:

1.) Primar-AK: 25 min.
2.) Sekundar-AK: 15 min.
3.) Blocken: 3 x 5 min.
4.) AB-HRP-Komplex: 15 min.
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5.) DAB: 7 min.

6.) Hamatoxylin: 1 min.

7.) AnschlieBend entwassern (aufsteigende Alkoholreihe), Xylol-Bad,
Eindeckeln.

Zwischen den einzelnen Schritten spilen mit isotoner Puffer-Lésung.

3.4 Statistik

FUr die Bestimmung der Protein-Expression mittels Immunhistochemie wurde ein
semiquantitativer Score in folgender Weise benutzt: O=keine Anfarbung,
1=schwache Anfarbung, 2=mittelgradige Anfarbung, 3=starke Anfarbung, 4=sehr
starke Anfarbung. Dieser Score integriert die beiden Parameter: Anteil angefarbter

Zellen und Intensitat der Anfarbung.

Far den statistischen Vergleich der Gruppenzusammensetzung
(Gruppen=Follikulares Lymphom Grad1-3b) wurde der nicht-parametrische Test
fur zwei unabhangige Stichproben nach Mann-Whitney angewendet. P-Werte <

0.05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
In einem zweiten Schritt wurde die Diskriminierung der WHO Klassen FL Grad1-

3b unter Benutzung eines Kombinations-Scores aus z. T. gewichteten

Einzelscores vorgenommen.
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4. Ergebnisse

Es wurden 169 B-Zell Non-Hodgkin Lymphome (NHL) untersucht (s.Tab.2).
Darunter befanden sich 43 Follikulare Lymphome (FL), davon 9 FL Grad 1, 18 FL
Grad 2, 8 FL Grad 3a sowie 8 FL Grad 3b. Weiterhin 32 Mantelzell-Lymphome
(MCL), sowie 94 Diffuse GrofRzellige B-Zell Lymphome (DGBZL), wobei 70 dem
zentroblastischen (CB) (mono-/polymorph) und 13 dem immunoblastischen (IB)
Subtyp zuzuordnen sind, 11 sind unklassifizierbar (NOS). T-Zell Lymphome
wurden nicht untersucht. Vergleichend wurde die Marker-Expression in normalem
Tonsillen-Gewebe (Tonsilla palatina), in Milz-Gewebe sowie in reaktiv veranderten

Lymphknoten (unspezifische, chronische Lymphadenitis) untersucht.

Entitat n Mib-1 ~ HSP-90 Cyclin A Jaw-1
(%) (0-4) (0-4) (0-3)
FL 1 9 21,1 1,38 1,44 1,5
FL 2 18 3389 253 2,28 2,12
FL 3a 8 3875 3,13 2,71 2,5
FL 3b 8 56,25 3,75 3125 3,0
MCL 32 32,66 1,38 1,93 0,7
CB 70 68,53 3,44 3,25 2,34
DGBZL 1B 13 64,23 3,58 3,08 2,15
NOS 11 66,36 3,64 3,55 2,55

Tab.2 Fallzahl und Ergebnisse (Mittelwert) der immunhistochemischen Farbung
mit Mib-1, HSP-90, Cyclin A und Jaw-1. FL 1-3b Follikuldres Lymphom Grad 1-3b
nach WHO. MCL Mantelzell Lymphom. DGBZL Diffuses Grol3zelliges B-Zell

Lymphom, CB centroblastic, IB immunoblastic, NOS not otherwise specified.
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Die Gewebe wurden im Hinblick auf die Intensitat der Anfarbung durch die
verwendeten 4 Antikorper sowie die Anzahl positiver Zellen untersucht. Diese
beiden Grolken flossen zu einem semiquantitativen Score zusammen. Im Falle von
HSP-90 und Cyclin A wurden 5 Intensitatsstufen (0-4) unterschieden, im Fall des
Jaw-1 wurden 4 Abstufungen (0-3) vorgenommen, um eine ausreichend grol3e
Trennscharfe zu gewahrleisten. Alle Praparate sind von zwei Untersuchern
unabhangig begutachtet worden, ein Konsens wurde an einem Multi-Observer
Mikroskop hergestellt. Alle Praparate wurden wiederholt begutachtet (3x) mit guter
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

Es wurde anhand von mit Giemsa gefarbten Schnitten ein Grading nach den
Kriterien der WHO fur die Follikularen Lymphome vorgenommen. Die
Proliferationsrate wurde anhand von Mib-1/Ki-67- gefarbten Schnitten bestimmt.
Alle Proben auf den Arrays zeigen reprasentative Ausschnitte des Tumors und
enthalten eine ausreichend grofle Anzahl von Zellen.

Die Abbildungen 6, 8, 10 und 12 zeigen Mittelwerte der Scores bzw. die
durchschnittliche Prozentzahl Mib-1-positiver Zellen fur die ausgewahlten
Lymphomentitadten. Neben den Graden 1, 2, 3a und 3b nach WHO fir das
Follikulare Lymphom wurden zwei weitere Entitdten aus der Gruppe der Non-

Hodgkin B-Zell Lymphome ausgewahlt und untersucht,

Ki-67/Mib-1
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Abb.6 Durchschnittlicher Anteil Ki-67/Mib-1 positiver Zellen (%) im Grad 1-3b des
Follikulédren Lymphoms nach WHO
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Abb.7 Boxplot-Diagramm zur Verteilung der Anteils Mib-1/Ki-67 positiver Zellen
innerhalb der Gruppen 1-4 entsprechend FL 1-3b.

um die gefundenen Ergebnisse besser einordnen zu koénnen: Das Diffuse
GroRzellige B-Zell Lymphom (DGBZL) sowie das Mantelzell-Lymphom (MCL).

Anhand der Mib-1 Farbung zeigte sich ein durchschnittlicher Proliferationsindex flr
den Grad 1 des FL nach WHO von 21,1%, fur den Grad 2 von 33,89%, fur den
Grad 3a von 38,75% und fur den Grad 3b von 56,25 % (Abb.6).

Diese Unterschiede zeigten sich jedoch als statistisch nicht signifikant (FL1 gegen
FL2, p=0,062, FL2 gegen FL3a, p=0,304, FL3a gegen FL3b, p=0,069). Die
Verteilung und Streuung der Werte zeigt Abb.7. Es zeigten sich einzelne
»JAusreisser‘ aus der Gruppe der FL Grad 1, deren Proliferationsindices hoher
lagen als bei einigen Fallen von FL Grad 3a und 3b!

Die Durchschnittswerte waren fur das MCL 32,66% und fir das DGBZL 67,66%.

Die HSP-90 Farbung brachte folgende Durchschnittswerte (Scorewerte 0-4): 1,38
fur den Grad 1; 2,53 fur den Grad 2; 3,13 fur den Grad 3a und 3,75 fiir den Grad
3b (Abb.8).
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Abb.8 Durchschnittliche Anféarbung mit HSP-90 (0-4) im Grad 1-3b des Follikuédren
Lymphoms nach WHO.
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Abb.9 Boxplot-Diagramm zur Verteilung der HSP-90-Scorewerte innerhalb der
Gruppen 1-4 entsprechend FL 1-3b.
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In allen Fallen ergab sich hier eine statistische Signifikanz: Grad 1 gegen Grad 2,
p=0,001; Grad 2 gegen Grad 3a, p=0,017; Grad 3a gegen Grad 3b, p=0,015. Das
Boxplot-Diagramm zeigt hier eine wesentlich deutlichere Spreizung als bei Mib-
1/Ki-67 (Abb.9).

Der Durchschnittswert fur das MCL betrug 1,38, mit groRer Streuung der Werte!
Das DGBZL wies einen gemittelten Wert von 3,44 auf.

Beispiele fur unterschiedliche Farbeintensitaten/Scorewerte zeigen die Abb. 14-18
des Photo-Anhangs.

HSP-90 in der Tonsille: Angefarbt wird ein Teil der Keimzentrumsblasten, bei nur

minimaler Anfarbung der Zellen der Interfollikularregion. (Abb.13 des Anhangs):

Fir das Cyclin A ergaben sich die folgenden Durchschnittswerte: 1,44 fir den
Grad 1, 2,28 fur den Grad 2, 2,71 fur den Grad 3a sowie 3,125 fur den Grad 3b
nach WHO (s. Abb.10). Abb.11 zeigt als Boxplot-Diagramm die Verteilung der
Einzelwerte. Statistisch signifikant unterschieden sich dabei die Gruppen jedoch
nicht voneinander: Grad 1 gegen Grad 2, p=0,12; Grad 2 gegen Grad 3a, p=0,168;
Grad 3a gegen Grad 3b, p=0,188. Der gefundene Durchschnittswert fur das MCL
ist 1,93; ebenfalls mit groRer Streuung der Werte.

Cyclin A
3,5
3
2,5
T 24
°
215
1
0,5 1
0
FL1 FLII FL Illa FL IIIb

Abb.10 Durchschnittliche  Anfarbung mit Cyclin A (0-4) im Grad 1-3b des
Follikuldren Lymphoms nach WHO.
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Das DGBZL kommt auf einen Wert von 3,26 im Durchschnitt.
Beispiele fur unterschiedliche Farbeintensitaten in den Graden 1-3b des FL zeigen
die Abb. 8-12 des Photoanhangs.
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Abb.11 Boxplot-Diagramm zur Verteilung der Cyclin A-Scores innerhalb der
Gruppen 1-4 entsprechend FL 1-3b.

Das Farbemuster von Cyclin A in der Tonsille zeigt Abb.7 des Anhangs.

Mit Jaw-1 (Score 0-3) unterschieden sich die einzelnen Grade 1-3b nur teilweise
statistisch signifikant: Grad 1 hatte einen Durchschnittswert von 1,5; Grad 2 2,12;
bei Grad 3a waren es 2,5 und bei Grad 3b 3,0 (Abb.12).

Es unterschied sich der Grad 1 signifikant von Grad 2 (p=0,024), ebenso wie der
Grad 3a von Grad 3b (p=0,035), nicht jedoch Grad 2 von Grad 3a (p=0,139). Die
Verteilung der Werte zeigt Abb.13.

Das MCL kam auf einen durchschnittlichen Wert von 0,7, das DGBZL auf 2,34.
Beispiele fur unterschiedliche Farbeintensitaten zeigen die Abb. 20 und 21 des

Anhangs.
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Wie bei HSP-90 zeigt die Jaw-1 Farbung von Tonsillengewebe eine weitgehende

Aussparung der Zellen der Interfollikularregion (s. Abb.19 des Photoanhangs).

Korreliert die Expression der drei Marker HSP-90, Cyclin A und Jaw-1 innerhalb
des Follikularen Lymphoms (alle Grade zusammengefasst) mit dem
Proliferationsindex, gemessen mit Mib-1/Ki-677? Zur Klarung dieser Frage wurde
eine Einteilung in drei ,Mib-1-Gruppen® vorgenommen:

1. 0-20 % Proliferationsrate (n=14), 2. >20-40 % (n=16) und 3. >40-80% (n=13).

Jaw-1

HS (0-3)

FLI FL II FL ITIa FL IIIb

Abb.12 Durchschnittliche Anfarbung mit Jaw-1 (0-3) im Grad 1-3b des Follikuldren
Lymphoms nach WHO.
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Abb. 13 Boxplot-Diagramm zur Verteilung der Jaw-1 Scores innerhalb der Gruppen
1-4 entsprechend FL 1-3b.

Flr HSP-90 ergaben sich die folgenden Werte: Mib-1-Gruppe 1: 2,0, Gruppe 2:
2,64, Gruppe 3: 3,38. Es ergibt sich nur eine teilweise statistische Signifikanz:
Gruppe 1 gegen Gruppe 2, p=0,057, Gruppe 2 gegen Gruppe 3, p=0,021. D.h. es
gibt keine statistisch signifikante Korrelation zwischen Zell-Proliferation und HSP-
90-Expression.

FUr das Cyclin A hingegen fand sich eine klare Signifikanz fur die Gruppe 1
(Durchschnittswert 1,54) gegen Gruppe 2 (Durchschnittswert 2,37), mit p=0,003,
sowie fur Gruppe 2 gegen Gruppe 3 (Durchschnittswert 3,08), p=0,005.

Jaw-1 war nur teilweise signifikant: Gruppe 1: 1,73, Gruppe 2: 2,13, Gruppe 3:
2,77. P=0,123 bzw.0,011.

Bei keinem der verwendeten Marker mit Ausnahme von Jaw-1 (p=0,019) konnte
ein statistisch signifikanter Unterschied der Scorewert-Verteilung zwischen FL
Grad 3b und DGBZL gezeigt werden: Weder bei HSP-90 noch Cyclin A noch bei
Mib-1 ergab sich eine statistisch signifikante, ungleiche Verteilung in der Gruppe
des FL Grad 3b gegenliber der zusammengefassten Gruppe der Diffusen
Groldzelligen B-Zell Lymphome (DGBZL) mit p=0,263, p=0,576 beziehungsweise
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p=0,126. Allein anhand der Expressionsstarke von HSP-90, Cyclin A und Mib-1 ist

es also nicht moglich zwischen einem FL Grad 3b und einem DGBZL zu
unterscheiden.

Diskriminierung der WHO-Grade unter Benutzung einer Kombination aus

gewichteten Einzelscores.
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GRUPPE

Abb.14 Mittelwerte des kombinierten Scores aus WHO-Grad, HSP-90 und Cyclin
A fiir die Grade 1-3b des Follikuléren Lymphoms nach WHO.

Drei Parameter gehen in diesen Score mit folgender Gewichtung ein:
1. Grad 1-3b nach WHO ( Blastenanzahl/ Flache), (1-4 Punkte, Faktor 2)
2. HSP-90 Histo-Score (0-4 Punkte, Faktor 2)
3. Cyclin A Histo-Score (0-4 Punkte, Faktor 1)
Es ergibt sich somit ein moglicher Wertebereich von 2-20. Die Mittelwerte fur die
Grade 1-3b werden aus der Abb.14 ersichtlich. Die 4 Gruppen unterschieden sich
dabei signifikant in der Zusammensetzung und Verteilung ihrer Punktwerte:
Gruppe 1/2, p<0,001, Gruppe 2/3, p=0,001, Gruppe 3/4, p=0,001 (s. Abb. 15).
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Abb.15  Boxplot-Diagramm zur Verteilung der Punktwerte des kombinierten
Scores aus WHO-Grad, HSP-90-Histo-Score und Cyclin A-Histo-Score flir das
follikuldre Lymphom Grad 1-3b nach WHO (Gruppe 1-4 der x-Achse).

Fir das Follikulare Lymphom Grad 1 nach WHO ergibt sich in den untersuchten
Fallen ein Punktebereich von 5-8, fur das Grad 2 Lymphom ein Bereich von 9-13,
Grad 3a 14-16, Grad 3b 17-20. Bei den untersuchten Fallen musste, legt man
diesen Kombinationsscore zugrunde, ein Fall auf-, ein anderer abgestuft werden:
Ein nach WHO als Grad 2 eingestuftes FL (Nr.25 des Anhangs) entspricht nach
diesem Kombinationsscore eher einem Grad 3a, da es uber dem cut-off Wert von
13 Punkten fur das FL Grad 2 liegt, ein Fall von Grad 3b Lymphom (Nr.41 des
Appendix) wurde durch den Score zu einem Grad 3a herabgestuft werden.
Dartiber hinaus gibt es aber keine Uberschneidungen der Gruppen und somit eine

scharfe Diskriminierung untereinander.
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5. Diskussion

Die Einteilung des Follikularen Lymphoms wird anhand der Blastendichte
innerhalb der neoplastischen Zellpopulation vorgenommen. Angelehnt an die
Vorschlage von Mann und Berard {44} propagiert die WHO folgendes Vorgehen:
Auszahlen der Zentroblasten in 10 reprasentativen Ausschnitten (0,159mm?) der

Gewebeprobe bei 40-facher Vergrolierung und Mittelung des Ergebnisses.

Wie in jedem Klassifikationssystem hat die vorgenommene diagnostische
Einordnung groflRe Bedeutung far Therapieentscheidung und
Prognoseabschatzung. Die Klassifikation des Follikularen Lymphoms ist jedoch
nur unsicher reproduzierbar {47, 75}. Dies liegt in der Schwierigkeit begrindet,
dass zwischen der Kategorie Zentroblast auf der einen und der Kategorie
Zentrozyt auf der anderen Seite nur schwer ein klarer Trennstrich gezogen werden
kann, da zwischen beiden ein kontinuierliches morphologisches Spektrum besteht,
da sich die Zellen kontinuierlich von Zentroblasten zu Zentrozyten differenzieren.
FUr eine einzelne Zelle ist es somit manchmal kaum maoglich, klar zwischen einem
Zentroblasten und einem anaplastischen Zentrozyten zu unterscheiden oder sogar
einem kleinen Blasten, wie sie manchmal bei der blastischen Variante des
Mantelzell-Lymphoms gefunden werden. Es gibt keinen Konsens dartber, welche
Zellen verbindlich als Blasten anzusprechen sind. DarUber hinaus ist es in der
taglichen Praxis kaum mdoglich, die Blasten definitiv auszuzahlen und das
Ergebnis mit der Grofle des Gesichtsfeldes zu korrelieren. Schliel3lich ergeben
sich auch farbebedingte Auszahlungsunterschiede zwischen HE- und Giemsa-
gefarbten Schnitten. Kritische Variablen sind weiter die Qualitat und die Dicke des
Schnittes bzw. des Materials und die Anzahl der Gesichtsfelder bzw. die
TumorgroRe. Darlber hinaus besteht eine unterschiedlich stark ausgepragte
Heterogenitat des Tumors beim gleichen Patienten. Ein Klassifikationssystem mit
einer Reproduzierbarkeit von 50% unter erfahrenen Hamatopathologen hat
sicherlich nur einen begrenzten Nutzen und Wert.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, ein Stratifizierungssystem fur das Follikulare
Lymphom zu finden, welches sich nicht allein auf die Zellmorphologie stutzt,
sondern biologische Marker heranzieht, von deren zunehmender Expression auf

das Stadium des neoplastischen Prozesses geschlossen werden kann. Ziel ist es
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also, Marker zu finden, welche mit der zu erwartenden Dynamik der Erkrankung,
d.h. zusammen mit den (morphologischen) WHO Graden 1-3b, zunehmend

starker exprimiert werden.

Der Proliferationsindex allein, gemessen mit dem Marker Ki-67/Mib-1, scheint sich
fur die Graduierung des FL nicht zu eignen. Generell steigt zwar die Anzahl Ki-
67/Mib-1 positiver Zellen mit steigendem WHO Grad an, jedoch trifft dies nicht flr
jeden einzelnen Fall zu. Fir die einzelnen WHO Grade gibt es eine grole
Streuung der Werte {23, 45, 80}. Dies ist zum Teil darin begriindet, dass bisweilen
residuelle Keimzentren innerhalb der neoplastischen Zellpopulation existieren.
Daruber hinaus zeigen Tumoren mit einer erhohten Anzahl von anaplastischen
Zentrozyten, welche nicht alle Charakteristika von Zentroblasten aufweisen und
somit formal dem Grad 1 oder 2 zugeordnet werden mussen, z.T. extrem hohe

Proliferationsindizes - bis zu 70% (-80%) - auf.

Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Zahlen stimmen mit diesen Befunden
gut Uberein. Der Proliferationsindex innerhalb des Grad 1 reichte von 5%-40%, mit
einem durchschnittlichen Wert von 21,1%. Im Grad 2 fand sich eine Spanne von
20%-70%, in einem Fall von Grad 2 fanden sich in einigen Abschnitten sogar bis
80% positiver Zellen. Der Mittelwert betrug 33,9%. Grad 3a reichte von 10%-50%,
mit einem Mittel von 38,8%, Grad 3b 20%-80%, im Mittel 56,3%. Ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen ergab sich aus dieser Verteilung
jedoch nicht. Wegen der gefundenen gro3en Werteliberschneidungen kann also
im Einzelfall nicht vom Proliferationswert auf den Grad des FL nach WHO
geschlossen werden. Ein Grading des Follikularen Lymphoms anhand von Mib-

1/Ki-67 kann also nicht vorgenommen werden.

Die Biologie und die klinische Relevanz der dargestellten Beobachtung sehr
divergenter Proliferationsindizes innerhalb der einzelnen Grade des FL sind noch

nicht verstanden und werden kontrovers diskutiert.

HSP-90 ist eine der funktionellen Hauptkomponenten in einem wichtigen
zytoplasmatischen Chaperon-Komplex und ist an einer Vielzahl zellularer
Prozesse beteiligt wie Proliferation, Differenzierung und Apoptose. Seine
Uberexpression ist in einer Vielzahl von Tumoren entdeckt worden {25, 54, 58}.

Valbuena et al. untersuchten unter Verwendung immunhistochemischer
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Methoden die HSP-90 Expression in einer Vielzahl von verschiedenen B- und T-
Zell Lymphomen. Es zeigte sich, dass in jeder der untersuchten Lymphom-
Entitaten eine Untergruppe von Tumoren HSP-90 exprimierte, im Falle des FL
(alle Grade zusammengenommen) waren dies 17 von 28 Fallen, entsprechend
71%. Die Expressionsstarke von HSP-90 (Einteilung in negativ; schwache,
mafige und starke Expression) stieg tendenziell mit steigendem Grad nach WHO
an, wobei die Ergebnisse dieser Arbeit eine statistisch signifikante Diskriminierung
anhand der Expressionsstarke von HSP-90 nur zwischen den Graden 1 und 2,
nicht jedoch zwischen den Graden 2 und 3 zuliel3en {78}. In der hier vorliegenden
Arbeit konnte der Befund bestatigt werden, dass die Expression des HSP-90 mit
ansteigendem Grad nach WHO zunimmt. Zwischen den Graden 1-3b des
Follikularen Lymphoms zeigte sich im Unterschied zur Arbeit von Valbuena et al.
{78} jedoch jeweils ein statistisch signifikanter Unterschied hinsichtlich der
Expressionsstarke. Die Korrelation mit der WHO-Stratifizierung illustrieren die
Abb. 8 und 9 (S. 35).

Erganzend sei hier noch bemerkt, dass auch in nicht neoplastischen, reaktiven
Zustanden, wie z. B. dem Pseudolymphom und der follikularen Hyperplasie, sehr
intensive Expressionsmuster gefunden werden, welche deutlich starker sind als

viele der hier untersuchten Follikularen Lymphome der Grade 1 und 2.

Bezuglich der Korrelation von HSP-90 mit Mib-1/Ki-67 zeigte sich kein strenger
Zusammenhang zwischen beiden. Das HSP-90 ist also in seiner Expression als
prinzipiell unabhangig von der Proliferationsaktivitat - gemessen an Mib-1 - des

Tumors anzusehen.

Der molekulare Mechanismus jedoch, welcher fiir die Uberexpression von HSP-90
in Tumorzellen verantwortlich ist, ist nicht genau bekannt, kdnnte aber Tumor-
spezifisch sein. Die Expression der Heat-shock Proteine wird durch den HSF 1
reguliert, welcher als ein Sensor fur fehlerhafte Proteinstrukturen fungiert und
darauf mit der Bildung von Homo-Trimeren reagiert, welche eine Sequenz-
spezifische DNS-Bindungsaffinitat besitzen und die Transkription von Proteinen
der Hitzeschock-Antwort, darunter das HSP-90, initiieren {51, 86, 89}. Die
Uberexpression des HSP-90 kénnte somit, neben dem zelluldren Stress, welcher
durch das ungunstige Mikromilieu des Tumors (z.B. durch Ischamie) auslost wird,
auch durch die vermehrte Expression aberranter Onkoproteine oder deregulierter

Transkriptionfaktoren bedingt sein. Diese onkogenen ,Klienten“-Proteine, wie z.B.
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das CDK4, CDK2, c-Raf-1, mutiertes p53 oder ErbB2, sind auf die Konformations-
spezifische Stabilisierung durch das HSP-90 angewiesen, ohne die sie ihre
zellularen Funktionen nicht mehr hinreichend ausfuhren konnten {82}. Das
Follikulare Lymphom weist zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, neben der
t(14;18) Translokation eine durchschnittliche Zahl von 6 weiteren chromosomalen
Alterationen pro Karyotyp auf {31}. Der Bcl-2-Aktivierung durch die Translokation
t(14;18), durch welche sich die Zelle dem Untergang durch den programmierten
Zelltod entzieht, folgt eine charakteristische und zeitlich definierte, konsekutive
Anhaufung von chromosomalen Imbalancen. Hoglund et al. fanden dabei vier
haufig beschrittene zytogenetische Pfade, welche schliellich in eine spate
gemeinsame Endstrecke munden, einer Kaskade genomischer Deletionen und
Imbalancen {31, 87}. Zusammen mit postulierten, zytogenetisch unsichtbaren
Veranderungen wie Punktmutationen, kleinen Deletionen oder Duplikationen
kommt es in der Folge zur gesteigerten und z.T. aberranten Expression vieler,
mitunter onkogenetisch aktiver Proteine, welche einen vermehrten Bedarf und
eine erhohte Bereitstellung an HSP-90 auslésen. Das Modell der klonalen
Evolution mit dem Erwerb zunehmender chromosomaler Imbalancen und
Aberrationen, welche sich auf das Protein-Niveau niederschlagt, kdnnte also die in
der Arbeit gefundene Zunahme der HSP-90 Expression mit ansteigendem Grad
nach WHO miterklaren. Der =zellulare Bestand an HSP-90, welcher
immunhistochemisch sichtbar gemacht werden kann, kdnnte also als Marker fur
die zunehmende genetische Instabilitat der Zellpopulation dienen.

HSP-90 stellt also einen Puffer gegen die negativen Effekte von Mutationen auf
der Ebene des veranderten Proteins dar. Die Hauptwirkungen des HSP-90 wie
konformationelle Stabilisierung, Ermdglichung der Liganden- oder Kofaktor-
Bindung an seine Klienten-Proteine, wie auch deren Phosphorylierung/
Dephosphorylierung und ihren Schutz vor Degradation im Proteasom, machen die
Ausschaltung dieses Hitze-Schock Proteins zu einem interessanten  Ziel
pharmakologischer Tumortherapie. Entsprechende Substanzen stehen bereits zur
Verfiigung und werden in klinischen Studien an verschiedenen Tumoren auf ihre
Wirksamkeit hin Uberpruft {82}. Moglicherweise konnten die HSP-90-Inhibitoren
auch mit therapeutischem Nutzen in der Behandlung von den Fallen von
Follikularem Lymphom oder anderer hdhermaligner B-Zell Proliferationen

eingesetzt werden, die eine hohe Expression und Aktivierung des HSP-90 zeigen.
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Eine Deregulation des Zellzyklus mit der Folge einer erhdohten Proliferation ist
einer der Hauptmechanismen der Tumorigenese und essentiell fur das
Verstandnis der Tumorbiologie der NHL. Als funktionell wichtiger Vertreter der
Gruppe der Cyclin/CDK-Zellzyklus-Regulatoren wurde flr die vorliegende Arbeit

das Cyclin A ausgewahlt.

Eine erhohte Expression von Cyclin A ist bereits in einer Vielzahl unterschiedlicher
Tumoren gefunden und beschrieben worden. Die Mehrzahl dieser
Untersuchungen nahm eine immunhistochemische Detektion des Cyclin A2 in
neoplastischem Gewebe im Vergleich zum umgebenden, nicht entarteten Gewebe
vor. In den meisten Fallen dieser Tumoren (zu Referenzangaben siehe {84},
S.1321) korreliert die erhdhte Expression von Cyclin A mit einem oder mehreren
der folgenden Parameter: schlechtere Prognose flr den Patienten, Tumor-
Stadium, Proliferation und Aneuploidie {84}. Dies gilt, um nur einige Beispiele
erneut zu nennen, fur das hepatozellulare- (HCC) {88}, das kolorektale- {57} und
das Endometriumkarzinom {69}. Ebenso konnte dies bei Patienten mit Non-
Hodgkin Lymphomen gezeigt werden {81}: Wolowiec et al. untersuchten anhand
von 58 Fallen von B-NHL (darunter 15 Falle von follikularen Lymphomen, es
wurden die Klassifikationssysteme nach WF und REAL verwendet) sowie 12
Fallen von T-NHL die Expression verschiedener Cycline und CDK. Sie fanden,
dass Cyclin A mit dem Anteil an Zellen in der S und S+G2/M-Phase korreliert und
dass es signifikant unterschiedlich gemafl dem Grad an Malignitat exprimiert wird.
Die niedrigsten Level wurden in den low-grade-, die hochsten in den high-grade
NHL (nach der WF-Klassifikation) gefunden. Cyclin A stellte sich signifikant als
negativer Pradiktor sowohl fur die Lebenszeit ohne Krankheit als auch das

Gesamtuberleben (,failure free survival® und ,overall survival®) dar.

Auch in der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Cyclin A-
Expression mit steigendem Grad 1-3b fuir das FL nach WHO jeweils zunimmt.
Allerdings sind die Werte statistisch nicht signifikant, so dass es als Marker flr die
Stratifizierung des FL flr sich allein genommen nicht verwendet werden kann.

Neben dem wichtigen Befund, dass sich ein hoher Cyclin A- Bestand der
Tumorzellpopulation ungunstig auf den klinischen Verlauf des Patienten auswirkt,
bietet die vorhandene Literatur bei einigen Tumorarten {84} aber auch Hinweise

auf eine Korrelation zwischen einer Uberexpression von Cyclin A und dem
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positiven Ansprechen auf verschiedene Chemotherapeutika. Kawashima et al.
untersuchten das Ansprechen verschiedener Tumor-Zelllinien auf eine Exposition
gegenuber 5-Fluorouracil (5-FU). 5-FU induzierte in den untersuchten Zelllinien
eine Dosis-abhangige Zunahme Cyclin A-positiver Zellen. Die beobachteten
zytotoxischen Effekte korrelierten mit einem gesteigerten Expressionsmuster flr
Cyclin A {38}.

Dartber hinaus ist fir die akute myeloische Leukamie (AML) eine positive
Korrelation zwischen mRNA-Spiegeln von Cyclin A2 (das gleiche gilt fur Cyclin A1,
welches in AML Zellen hoch exprimiert vorkommt) und einer erhohten

Uberlebensrate beschrieben.

Jaw-1 lokalisiert sich in die Membran des Endoplasmatischen Retikulums. Seine
Expression ist beschrankt auf lymphatische Zellen und kann hier sowohl in der B-
Zell-Population als auch in der T-Zell-Linie nachgewiesen werden. Uber die
Funktion des Jaw-1-Gens/Proteins ist bislang nur wenig bekannt. Moglicherweise
kommt ihm eine Rolle in der Kontrolle von Wachstum und Differenzierung dieser
Zellen zu, mdglicherweise ist es auch an der Bereitstellung und Prasentation der
Antigen-Rezeptoren beider Zell-Linien beteiligt {4, 68}.

Die Uberexpression von Jaw-1 in neoplastischem Gewebe ist in der Literatur
bisher nur fur den Fall von testikularen Keimzell-Tumoren beschrieben {52}.
Anhand der Expressionsstarke des Jaw-1 lie3en sich die einzelnen Grade 1-3b
des Follikularen Lymphoms nur teilweise statistisch signifikant unterscheiden;
insofern eignet sich auch Jaw-1 nur bedingt fir die Stratifizierung des FL. Beim
MCL fand sich fir Jaw-1 ein durchschnittlicher Wert von nur 0,7, womit das MCL
deutlich unter den Werten fur das FL liegt. Das DGBZL farbt sich fur Jaw-1

hingegen sehr stark an mit einem durchschnittlichen Score von 2,34.

In einem zweiten Schritt wurde ein geeigneter Gesamt-Score mit moglichst groer
Trennscharfe fur das Grading des FL entwickelt, welcher die (gewichtete)
Kombination der folgenden drei Parameter heranzieht: immunhistochemische
Expression von HSP-90 (Faktor 2), Expression von Cyclin A (Faktor 1) und
(konventionelles) morphologisches Grading nach WHO (Faktor 2) (s. Abb. 14 und
15, S. 40 und 41). Dabei floss der WHO Grad in den Gesamtscore mit ein, da trotz

aller diskutierten Problematik in ndherer Zukunft wohl zunachst weiter auf das
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Kriterium der Blastendichte als Bestandteil des Gradings des FL zurickgegriffen
werden wird. Hierbei zeigte sich eine sehr deutliche Auftrennung aller Gruppen mit
hohem Signifikanzgrad. Der histomorphologische Grad wird so durch zwei
immunhistochemische Marker moduliert, welche die zunehmende Entartung und
Deregulierung der Tumorzelle widerspiegeln und wahrscheinlich mit den
genetischen Veranderungen und der zunehmend ungunstigeren Prognose der
Grade 1-3b korrelieren und somit auch eine Aussage uber die Tumorbiologie
erlauben. So ist in einem Fall von WHO Grad 2 bei hoher Expression der beiden
immunhistochemischen Marker davon auszugehen, dass er biologisch eher dem
Grad 3a zuzurechnen und als solcher einzustufen ist. Umgekehrt konnte man
Falle, die nach rein morphologischen Gesichtspunkten als Grad 3a oder 3b
einzuordnen waren, moglicherweise ,downgraden®, wenn der Score entsprechend
niedriger liegt, in der Annahme, dass dies dem malignen Verhalten eher

entspricht.

Denkbar ist, dass sich dieser Score um weitere Marker erweitern I|asst.
Diesbezuglich verweise ich auf die am Institut fur Pathologie der Universitat

Labeck mit ahnlicher Zielsetzung erarbeiteten Dissertationen.

Eine der wichtigsten Aufgaben, die sich aus den Daten der Arbeit ergibt, ist eine
zukunftige Untersuchung auf Korrelation der Expressionsstarke der genannten
Marker mit klinischen Daten (Patientendaten, Ansprechen auf Therapie und
Uberleben).

Ott et al. 2002 untersuchten das biologische Spektrum des Follikularen Lymphoms
{59} und fanden deutliche Hinweise, welche sich z.B. aus der Verteilung primarer
und sekundarer chromosomaler Aberrationen ergaben, dass der Grad 3b eher
eine follikulare oder partiell-follikulare Variante des Diffusen GroRRzelligen B-Zell
Lymphoms ( DGBZL) darstellt, als dass er dem FL im engeren Sinne zuzurechnen
ist. Die Negativitat fur die Translokation t(14;18) in den meisten Fallen des Grad
3b spricht gegen die Uberlegung, dass diese Tumoren transformierte Stadien
eines Follikel-Zentrum Lymphoms darstellen. Unter den drei untersuchten Markern
war es allein anhand der Jaw-1 Expression moglich, (schwacher) signifikant
zwischen dem Grad 3b FL und dem DGBZL zu unterscheiden (p=0,019). Weder
bei HSP-90 noch Cyclin A noch bei Mib-1/Ki-67 ergab sich demhingegen eine
statistisch signifikante, ungleiche Verteilung in der Gruppe des FL Grad 3b
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gegenuber der zusammengefassten Gruppe des DGBZL. Die Daten dieser Arbeit
konnten die von Ott et al. {59} aufgestellte Hypothese einer biologischen

Zugehorigkeit des Grad 3b zum DGBZL somit stutzen.

Ein weiteres Problem des Gradings auf zytomorphologischer Basis ist, dass es
keine gesicherte prognostische Relevanz besitzt. Einige Untersucher fanden einen
signifikanten Zusammenhang zwischen histologischem Grad und
Patientenuberleben sowie Ruckfall-freier Zeit {45}, in anderen Arbeiten liel} sich
ein solcher nicht entdecken {11, 26, 48, 74}, siehe hierzu Kapitel 2.5
Prognostische Relevanz. Die hauptsachlichen unabhangigen Risikofaktoren sind
Alter und Serum LDH-Spiegel. Das Wachstumsmuster hat erst bei einem diffusen
Wachstum > 50% einen nachteiligen Einfluss auf die Prognose {26}. Der Einfluss
einer Sklerosierung wird widerspruchlich beurteilt. CD10 und Bcl-6 scheinen
prognostisch bedeutsam zu sein {6}, ebenso Cyclin B1 {7}. Die Anzahl bzw. das
Vorhandensein bestimmter chromosomaler Aberrationen scheint ebenfalls einen
Einfluss auf den klinischen Verlauf der Erkrankung zu haben {40, 59, 76, 87}. Die
Anwendbarkeit des International Prognostic Index (IPl) fur die Abschatzung der
Prognose ist in mehreren Studien untersucht worden, von denen jedoch nur einige
eine schwache Signifikanz zeigten. Viele dieser Studien waren retrospektiv
angelegt, untersuchten Patienten in verschiedenen klinischen Stadien, welche mit
verschiedenen Therapiemodalititen behandelt wurden. Definitive Schlisse
konnen auf dieser Basis nicht gezogen werden. Aviles et al. untersuchten
Patienten in den Krankheitsstadien Ill und IV und hoher Tumor-Last, die mit
uniformen Therapieregimen behandelt wurden und einen langen follow-up
Zeitraum aufwiesen {3}. In der durchgefuhrten multivariaten Analyse blieben
lediglich Alter (> 60 Jahre), Vorliegen von B-Symptomen sowie >2 extranodale
Manifestationen als valide Pradiktoren eines ungunstigen klinischen Verlaufes
ubrig.

Die Klinik des FL zeigt, obwohl eine komplette Remission mit den verschiedensten
Therapiemodalitaten prinzipiell erreicht werden kann, sehr unterschiedliche
Verlaufe bzgl. progression-free survival (PFS) und overall-survival (OS). Die
Identifizierung und Zuordnung zu diesen unterschiedlichen prognostischen
Gruppen muss ein Ziel klinischer Forschung sein, um den beschriebenen Mangel

an prognostischen Faktoren fir das FL aufzuheben. In jingerer Vergangenheit
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wurden zwei Arbeiten verdffentlicht, welche durch die Erstellung von Gen-
Expressionsprofilen (sowohl der Tumorzellen selbst {24}, als auch der
umgebenden, nicht-malignen Immunzellen {17}) versuchen, neben den derzeit
verwendeten morphologischen und Kklinischen Stratifikationskriterien eine
objektivere Basis fur die Beurteilung der klinischen Aggressivitat des FL zu
erstellen {24}.

Dieser Zielrichtung folgend ware es wunschenswert, der hier vorliegenden Arbeit,
welche unter einer Vielzahl von untersuchten Markern eine Auslese bezlglich
Verwendbarkeit fur die Stratifizierung des FL vorgenommen hat, eine
Untersuchung folgen zu lassen, welche den Grad der Expression mit
Patientendaten in Beziehung setzt. Eine mit gleicher Intention durchgefuhrte Arbeit
von Bilalovic et al. setzte die Expression der Marker bcl-6 und CD10 in Beziehung
zum klinischen Verlauf und fand eine positive Korrelation zur Uberlebensspanne
{6}, Bjorck et al. fanden eine bessere klinische Prognose fur Patienten mit hoher

Cyclin B1-Expression der FL-Zellen {7}.

Gelingt es mit dem in dieser Arbeit untersuchten Kombinationsscore bzw.
einzelnen Markern, insbesondere HSP-90, Patientengruppen mit guter und solche
mit schlechter Prognose zu definieren, hatte man im ersteren Fall die Moglichkeit,
Patienten zu identifizieren, die mit konventionellen Therapieschemata gefuhrt
werden konnen, fur Patienten mit ungunstigerer Prognose bliebe die Mdglichkeit
innovativer, aggressiverer Behandlungsmodalitaten {1} als first-line Therapie. Fur
HSP-90 bestunde in der Zukunft aulerdem die Option, in Falle von Follikularem
Lymphom mit hoher HSP-90 Expression, zusatzlich zu anderen
Therapieansatzen, mit den bereits erwahnten HSP-Inhibitoren zu behandeln.
Diese zeigen den Vorteil einer hohen Tumor-Selektivitdt und befinden sich z.T.
bereits in frihen Phasen klinischer Erprobung {37, 60, 82}. Bisherige, erste
experimentelle Ansatze zum Einsatz eines Cyclin A-Inhibitors konnten ebenfalls
einen vielversprechenden Tumor-suppressiven Effekt sowohl in vitro als auch in

vivo nachweisen {12}.
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6. Zusammenfassung

Die vorliegende, experimentelle Arbeit befasst sich mit dem Problem des Gradings

des Follikularen Lymphoms.

Das Follikulare Lymphom stellt die zweithaufigste Lymphomentitat innerhalb der
Gruppe der Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) dar. Epidemiologische Daten zeigen
eine dramatische Zunahme der Inzidenzraten seit den 1950er Jahren, in einem
Malde, wie es bei kaum einer anderen malignen Erkrankung beobachtet werden

kann. Die Grunde hierfur sind noch weitgehend unverstanden {13, 16, 46}.

Nicht zuletzt vor dem Hintergrund dieser zunehmenden epidemiologischen
Bedeutung des Follikularen Lymphoms ist es von besonderer Wichtigkeit, ein
valides und reproduzierbares Klassifikationssystem zu verwenden, welches den
klinisch tatigen Arzt in die Lage versetzt, eine Prognoseabschatzung vorzunehmen

und therapeutische Konsequenzen abzuleiten.

Das von der WHO vorgeschlagene Klassifikationssystem, welches seit 1999
verwendet wird und allgemein anerkannt ist, stitzt sich zur Festlegung der Grade
1-3b des Follikularen Lymphoms allein auf das Kriterium der Zentroblastendichte
{27, 72, 75, 77}. Verschiedene Untersuchungen zeigten die ungenlgende
Reproduzierbarkeit dieses Stratifizierungssystems {47, 75}. Auch in der Frage
einer prognostischen Relevanz des auf diese Weise vorgenommenen Gradings
besteht weitgehend Unklarheit {11, 26, 28, 45, 48, 74}.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue Marker zu finden, welche fir eine

verbesserte Klassifizierung des FL genutzt werden kénnen.

Untersucht wurden 43 Falle von Follikularem Lymphom. Die Marker HSP-90,
Cyclin A und Jaw-1 wurden immunhistochemisch dargestellt und die Intensitat der
Anfarbung beurteilt. Daneben wurden die Falle auch auf die Expression des

bekanntesten Proliferationsmarkers Mib-1/Ki-67 hin untersucht.

Anhand der HSP-90 Expression ist es moglich, signifikant jeweils zwischen den
Graden 1-3b des FL zu unterscheiden. Dies gelingt mit dem Proliferationsmarker
Mib-1 nicht, ein Befund, der mehrfach in der Literatur beschrieben ist. So korreliert

auch die Mib-1 Expression nicht signifikant mit der HSP-90 Expression.
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Cyclin A hingegen, als wichtiger Zell-Zyklus-Regulator, korreliert in seiner
Expression gut mit Mib-1 und erlaubt eine nur teilweise signifikante
Differenzierung der Grade 1-3b.

Ebenso scheint auch das Jaw-1 nur eingeschrankt zwischen den Graden
unterscheiden zu konnen.

Fir alle drei untersuchten Marker gilt jedoch, dass eine Untersuchung hinsichtlich
der Korrelation ihrer Expression mit Patientendaten und -prognose folgen muss,
um ihre Brauchbarkeit fur die Stratifizierung des FL abschliefend bewerten zu
konnen. Erweist sich dabei, dass ihre Expression tatsachlich einen prognostisch
pradiktiven Wert besitzt, kdnnten sie zur Indikationsstellung der vielfaltigen
existierenden Therapiemodalitaten {1, 30, 41} beitragen. Wenn, wie es z.B. im
Falle des HSP-90 plausibel erscheint, ihnen dartber hinaus eine pathogenetische
Bedeutung beim Tumorprogress zukommt, wird zuklnftig vielleicht die Moglichkeit
bestehen, ihre Aktivitat zu blockieren und so die Therapie und Prognose des

Patienten zu verbessern.
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8. Abbildungsverzeichnis des Photo-Anhangs

Abb.1

Abb.2

Abb.3

Abb.4

Abb.5

Abb.6

Mib-1/ Ki-67, Tonsille, Vergrolierung 40-fach. Starke Anfarbung der

proliferierenden Zellen durch Mib-1/Ki-67. Bevorzugt wird die
Blastenregion der Keimzentren; dabei sieht man einen geschichteten

Aufbau (im Gegensatz zu den follikularen Lymphomen).

Giemsa, Follikulares Lymphom Grad 1 (L 1445/04), VergrofRerung
100-fach. Vergl. hierzu Abb.8. Infiltration des Lymphknotens durch
ein zentrozytenreiches Infiltrat, nur gelegentlich finden sich Blasten.
Die  Schichtung der Keimzentren st aufgehoben, das
Sternhimmelbild fehlt vollstandig, die Follikelmantelzone ist haufig

nicht scharf abgrenzbar, ebenso die T-Zonen.
Giemsa, Follikulares Lymphom Grad 2 (L 7685/02), Vergréf3erung

100-fach. Vergl. hierzu Abb.15. Im Vergleich zum follikularen
Lymphom Grad 1 (Abb. 2) etwas mehr Blasten (6-15 Blasten pro
HPF). Auch hier ist die Architektur des normalen lymphatischen

Gewebes nicht nachweisbar.
Giemsa, Follikulares Lymphom Grad 2/ Ubergang in ein Diffuses

Groldzelliges B-Zell-Lymphom (L 1398/04); Vergrolierung 100-fach.
Der Bildausschnitt zeigt eine deutliche Erhdhung des
Zentroblastenanteils entsprechend einem follikularen Lymphom Grad
2 (vgl. Abb. 3) und zusatzlich eine diffuse Lymphominfiltration mit
signifikant erhdhtem Blastenanteil entsprechend einem Ubergang in
ein Diffuses Grolizelliges B-Zell-Lymphom. Dieses nimmt den
uberwiegenden Bildteil ein, lediglich am linken Bildrand ist das
follikulare Lymphom Grad 2 dargestellt.

Giemsa, Follikulares Lymphom Grad 3b (L 2762/02); VergrofRerung
200-fach. Vgl. hierzu die Abbildungen 2 und 3. Man sieht signifikant
vermehrt Zentroblasten gegenuber dem follikularen Lymphom Grad
2. Fokal sieht man geschlossene Blastengruppen (beim follikularen
Lymphom Grad 3a waren keine geschlossenen Blastengruppen,

aber mehr als 15 Blasten pro HPF zu erwarten).

Giemsa, Follikulares Lymphom Grad 2/ Ubergang Diffuses

63



Abb.7

Abb.8

Abb.9

Abb.10

Abb.11

Abb.12

Groldzelliges B-Zell-Lymphom (L 1398/04); Vergroéfkerung 100-fach.
Der Bildausschnitt zeigt eine deutliche Erhohung des
Zentroblastenanteils entsprechend einem follikularen Lymphom Grad
2 (vgl. Abb. 3) und zusatzlich eine diffuse Lymphominfiltration mit
signifikant erhdhtem Blastenanteil entsprechend einem Ubergang in
ein Diffuses Grol3zelliges B-Zell-Lymphom (links).

Cyclin A, Tonsille; VergroRerung 200-fach. Hier sind die blastaren
Zellen mit Cyclin A angefarbt. Cyclin A farbt die Kerne der Blasten
deutlich positiv. Dabei werden im Vergleich zur Abbildung 1
wesentlich weniger Zellen markiert (Cyclin A wird wahrend des
Zellzyklus kurzer exprimiert als Mib-1/Ki-67).

Cyclin A, Follikulares Lymphom Grad 1 (L 1445/04). Vergrof3erung
100-fach. Auch hier lassen sich wie in der Tonsille (vgl. Abb. 7)
Cyclin A-positive Zellen morphologisch Zentroblasten zuordnen. Das
Verteilungsmuster ist im Gegensatz zur Tonsille diffus und es werden
wesentlich weniger Zellen markiert (Score=1).

Cyclin A, Follikuldres Lymphom Grad 2/ Ubergang Diffuses
Groldzelliges B-Zell-Lymphom (L 1398/04), Vergrolierung 100-fach.
Vgl. hierzu Abb. 6 und 8. Hier werden im Vergleich zum follikularen
Lymphom Grad 1 zahlreiche Cyclin A-positive Zellen nachgewiesen.
Dargestellt ist in diesem Bildausschnitt nur der Grad 2 Anteil des
Follikularen Lymphoms.

Cyclin A, Follikulares Lymphom Grad 3a (L 4662/03). Vergrof3erung
40-fach. Hier werden follikulare und diffuse Anteile nachgewiesen.
Keine geschlossenen Blastengruppen (vgl. follikulares Lymphom
Grad 3b, Abb.5 und 11). (Score=3)

Cyclin A, Follikulares Lymphom Grad 3b (L 2762/02), Vergrolierung
100-fach. Vgl. Abb.5 und 10. Hier werden signifikant mehr Zellen mit
Cyclin A markiert (Score=4). Morphologisch handelt es sich dabei um
klassische Zentroblasten, vereinzelt Immunoblasten. Kleine Zellen
werden kaum markiert.

Cyclin A, Follikuldares Lymphom Grad 2/ Ubergang diffuses
grolizelliges B-Zell-Lymphom (L 1398/04), VergroRerung 100-fach.
Val. hierzu Abb. 4, 6 und 9. Hier werden im Vergleich zum
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Abb.13

Abb.14

Abb.15

Abb.16

Abb.17

Abb.18

Abb.19

follikularen Lymphom Grad 1 zahlreiche Cyclin A-positive Zellen
nachgewiesen, es gelingt morphologisch eine eindeutige
Unterscheidung zwischen dem follikularen Lymphom und dem

Ubergang in ein Diffuses GroRzelliges B-Zell-Lymphom (links).
HSP-90, Tonsille; VergroBerung 100-fach. Hier werden

Keimzentrumsblasten markiert, Zentrozyten werden nur wenige
markiert. In den Interfollikularregionen werden nur vereinzelt Blasten

nachgewiesen (vgl. hierzu Abb. 1 und 7).

HSP-90, Follikulares Lymphom Grad 1 (L 1445/04), VergroRerung
100-fach. Vgl. hierzu Abb. 2 und 7. Hier werden wie bei der Farbung
mit Cyclin A nur wenige Blasten markiert; im Vergleich zu Mib-1

werden signifikant weniger Zentrozyten markiert. ( Score=1).

HSP-90, Follikulares Lymphom Grad 2 (L 7685/02), VergrofRerung
100-fach. Vgl. Abb. 3 und 9. Hier werden etwas zahlreicher Blasten
markiert, die Anzahl der Blasten ist in etwa vergleichbar mit der
Cyclin A-Farbung, die Anzahl der positiven Zellen ist geringer als bei
der Mib1-Farbung. ( Score=2).

HSP-90, Follikulares Lymphom Grad 2/ Ubergang Diffuses
Groldzelliges B-Zell-Lymphom (L 1398/04); Vergroflerung 100-fach.
Morphologisch erkennt man, dafl® Uberwiegend grof3e Blasten,
welche dem Diffusen Grol3zelligen B-Zell-Lymphom entsprechen, zur

Darstellung kommen.
HSP-90, FL Grad 3a (L 7895/03), Vergroflerung 100-fach. Beim

vorliegenden Material handelt es sich um die Infiltration durch ein
follikular aufgebautes B-Zell-Lymphom, mit starker Vermehrung von
Zellen, welche anaplastischen Zentrozyten entsprechen. Der Anteil
der echten Zentroblasten ist nur maRig erhoht, z.T. sind diese

multilobuliert. ( Score=3).
HSP-90, FL Grad 2; Ubergang Highgrade (L1398/04), VergroRerung
100-fach. Vgl. Abb.4, 6, 9, 12, 16. Links im Bild ist der Ubergang in

das diffuse blastare Infiltrat erkennbar.

Jaw-1, Tonsille, VergrélRerung 100-fach. Kaum Anfarbung der Zellen

der Interfollikularregion.
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Abb.20

Abb.21

Jaw-1, FL Grad 2 (L1398/04), Vergrolerung 100-fach. Vgl. Abb. 4, 6,
9, 12, 16, 18. MaRig erhohter Blastenanteil (Score=2), nicht
dargestellt ist der Ubergang in das Diffuse GroRzellige B-Zell-
Lymphom.

Jaw-1, FL Grad 3b (L 699/02), Vergrolierung 100-fach. Infiltrat von
mittelgroRen blastaren Zellen mit Uberwiegend starker Anfarbung
durch Jaw-1 (Score=3).
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Zusammenarbeit war gepragt von Fairness und gegenseitiger Wertschatzung.

Dank aussprechen mochte ich auch den Mitarbeitern des ,Ecklabors®, in
besonderem Malde der Laborleiterin Frau llona Schliephake sowie Frau Katharina

Vogel fur ihre exzellente Unterstutzung in labortechnischen Belangen.

Danken mochte ich meinen Eltern, denen ich diese Arbeit widme.
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10. Lebenslauf

Immo Latendorf, geboren am 29.04.1976 in Ludinghausen/ Westfalen, als zweites

von drei Kindern.

Eltern : Peter Latendorf, geb. am 03.04.1946; Beruf:
Elektromaschinenbaumeister,
Diethild Latendorf (geb. Magunia), geb. am 19.03.1944; Beruf:

Hausfrau; gelernte Hauswirtschaftsberaterin.

Schulbildung:1982-1986 Paul-Gerhardt Gemeinschaftsgrundschule,

1986-1995 Gymnasium Canisianum in Ludinghausen, Abitur

Zivildienst : Staatliches Amt fur Insel- und Kiistenschutz, Norden

Studium der Humanmedizin an der Universitat zu Libeck seit dem
Wintersemester 1996/97,

3.Staatsexamen im Mai 2004; Gesamtnote: sehr gut

Berufstatigkeit:
Seit dem 01.09.2004 Tatigkeit als Arzt am Stadtischen Krankenhaus Dresden-
Neustadt, Lehrkrankenhaus des Uniklinikums der TU Dresden,

Abteilung Innere Medizin, Chefarzt Prof. Dr. T. Lohmann.
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Nr.

O©oO~NOO OGO PWN -

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27

28
29

Diagnose und Subtypisierung/Besonderheiten

FL Grad 1; geringe Marginalzonen-Differenzierung
FL Grad 1
FL Grad 1
FL Grad 1
FL Grad 1
FL Grad 1
FL Grad 1
FL Grad 1
FL Grad 1

FL Grad 2

FL Grad 2

FL Grad 2

FL Grad 2

FL Grad 2

FL Grad 2

FL Grad 2

FL Grad 2

FL Grad 2

FL Grad 2

FL Grad 2

FL Grad 2

FL Grad 2 (anaplastische Zentrozyten)
FL Grad 2

FL Grad 2

FL Grad 2

FL Grad 2

FL Grad 2 (mit Ubergang in DGBZL)

FL Grad 3a
FL Grad 3a

L- Mib-1

Nummer (% pos.)

1001/01
358 /01
510 /01
161 /02
1167/02
3590/02
7812/03
8164/03
1445/04

1865/96
118/98

317/01

206 /01
560 /02
629 /02
1275/02
1502/02
1751/02
2725/02
7685/02
3065/03
3070/03
3152/03
4651/03
7320/03
1198/04
1398/04

3961/02
4695/02

10
10
20
30
30
40
40

40
50
20
20
50
20
20
20
40
30
20
50
50
30
30
70
20
30

40
50

>
2 C NONN-AANA A A

NWBNSCDNWNNWWONDNWNDNW®W
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30
31
32
33
34
35

36
37
38
39
40
41
42
43

44
45

46
47
48
49
50

51
52

Diagnose und Subtypisierung/Besonderheiten

FL Grad 3a (Grad 2/3a)

FL Grad 3a (zytologisch Grad 1, aber zentrozytoides cb)
FL Grad 3a

FL Grad 3a

FL Grad 3a

FL Grad 3a

FL Grad 3b
FL Grad 3b
FL Grad 3b
FL Grad 3b
FL Grad 3b
FL Grad 3b
FL Grad 3b (Grad 1/3b Transformation)
FL Grad 3b

Mantelzell-Lymphom; Zytologie spricht flr klassischen Subtyp
Mantelzell-Lymphom; teils klassische, teils pleomorphe/blastoide
Variante

Mantelzell-Lymphom; zytologisch unterschiedliche Anteile mit
identischem Immunphanotyp !

Mantelzell-Lymphom(zentrozytisches Lymphom) mit
Marginalzonendifferenzierung

Mantelzell-Lymphom; klassischer Subtyp; niedrige Proliferationsrate,
noduldres Ausbreitungsmuster

Mantelzell-Lymphom; teils klassische, teils pleomorphe Variante
Mantelzell-Lymphom;klinisch langsam progredienter Verlauf
Mantelzell-Lymphom; deutliche Nodularitat !

Mantelzell-Lymphom; klassischer Subtyp; niedrige Proliferationsrate,
noduldres Ausbreitungsmuster

L- Mib-1
Nummer (% pos.)

4830/02
7353/02
3157/03
4662/03
7895/03
1168/04

699 /02
746 /02
2661/02
2762/02
3708/02
4532/02
4776/02
7724/03

2691/99
680/99

557/99
796/98
1417/98
2891/98
1752/98

2232/98
3237/99

40
40
10
40
50
40

50
30
60
60
80
70
20
80

20
70

20

20

40
20
20
30
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(0-3)

N WWNWN

WE wwwwww

o

0O O -~

70



53

54

55
56

57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

70

Diagnose und Subtypisierung/Besonderheiten

Mantelzell-Lymphom; zytologisch klassischer Subtyp;sehr hohe
Proliferationsrate, nodulares/diffuses Ausbreitungsmuster

Mantelzell-Lymphom,; zytologisch teils klassischer, teils anaplastischer
Subtyp

Mantelzell-Lymphom; leuk&mische Ausschwemmung
Mantelzell-Lymphom, pleomorph; Pat. hat weitere maligne
hamatologische Erkrankungen !

Mantelzell-Lymphom, pleomorph mit teils nodularer, teils diffuser
Ausbreitung; mittelhohe Prolif.

Mantelzell-Lymphom; klassischer Subtyp,sehr hohe Proliferationsrate,
diffuses Ausbreitungsmuster

zentrozytisches Lymphom; relativ hohe Proliferationsrate
Mantelzell-Lymphom

Mantelzell-Lymphom; primare Annahme: Marginalzonen-Lymphom
Mantelzell-Lymphom; klassischer Subtyp; massig hohe
Proliferationsrate, nodulares Ausbreitungsmuster
Mantelzell-Lymphom, pleomorphe Variante, diffuses
Ausbreitungsmuster, hohe Prolif.

Mantelzell-Lymphom; mit extremer Splenomegalie und Blutleukozytose
Mantelzell-Lymphom; klassischer Subtyp

Mantelzell-Lymphom; klassischer Subtyp, diffuses Ausbreitungsmuster,
massig hohe Prolif.; langer Krankheitsverlauf !

Mantelzell-Lymphom, pleomorph; Pat. hat weitere maligne
hamatologische Erkrankungen !

Mantelzell-Lymphom

Mantelzell-Lymphom; klassischer Subtyp; niedrige Proliferationsrate,
nodulares Ausbreitungsmuster, z.T.noch Mantelzellen-
Ausbreitungsmuster(Marginalzonen-Diff)

Mantelzell-Lymphom, pleomorph; Pat. hat weitere maligne
hamatologische Erkrankungen !

L- Mib-1
Nummer (% pos.)

2997/99
2436/98

1297/98
2542/98

3585/99
1473/99
1250/94
1336/98
796/98

3737/99
2328/99
2518/99
2402/98
2179/99
1703/98
822/98

3680/99

89/95

60

70

80
30

50
90
30
40
10
20
60
40
20
20
20
10
15

20

N

W N OO

N B

Cyclin A
(0-4)

nu

Jaw-1
(0-3)
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71

72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82

83
84
85

86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97

Diagnose und Subtypisierung/Besonderheiten

Mantelzell-Lymphom, klassischer Typ, diffuses Ausbreitungsmuster,
stark erhdhte Proliferationsrate

MCL

MCL

MCL

MCL

hm-NHL, speziell follikular, zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,zentroblastisch( z.T. multilobuliert)

hm B-NHL,zentroblastisch,multilobulierter Subtyp

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,monomorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch; herdférmig Immunobl.anteil
erhoht

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch,Perineuralscheiden-
Infiltr.!,Angiozentrizitat!

hm B-NHL,zentroblastisch

hm B-NHL,zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,zentroblastisch, multilobulierter Subtyp
Follikulares, zentroblastisches Lymphom

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch (CD 10 negativ)

hm B-NHL,monomorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

L- Mib-1

Nummer (% pos.)

1807/99

3204/01
1347/03
6202/03
6239/03
550/97
467/95
1628/97
995/97
825/98
2256/96
2257/96

1295/97
931/97
924/97

638/96
604/96
598/96
608/99
294/98
2618/97
1609/96
1872/98
2019/98
1646/98
377/00
1574/98

20

15
20
30
30
50
70
80
80
80
80
40

30
70
70

50
80
90
80
Nu
70
50
70
30
90
70
70
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(0-4)
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98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122

123
124

125
126

Diagnose und Subtypisierung/Besonderheiten

hm B-NHL,zentroblastisch, multilobulierter Subtyp

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,monomorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch; teilweise follikular

hm B-NHL,monomorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,zentroblastisch, multilobulierter Subtyp

hm B-NHL, speziell teilweise follikulares, zentroblastisches Lymphom
sek.hm cb Lymphom

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hochmalignes, teilweise foll., zentrobl. Lymphom

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch; mit erheblicher Sklerose
hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,zentroblastisch, z.T.multilobulierter Subtyp

hm B-NHL,polymorph-zentroblastischfollikular)

hm B-NHL,zentroblastisch,multilobulierter Subtyp

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch( wohl aus cb-cc Lymphom)
hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

sek./simultan hm zentroblastisches Lymphom mit Marginalzonen-Diff.

auf dem Boden eines cb-cc Lymphoms

sek./simultan hm zentroblastisches Lymphom mit Marginalzonen-Diff.

auf dem Boden eines cb-cc Lymphoms

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,zentroblastisch; multilobulierter subtyp
hm B-NHL,monomorph-zentroblastisch

L-
Nummer

1536/98
1385/98
1951/97
797/98
1207/95
876/94
199/95
195/95
645/94
154/95
1019/97
703/94
327/94
795/98
1991/97
1418/98
570/98
881/98
1628/97
1523/95
671/98
1314/95
827/98
1746/96
1022/01

1022/01
879/94

400/97
921/97

Mib-1
(% pos.)

70
90
60
80
80
70
80
80
70
70
80
60
nu
40
70
30
60
70
70
70
80
60
60
70
50

80
30

70
70

HSP-90
(0-4)
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127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149

150
151
152
153
154
155
156

Diagnose und Subtypisierung/Besonderheiten

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

zentroblastisches Lymphom

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,monomorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

hm B-NHL,monomorph-zentroblastisch

hm B-NHL,polymorph-zentroblastisch

DGBZL (mit partieller plasmoblastischer Differenzierung)
DGBZL

hm B-NHL,B-immunoblastisch

hm B-NHL,B-immunoblastisch, partiell plasmobl. Differenzierung
hm B-NHL,B-immunoblastisch, mit plasmobl. Differenzierung
hm B-NHL,am ehesten B-immunoblastisch, mit plasmobl.
Differenzierung

hm B-NHL,B-immunoblastisch, mit plasmobl. Differenzierung
hm B-NHL,B-immunoblastisch, mit plasmobl. Differenzierung
hm B-NHL,B-immunoblastisch

hm B-NHL,B-immunoblastisch

hm B-NHL,B-immunoblastisch mit plasmoblastischer Differenzierung
hm B-NHL,B-immunoblastisch mit plasmoblastischer Differenzierung
hm B-NHL,B-immunoblastisch

L- Mib-1
Nummer (% pos.)

993/97
1064/97
1102/97
1298/97
942/97
1910/97
662/94
132/95
153/95
672/94
683/95
745/95
780/95
1339/95
1440/95
1665/96
1805/96
95 /03
7676/03
1412/95
2291/98
1519/98
960/94

1764/96
2721/99
1442/95
919/97

1125/97
1919/97
320/94

80
70
70
80
80
50
90
90
80
50
20
90
70
80
80
70
70
80
90
70
80
90
90

25
80
50
50
70
40
60

ANWSMC

AR OPLr,WN

Cyclin A
(0-4)
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157
158
159

160
161

162
163
164
165
166
167
168
169

Diagnose und Subtypisierung/Besonderheiten

hm B-NHL,B-immunoblastisch
hm B-NHL,B-immunoblastisch
DGBCL, gro3zellig anaplastisch

DGBCL, grofzellig anaplastisch
sek./simultan hochmalignes B-NHL, speziell Marginalzonen-
L./monozytoides B-Zell-Lymphom

hm B-NHL, unklassifiziert

hm B-NHL, unklassifiziert

hm B-NHL, unklassifiziert

hm B-NHL (nicht weiter zu klassifizieren)
DGBZL

DGBZL (zentrozytoides DGBZL)

DGBZL

DGBCL (sek/simultan aus FL Grad 2)

nu = nicht untersucht

L-

Nummer

686/94
167/95
1212/95

666/96
3601/99

878/94
685/95
162/95
1373/97
3.. .[03
4. /03
103 /03
1398/04

Mib-1
(% pos.)

80
50
80

90
20

60
70
10
80
60
90
90
80

HSP-90
(0-4)
nu
4
4
4
3
4
3
3
4
4
3
4
4
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(0-4)
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