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1. Einleitung

1.1. Allgemeines

Maligne Lymphome sind autonome Neoplasien lymphatischer Zellen in den lymphatischen
Organen oder lymphatisch besiedelten Geweben. 80-85% davon sind B-Zell-Lymphome
(BZL) und nur 15-20% T-Zell-Lymphome (TZL). Aus diesem Grunde beschiftigt sich
diese Arbeit vorwiegend mit den BZL.

Die Inzidenz der BZL in Europa liegt derzeit bei ca. 5-7 Fillen pro 100000 Einwohner mit
einer steigenden Zahl von Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL), was deren intensive
Erforschung zur Verbesserung der Diagnostik, Therapie und Prognose verstindlich macht

(67).

Der Verdacht auf das Vorliegen eines Lymphoms basiert zumeist auf klinischen Befunden
(w. z. B. einer sogenannten B-Symptomatik mit Lymphadenopathie) und nicht selten auch
auf Zufallsbefunden wihrend eines stationdren Aufenthalts (sogenannte indolente
Lymphome). Bei Untersuchungen zur Kldrung anderer Krankheiten werden dabei z. B.
zufillig im Rontgenthoraxbild oder einer Sonographie des Abdomens lymphomverdichtige
Befunde erhoben (28, 67).

Die Erhirtung des Verdachtes erfolgt anhand einer exakten Anamnese entsprechend der
WHO-Graduierung oder dem Karnofsky-Index, der korperlichen Untersuchung, der
bildgebenden Verfahren (z. B. konventionelles Rontgen, Sonographie, CT, MRT),
laborparametrisch oder durch Organfunktionspriifungen (21, 46).

Jedes dieser Verfahren kann den Verdacht lediglich erhirten. Die Sicherung der Diagnose
ist bei lymphatischen Neoplasien fast immer an eine histologische Diagnostik gebunden.
Dabei werden zur exakten Diagnose neben morphologischen Kriterien insbesondere
immunhistochemische Expressionsprofile wie auch molekulargenetische Befunde

herangezogen.

Fiir die Auswahl der Therapie und zur Abschitzung der Prognose sind unterschiedliche
Aspekte von Bedeutung: Neben der Diagnose (gegebenenfalls mit Subtyp) spielt das

Grading (hoch- und niedrigmaligne) sowie der Ursprung des Lymphoms eine Rolle. Drei



Beispiele dienen der Verdeutlichung:

1. In der WHO-Klassifikation (siehe unten) unterscheidet man das noduldre
lymphozytenpridominante Hodgkinlymphom (NLPHD oder Paragranulom) von dem
klassischen Hodgkinlymphom (classical Hodgkin’s disease, cHD). Ersteres weist im
Vergleich zu dem cHD eine langsamere Progredienz, eine geringere Rezidivrate und eine
etwas bessere Therapieempfindlichkeit auf und sollte deshalb von dem cHD abgegrenzt
werden. In einigen Fillen ist auch die Unterscheidung zwischen cHD und T-zellreichem
groBzelligem B-Zellenlymphom oder ALCL schwierig. Zum Teil tragen mediastinale B-
Zellenlymphome Merkmale von Hodgkinlymphomen. Das Fehlen einer klaren Diagnose

stellt ein Problem fiir die Auswahl des richtigen Therapieschemas dar (74).

2. Je nach Malignitit weisen die Lymphome ein unterschiedliches Ansprechen auf

Chemo-, Immun- bzw. Strahlentherapien auf. Besonders schwierig gestaltete sich diese
Unterscheidung bisher bei den follikuldaren Lymphomen, die heute in drei verschiedene
Grade eingeteilt werden. Die noch als niedrig maligne geltenden Grade 1 und 2 werden
anders therapiert als die schon als hochmaligne beschriebenen follikuldren Lymphome
Grad 3 (nach WHO). Fiir eine optimale Therapiestratifizierung und gute Therapieerfolge
sind die exakte Unterscheidung zwischen hoch- und niedrig malignen Lymphomen und das

Staging (Ausdehnung) sehr wichtig.

3. Nicht nur eine exakte Diagnose, sondern auch das Wissen iiber die Entstehung der
Neoplasien kann von grofler Bedeutung fiir die Therapie und Prognose sein. Sekundir
hochmaligne Lymphome, die erst aus niedrig malignen hervorgegangen sind, haben eine
ungiinstigere Prognose als solche, die primdr hochmaligne sind. Hochmaligne B-
Zellenlymphome, die sich aus Zellen des Keimzentrums ableiten, weisen fast immer eine
bessere Prognose auf als solche, die sich von postgerminalen B-Zellen (memory B-Zellen)

ableiten.

Anhand dieser Beispiele kann festgestellt werden, dass fiir die meisten Therapieoptionen
und Prognosestellungen eine exakte Diagnosestellung, das Grading und die
Herkunftsbestimmung der Lymphome sehr bedeutsam sind.

Allerdings gibt es trotz verbesserter diagnostischer Methoden noch Fille, die sich

morphologisch nicht sicher klassifizieren lassen.



Optimal wire daher die Verwendung spezifischer Marker, die es erlauben, die Diagnose
sicher und auch ein Risikoprofil des Tumors zu erstellen (10). So wire es hilfreich, tiber
Marker zu verfiigen, die eine Vorhersage zum Ansprechen auf bestimmte Chemotherapien

erlauben oder die eine Stratifizierung in ,,Jow und high risk* zulassen.

Die morphologischen Nachweismethoden reichen fiir eine exakte Diagnose manchmal
nicht aus.

In der Praxis nutzt man schon seit langem die Immunhistochemie, mit der eine
Objektivierung der morphologischen Diagnostik moglich wird. Die derzeit bekannten und
gebriduchlichen Antikorper lassen zwar eine fiir klinische Zwecke ausreichend gute und
sichere Diagnostik der malignen Lymphome zu. Ziel muss es aber sein, nicht nur
Lymphomgruppen zu definieren, sondern dariiber hinaus diese auch histologisch zu
verstehen und interindividuellen Besonderheiten jedes Tumors und Patienten gerecht zu
werden. So ist man stidndig auf der Suche nach weiteren spezifischen Antikorpern, um

solche Probleme anzusprechen.

Besonders hilfreich und daher auch bedeutsam ist der Nachweis bestimmter
Transkriptionsfaktoren (TF). TF sind Proteine, die an der Transkription und ihrer
Regulierung beteiligt sind (73). Dazu binden sie an Promotor- und Enhancersequenzen.
Ihre Aktivitdt und Spezifitit kann durch Co-Faktoren / -Aktivatoren moduliert werden, die
direkt mit den DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren interagieren (35).

TF stellen eine neue Kategorie von intrazelluldren Leukozytenmarkern dar, die Hinweise
tiber die Herkunft und Differenzierung geben konnten. Sie konnten als Marker bestimmter
Lymphomsubtypen dienen und aufgrund ihrer hohen Sensitivitit schon kleinste Mengen an
Tumorgewebe nachweisen.

Unser besonderes Interesse gilt den Transkriptionsfaktoren Pax-5, Oct-1, Oct-2 und Bob-1.
Die in unserer Arbeit verwendeten Transkriptionsfaktoren sind ausschlieflich B-Zell-
Marker. Alle vier sind bisher in der immunhistochemischen Routinediagnostik noch nicht
vollstandig etabliert. Es bestehen derzeit Widerspriiche in der Literatur, unter anderem,
weil diese AK noch nicht bei den bedeutenden Diagnostikafirmen erhéltlich sind, und weil
verschiedene monoklonale und polyklonale AK mit unterschiedlichen Ergebnissen

verwendet wurden.



1.2. Die WHO-Klassifikation

Die WHO-Klassifikation, ein Gemeinschaftsprojekt der European Association of
Haemapathology und der US-Society for Haemapathology, stellt die derzeit aktuellste
anerkannte Klassifikation fiir Tumore des hdmatopoetischen und lymphatischen Gewebes
dar.

Sie wurde in enger Anlehnung an die REAL-Klassifikation entwickelt. In der WHO-
Klassifikation gelang es, bisher bestehende amerikanische und europdische

Klassifikationen zusammenzufassen (28).

Lymphatische Neoplasien kénnen prinzipiell nach verschiedenen Kriterien unterschieden
werden, w. z. B. nach morphologischen, immunhistochemischen, genetischen oder auch
klinischen Kriterien. Der WHO ist es gelungen, die bestehenden Klassifikationen, die zum
Teil erheblich voneinander abweichen, zusammenzufassen. Sie versuchte, neue
Unterscheidungsmerkmale miteinzubeziehen und auf klinische Aspekte vermehrt
einzugehen, um die praktische Anwendung im Alltag zu gewdhrleisten. Sie hilt dieses
System in einem iiberschaubaren Rahmen, um diese Klassifikation einer breiten Masse
zugdnglich zu machen (27). Somit stellt sie die erste weltweit einheitliche klinisch-
pathologische Klassifikation fiir maligne himatopoetische und lymphatische Erkrankungen

dar.

Die WHO unterteilt primédr nach Zellrethen (myeloische, lymphatische, histiozytische /
dendritische und Mastzellreihe) und innerhalb dieser vier Kategorien, soweit moglich, nach
Zelldifferenzierungs- und Malignitidtsgrad (hoch- und niedrig maligne). Jeder Neoplasie
wird, wenn moglich, eine Ursprungszelle zugeschrieben, von der sich der Tumor ableiten
lasst. Dabei werden Morphologie, Immunphénotyp, Klinik und genetische Merkmale
beriicksichtigt. Im Bereich der lymphatischen Neoplasien ging man verstiarkt auf den
klinischen Faktor ein und gruppierte nach Ausbreitungsmuster (iiberwiegend disseminiert,
leuk@misch, primér nodal oder extranodal).

Die lymphatischen Neoplasien gliedern sich in drei Gruppen: T- und NK-Zell-Neoplasien,
B-Zell-Neoplasien und Hodgkinlymphome. Innerhalb der B-Zell-Neoplasien unterscheidet
man wiederum die drei Kategorien Neoplasien aus unreifen Vorlduferzellen
(Lymphoblasten), reifzellige Neoplasien sowie die B-Zell-Proliferationen mit unklarem

Malignititspotential. Epidemiologische Parameter, die Atiologie und ein bestimmtes



Verhalten im Rahmen der jeweils angewendeten Therapie wurden berticksichtigt (88).

Tabelle 1: B-Zellneoplasien

WHO-Klassifikation (2000)

KIEL-Klassifikation (1988)

Vorlidufer B-Zellneoplasien

Vorldufer B-lymphoblastische / s Leukdmie
/ Lymphom

B-lymphoblastisch

Reifzellige B-Zellneoplasien

B-CLL (chronische lymphatische
Leukédmie) / kleinzelliges lymphozytisches
Lymphom

B-CLL, B-lymphozytisch,

lymphoplasmazytoides Immunozytom

B-PLL
(B-Zellprolymphozytenleukémie)

Prolymphozytenleukimie

lymphoplasmazytisches Lymphom
(Makroglobulinimie Waldenstrom)

lymphoplasmozytisch /- zytoid

(Immunozytom)

splenisches Marginalzonenlymphom

monozytoid, einschlieBlich Marginalzonen-

NHL

Haarzellenleukdmie

Haarzellenleukdmie

Plasmazellneoplasien:

- Plasmazellmyelom (multifokale
Plasmazellneoplasie)

- Plasmozytom (lokalisierte

Plasmazellneoplasie) (solitir / extraossir)

plasmozytisch

Marginalzonen-B-Zellenlymphom:

- extranodales Marginalzonenlymphom des
mukosaassoziierten lymphatischen Gewebes
(MALT-Lymphom)

- nodales Marginalzonenlymphom

monozytoid

follikuldres Lymphom zentroblastisch-zentrozytisches Lymphom
(cbce)
Mantelzellenlymphom zentrozytisch




WHO-Klassifikation (2000)

KIEL-Klassifikation (1988)

Reifzellige B-Zellneoplasien

diffuses groBzelliges B-Zellenlymphom:
-zentroblastisch

-anaplastisch

-plasmoblastisch

-immunoblastisch

-T-zellreich und histiozytenreich

-intravaskular

zentroblastisch (monomorphe, polymorphe
und multilobulierte Subtypen),
B-immunoblastisch, B-Zell groB3zellig
anaplastisch (ki-1 positiv)

mediastinales (thymisches) groB3zelliges B-

Zellenlymphom

priméres Lymphom in Ergiissen (effusion

lymphoma)

Burkitt-Lymphom / -Leukidmie

Burkitt-Lymphom / -Leukidmie

B-Zellproliferationen unbestimmten malignen Potentials

lymphomatoide Granulomatose

lymphoproliferative Storungen nach
Transplantationen und primérer oder
sekundédrer Immunsuppression, polymorphe

B-Zellproliferation

1.3. Aufbau des Lymphknotens

1.3.1. Allgemein

Es gibt vier wesentliche Lymphknotenkompartimente: die Pulpa, den Parakortex (T-Zell-

Zone), die Interfollikuldrzone und die Lymphfollikel (B-Zell-Zone).

Je nachdem, ob ein Antigenkontakt stattgefunden hat oder nicht, liegen die Lymphfollikel
aktiviert (Sekundirfollikel) oder inaktiviert (Primirfollikel) vor. Die Sekundirfollikel

setzen sich aus der zentralen hellen Zone mit den Zentrozyten, der weiter auf3en liegenden

dunklen Zonen mit

dendritischen Zellen (FDZ) zusammen.

den Zentroblasten und antigenprisentierenden follikuléren,




Sie werden von der Mantelzone, bestehend aus reifen, ruhenden B-Zellen, und der daran
angrenzenden Marginalzone umgeben. Die in der Marginalzone lokalisierten
monozytoiden B-Zellen und Marginalzonen-B-Zellen gehoren {iberwiegend zu
postgerminalen Memory-B-Zellen (reaktive B-Lymphozyten). Ihr folgt die aus T-
Lymphozyten, einzelnen Plasmazellen wund B-zelluldren Blasten bestehende
Interfollikulédrzone.

In der T-Zone finden sich in erster Linie kleine T-Lymphozyten und einzelne
interdigitierende, dendritische Zellen (IDZ).

In den Sinus bzw. sinusnah findet der erste Antigenkontakt statt.

1.3.2. Nicht neoplastische, reaktive Verinderungen des Lymphknotens

Bei der chronischen unspezifischen Lymphadenitis kann es zur Hyperplasie der einzelnen

Lymphknotenkompartimente kommen.

1.3.2.1. Follikulédre Hyperplasie (B-Zonen-Hyperplasie)

Die Kompartimente sind erhalten. Lediglich im Kortexbereich kommt es durch die
Vermehrung von Zentroblasten zu einer Vermehrung und VergroBerung der

Lymphfollikel. Die hellen Makrophagen erinnern an einen Sternenhimmel.

1.3.2.2. Hyperplasie der T-Zone (Parakortex)

Als Zeichen der priméren T-Zell-Antwort kommt es zu einer Verbreiterung des Parakortex,

bestehend aus T-Lymphozyten, IDZ und einzelnen Blasten.

1.3.2.3. Bunte Pulpahyperplasie

Durch Vermehrung von Lymphozyten und Blasten, v. a. Immunoblasten, kommt es zur

VergroBerung der Pulpa, moglicherweise mit Verdringung des Parakortex.

1.3.2.4. Plasmazellhyperplasie

Es kommt zu einer Verbreiterung der Pulpa durch die Vermehrung reifer Plasmazellen.

1.3.2.5. Monozytoide B-Zell-Reaktion (sogenannte unreife
Sinushistiozytose)
Bei Erhalt der Sinuswandungen kommt es im Bereich der Sinus zu einer Vermehrung von
monozytoiden B-Zellen. Das sind reaktive polyklonale, iiberwiegend prigerminale B-

Lymphozyten.



1.4. Lymphadenitis

14.1. Progressiv transformierte Keimzentren (PTG)

Hierbei wandern kleine Lymphozyten aus dem Follikelmantel in die Keimzentren ein, bis
diese vollstandig von einem Geflecht aus FDZ und Lymphozyten durchsetzt sind.

Differentialdiagnostisch sollte man an das Vorliegen eines Paragranuloms denken (siehe
Kapitel 1.6.1.). Die Atiologie der progressiv transformierten Keimzentren kann sehr
unterschiedlich sein. Ein kleiner Teil der Patienten weist simultan oder subsequent ein
NLPHD auf. Ein weiterer Teil zeigt Infektionen mit ungewohnlichen Erregern, wieder

andere eine immunologische / autoimmunologische Reaktion.

1.4.2. Piringer-Lymphadenitis
Die Piringer-Lymphadenitis kann man u. a. bei der Infektion mit Toxoplasma gondii
beobachten. Bei erhaltener Lymphknotenarchitektur zeichnet sie sich durch eine
kleinherdige, zum Teil inter- und intrafollikulidre Epithelioidzellreaktion ohne Verkédsung
und durch eine monozytoide B-Zell-Reaktion (unreife Sinushistiozytose) aus. Neben einer
B- und T-Zonenhyperplasie kommt es zu einer bunten Pulpahyperplasie. Die
monozytoiden B-Zellen bilden eine eigene immunhistochemisch abgrenzbare B-Zell-
Subpopulation, die meistens aus polyklonal transformierten B-Zellen hervorgeht. Die
Zellen, die eine monozytoide B-Zell-Differenzierung aufweisen, sind in der Mehrheit der
Fille naive B-Zellen, seltener postgerminale nicht-antigen-selektierte Keimzentrums-B-
Zellen. Sie sind nicht, wie frither angenommen, mit den Marginalzonen-B-Zellen verwandt
(91). Bei den plasmazytoiden Monozyten (DC-2-Zellen) der Piringer-Lymphadenitis

handelt es sich um spezialisierte lymphoide dendritische Zellen.

1.4.3. EBV-Lymphadenitis

Die Infektion mit Epstein-Barr-Viren kann zu einer Lymphadenitis fiihren.
Charakteristisch sind eine grole Anzahl EBV-positiver B-Blasten, die sich bei normaler
Immunabwehr extrafollikulér, nicht aber in den Keimzentren befinden. Die Menge und die
Lokalisation der EBV-positiven B-Blasten ist abhiingig vom jeweiligen Immunstatus des
Patienten (57). Bei schweren Immundefekten kommen die B-Blasten auch in den
Keimzentren vor. Daneben werden kleine Lymphozyten beobachtet. Durch die EBV-

Infektion kann es zu Transformationen kommen, die unter Umstdnden zur Bildung von
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hodgkindhnlichen Zellen fiihren konnen (39, 87). Es kann zur Entwicklung von
Burkittlymphomen kommen. EBV steht auch im Verdacht bei der Tumorentstechung
anderer reifer B-Zellenlymphome, w. z. B. den diffusen groBzelligen B-Zellenlymphomen,

eine Rolle zu spielen.

1.4.4. M. Castleman (Synonym: angiofollikulire Lymphknoten-Hyperplasie)

Der M. Castleman kann solitdr oder multizentrisch vorliegen. Man unterscheidet zwei
Formen:

1) Bei dem hyalin-vaskuldren Typ erkennt man eine starke Hyalinisierung der Follikel
(sogenannte "onionskin") und Gefille.

2) Der plasmazellreiche Typ ist weniger stark hyalinisiert. Dafiir kommt es zu einer
starken, selten monoklonalen Plasmazellvermehrung in der Interfollikuldrzone.

Der Typ 1 kommt meist lokalisiert, der Typ 2 nicht selten generalisiert vor. Der Typ 2
kann selten auch zu einem malignen Lymphom iibergehen. Mischformen kommen héufig

VOor.

1.5. Non-Hodgkin-Lymphome

Die Non-Hodgkin-Lymphome entstehen meist aus arretierten Differenzierungsstufen der
jeweiligen normalen Ausgangspopulation. Auch die reifen B-Zellneoplasien tduschen reife

Differenzierungsstufen nur vor.

1.5.1. Chronische lymphatische Leukémie der B-Zellreihe (B-CLL)

Die B-CLL zeigt eine leukidmische Ausbreitung mit Befall des Knochenmarks und der
Lymphknoten. Die Tumorzellen leiten sich von Zellen der Primiérfollikel oder der
Follikelmantelzone ab. Sie Dbilden follikeldhnliche Strukturen (Pseudofollikel,
Proliferationszentren) aus kleinen, reifzelligen B-Lymphozyten mit dichtem Chromatin
und schmalem Zytoplasmasaum. Sie sind nur wenig grofler als normale Lymphozyten.
Eingestreut findet man Prolymphozyten, Zellen mit aufgelockertem Chromatin und kleinen
Nukleolen, und Paraimmunoblasten. Das sind mittelgroBe bis grofle Zellen mit
aufgelockertem Chromatin, rund-ovalen Kernen, eosinophilen Nukleolen und basophilem

Zytoplasma. Im histologischen Bild heben sich die Proliferationszentren als helle Bezirke



auf dunklem, kleinzelligem Hintergrund ab.
Die oft chromosomal veridnderten B-Lymphozyten (u. a. Trisomie 12,13g-Deletion) sind

positiv fiir IgM, IgD, CD5, CD23, negativ fiir CD10.

Von der B-CLL abzugrenzen ist zudem eine bestimmte Variante, die sogenannte VCLL.
Es handelt sich um ein lymphozytisches Lymphom, das entweder CDS5-positiv oder CD25-

positiv ist oder nur partiell diese Antigene exprimiert, niemals jedoch beide zusammen.

1.5.2. Morbus Waldenstrom (Synonyme: Makroglobulindmie Waldenstrom,
lymphoplasmazytisches Lymphom (LPL), Immunozytom,
lymphoplasmozytischer Typ (Kiel-Klassifikation))

Der M. Waldenstrom ist eine lymphatische Neoplasie, die vor allem das Knochenmark, die
Milz und die Lymphknoten befillt. Es kommt zu einer Lymphozytose und Produktion
monoklonaler IgM-Paraproteine, die meistens auch ausgeschleust werden und dann zu
einer Hyperviskositit oder Kryoglobulinimie des Blutes fithren konnen.

Morphologisch kann es zu Ahnlichkeiten mit follikuliren Lymphomen, der B-CLL und
Marginalzonenlymphomen kommen. Die Bezeichnung lymphoplasmazytisches Lymphom
ist nur solchen Tumoren vorbehalten, die keine typischen Merkmale dieser anderen
Lymphome aufweisen w. z. B. Proliferationszentren, Pseudofollikel, Marginalzonen oder
monozytoide B-Zellen.

Durch die Proliferation von einheitlichen, kleinen lymphoiden Zellen und die diffuse
Infiltration fast aller Lymphknotenstrukturen inklusive der Lymphknotenkapsel wird die
Lymphknotenarchitektur zerstort. Das Infiltrat setzt sich v. a. aus hochdifferenzierten B-
Zellen (kleinen B-Lymphozyten, Plasmazellen und plasmazytoiden Lymphozyten) sowie
wenigen Immunoblasten, Mastzellen und reaktiven epithelioiden Histiozyten zusammen,
die sich in einem retikuldren Grundgeriist wiederfinden. Die Ursprungspopulation
entstammt wahrscheinlich den Follikelmantelzellen.

Im weiteren Verlauf kann es zu einer Transformation in ein diffuses grofzelliges B-
Zellenlymphom vom immunoblastischen Typ kommen.

Plasmazytoide Lymphozyten sind eine Zwischenform von Lymphozyten und
Plasmazellen. Sie haben einen groferen Kern als Lymphozyten, basophiles Zytoplasma
und lymphozytendhnliche Nukleoli. Plasmazytoide Zellen und Plasmazellen haben oftmals

PAS+ Einschlusskorperchen, die zytoplasmatisch liegenden "Russel”- und die nukledren
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"Dutcher"-Korperchen.

Immunphénotypisch lassen sich oberfldchliche und zytoplasmatische Immunglobuline und
typische B-Zell-assoziierte Antigene (CD19, CD20, CD22, CD79a) und selten CD23
nachweisen. Die fehlende Expression von CDS5 sowie ein starker zytoplasmatischer

Immunglobulin-Nachweis sind hilfreich in der Abgrenzung zur B-CLL.

1.5.3. Marginalzonenlymphom

Neben dem extranodalen Marginalzonenlymphom vom mucosa-associated-lymphoid-

tissue-type (MALT-Typ) gibt es zwei weitere Formen:

1.5.3.1. Primiir splenisches Marginalzonenlymphom

In der Milz kommt es zu einer Proliferation von kleinen Lymphozyten in der
Follikelmantelzone, die die Keimzentren in der weilen Pulpa umschlieBen und sie zum
Teil auch vollstindig ersetzen. In der Marginalzone hingegen liegen einzeln verstreute
transformierte Blasten und mittelgroe Zellen mit hellem Zytoplasma und aufgelockertem
Chromatin. Letztere dhneln den Marginalzonenzellen.

Die Rote Pulpa wird von beiden, den grofen und kleinen Zellen, infiltriert. In den
Zellhaufen findet man auch epithelioide Histiozyten und Plasmazellnester. Es kann zu

einer plasmozytischen Differenzierung kommen.

Im Lymphknoten zeigt sich ein dhnliches Bild wie in der Milz. Auch hier kommt es zu
einem Ersatz der Lymphfollikel durch Tumorzellen, allerdings Ildsst sich eine
Marginalzone weniger gut abgrenzen, da sich grofe und kleine Zellen vermischen.

AuBer der Milz und den Lymphknoten werden vor allem das Knochenmark und das Blut
befallen.

Ursprungszelle ist die post-germinale B-Zelle der Marginalzone.

1.5.3.2. Nodales Marginalzonenlymphom (Synonyme: monozytoides B-
Zellenlymphom (Kiel), parafollikulires BZL (Lukes-Collins))
Das monozytoide B-Zellenlymphom stellt das nodale Aquivalent eines niedrig malignen
B-Zellenlymphoms vom MALT-Typ dar. Es idhnelt den extranodalen (MALT) oder
splenischen Marginalzonenlymphomen, ist im Gegensatz zu diesen aber primér nur auf den
Lymphknoten beschrénkt (9).

Es leitet sich von monozytoiden B-Zellen ab. Das sind reaktive B-Lymphozyten, die unter
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anderem bei Lymphadenitiden (z. B. bei Toxoplasmose) und anderen Lymphomen
vorkommen. Es darf nicht verwechselt werden mit einer Ansammlung monozytoider B-
Zellen in den Sinus anderer niedrig maligner B-Zellenlymphome, wie es z. B. oft beim M.
Waldenstrom beobachtet wird.

Neben diesen kleinen bis mittelgroen Zellen mit breitem, blassem Zytoplasmasaum und
einem monozytendhnlichen Zellkern beobachtet man zentrozytenidhnliche Marginalzonen-
B-Zellen und kleine B-Lymphozyten. Einzelne transformierte Zentroblasten,
immunoblastenidhnliche Zellen und Plasmazellen sind eingestreut. Das Infiltrat beschrankt
sich anfangs auf die Sinus, Marginal- und Interfollikuldrzone, infiltriert aber nach und nach
diffus den ganzen Lymphknoten und separiert so die einzelnen Lymphfollikel voneinander.
Wenn es zur Metastasierung in die Milz kommt, so wird bandartig die weille Pulpa

infiltriert. Es kann zu einer plasmozytischen Differenzierung kommen.

Das monozytoide B-Zellenlymphom ist CD5-, CDI10- und CD23-negativ. An
chromosomalen Veridnderungen findet sich in der Hilfte der Fille eine Trisomie 3.

Gelegentlich geht es in ein hochmalignes Marginalzonenlymphom {iber.

1.54. Plasmozytom (Synonym: solitires Myelom)

Das Plasmozytom ist mit dem Multiplen Myelom zytologisch und immunophénotypisch
identisch. Im Gegensatz zum Multiplen Myelom zeigt das Plasmozytom aber kein

multifokales, sondern ein lokalisiertes osséres oder extraossiares Wachstumsmuster.

Dieses Lymphom entsteht durch die klonale Proliferation von Plasmazellen des
Knochenmarks und produziert monoklonale Immunglobuline (M-Komponente) ohne
Abwehrfunktion. Beim Plasmazellmyelom finden sich massenhaft Plasmazellen im
Knochenmark, die die anderen Knochenmarkbestandteile verdringen. Es zeigt sich ein
vielgestaltiges Bild. Reife Plasmazellen zeigen einen perinukledren Hof um den
exzentrisch gelegenen, radspeichenartigen Zellkern. Die unreifen Plasmazellen haben
oftmals mehrere Kerne, aufgelockertes Chromatin, eine hohe Kern-Plasmarelation,
prominente Nukleolen sowie verschiedene Einschlukorperchen.

Die Plasmazellen produzieren zwar zytoplasmatisch Ig, v. a. IgG, zeigen aber einen
Mangel an Oberflachen-Ig. Verschiedene genetische Verdnderungen wurden beobachtet.

Darunter eine verdnderte Expression des Pax-5-Gens auf Chromosom 9, die
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wahrscheinlich zu einem Verlust von CD19 fiihrt.

1.5.5. Follikuldre Lymphome

1.5.5.1. Ehemals zentroblastisch-zentrozytisches B-Zellenlymphom (cbcc)

Dieses mit am héufigsten vorkommende NHL zeichnet sich durch die Proliferation von
Zentrozyten und Zentroblasten und das Imitieren von Keimzentren aus. Zum Teil liegt ein
diffuses Ausbreitungsmuster vor. Die Mantelzone ist wenig ausgepragt.

Die kleinen bis mittelgroBen Zentrozyten besitzen einen eckigen und unregelmifBig
gekerbten Zellkern und helles Zytoplasma. Die Blasten sind gréBer als die Zentrozyten. Thr
runder oder ovaler Zellkern enthilt vesikuldres Chromatin, ein bis drei periphere Nukleoli
und wird von einem basophilen, schmalen Zytoplasmasaum umgeben. Zusitzlich
beobachtet man T-Lymphozyten und follikuldre dendritische Zellen. Zu 90% liegt eine
Translokation t(14;18) vor, die zur Uberexpression des bcl-2-Onkoproteins fiihrt und mit
dessen Hilfe man neoplastische von reaktiven Keimzentren immunhistochemisch
unterscheiden kann. Das follikulire Lymphom ist das einzige niedrig maligne B-
Zellenlymphom, das im frithen Stadium durch Radiochemotherapie heilbar ist. Umso
wichtiger ist der friihe und exakte Nachweis, z. B. durch die Immunhistochemie.

Man vermutet, dass der Anteil der Blasten mit dem Malignititsgrad der Lymphome
korreliert, so dass man sie in drei Grade einteilen kann (Grad 1, 2 und 3).

Wenn der Blastenanteil eines follikuldiren Lymphoms auf >16 / HPF (gemessen am
Durchschnitt von 10 / HPF) ansteigt, spricht man von einem follikuldren Lymphom Grad
3, wobei hier eine diffuse Blastenvermehrung (3a) von geschlossenen Blastengruppen (3b)
unterschieden wird. Nur die follikuldren Lymphome der Gruppe 3a und 3b werden heute

als hochmaligne angesehen.

Das follikulidre zentroblastische Lymphom der Kiel-Klassifikation entspricht z. T. der
Gruppe 3b (simultan sekundidr hochmaligne), z. T. entsteht es auch de novo als priméres

high grade Lymphom.

1.5.5.2. Ehemals zentroblastisches Lymphom (cb)

Das cb entsteht durch die diffuse Infiltration des Lymphknotens durch Zentroblasten des
Keimzentrums, die aber auch zu knotigen, follikelartigen Strukturen fithren kann. Der

rundliche Kern der Blasten enthilt helles Chromatin mit zwei bis drei randstindigen
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Nukleolen. Im Hintergrund sieht man wenige Immunoblasten und Zellen mit
multilobulierten Kernen.

Das cb exprimiert CD10, CD20 und CD79a, manchmal CD23 und, in aller Regel, kein
CDs.

1.5.6. Mantelzellenlymphom (Synonym: zentrozytisches Lymphom (Kiel))

Es kommt in einem Netzwerk aus FDZ zur Proliferation von aus der inneren Mantelzone
stammenden zentrozytendhnlichen Zellen. Diese Zellen sind klein bis mittelgroB3, zeigen
einen unregelméBigen gekerbten Kern, aufgelockertes Chromatin und einen sehr schmalen
Zytoplasmasaum. Blasten kommen nicht vor. Bei der klinisch bedeutsamen blastoiden
Variante kommen Zellen vor, die den Zentrozyten des Keimzentrums dhneln (43).

Das Ausbreitungsmuster kann die Mantelzone betonen, diffus oder vage nodulir sein. Im
Hintergrund liegen verstreut einzelne epithelioide Histiozyten. Viele kleine Gefidfle sind
hyalinisiert (69).

Die Lymphome sind in der Regel CD5-positiv, CD23- und CD10-negativ. Es werden sehr
selten neben CD5 auch CD10 und CD23 exprimiert. Typisch ist die Uberexpression des
Cyclin D1-Proteins, welches durch die Translokation t(11;14) hervorgerufen wird. Es zeigt

die ungiinstigste Prognose unter den sogenannten niedrig malignen BZL.

1.5.7. Diffuses grofBzelliges B-Zellenlymphom
Das diffuse groBzellige B-Zellenlymphom ist ein sehr haufiges Lymphom, das 20% aller

NHL ausmacht. Es kann spontan de novo als high grade Lymphom oder auch sekundir
noduldr aus weniger malignen Lymphomen entstthen (w. z. B. dem
Marginalzonenlymphom, follikuldren Lymphomen, der B-CLL oder dem NLPHD).

Es vereint eine heterogene Gruppe von Tumoren, die sich durch folgendes auszeichnet:

Die Tumorzellen gehen aus peripheren B-Zellen, den Keimzentren oder spiteren
Entwicklungsstufen hervor. Sie breiten sich diffus in nodalen oder extranodalen Strukturen
aus und bilden lokalisierte oder disseminierte Herde. Diese bestehen aus groBen,
transformierten lymphoiden Zellen (Zentroblasten und Immunoblasten) mit rund-ovalen,
sehr grolen Kernen und einer hohen Mitoserate im Vergleich zu den niedrig malignen
Lymphomen. In einigen Fillen konnen die Kerne gelappt sein. Das Chromatin erscheint
vesikuldr, der Zytoplasmasaum ist breiter als bei den lymphozytischen Lymphomen. Die

Zellen besitzen meistens zwei bis drei exzentrische Nukleoli, aber auch einzelne, zentral
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liegende kommen vor (Immunoblasten).

Morphologisch unterscheidet man zwischen fiinf Hauptvarianten, der zentroblastischen,
immunoblastischen, plasmoblastischen, T-zell- / histiozyten-reichen und anaplastischen
Variante. Die plasmoblastische Variante ist meist mit einer sehr ungiinstigen Prognose

verbunden.

1.5.8. Mediastinales (thymisches) groBzelliges B-Zellenlymphom

Das mediastinale grof3zellige B-Zellenlymphom ist ein klinisch definierter Subtyp des
diffusen groBzelligen B-Zellenlymphoms.

Es geht wahrscheinlich von thymischen B-Zellen aus und findet sich vor allem im
vorderen Mediastinum. Es zeigt eine starke Sklerosierungstendenz. Die Tumorzellen sind
klein bis mittelgro und &dhneln z. T. Zentroblasten des Keimzentrums oder auch
Hodgkinzellen. Der runde Kern wird von reichlich blassem Zytoplasma umgeben. Durch
eingestreute Lymphozyten und eosinophile Granulozyten kann es Ahnlichkeiten zu einem
Hodgkinlymphom aufweisen.

Es zeigt ein aggressives Wachstumsverhalten und breitet sich durch kontinuierliche

Infiltration angrenzender Strukturen (Perikard, Lunge, Brustkorb) aus (69).

1.5.9. Burkitt-Lymphom

Das Burkitt-Lymphom ist ein sehr aggressives, oft extranodal vokommendes Lymphom.
Die Mitoserate ist sehr hoch.

Das monomorphe Infiltrat besteht aus mittelgroBen Blasten des Keimzentrums und
phagozytierenden Makrophagen (sogenannte Sternenhimmelzellen). Die Blasten zeigen
einen rundlichen Kern mit mehreren sehr kleinen, meist zentralen Nukleolen, sowie einen
schmalen, Vakuolen enthaltenden, stark basophilen Zytoplasmasaum. Die diffus verteilten
Makrophagen haben ein helles Zytoplasma, das zwischen den dunklen und dichten
Zellverbianden der Blasten hervorsticht und an ein Sternenhimmelbild erinnert.

Neben dem klassischen Burkitt-Lymphom unterscheidet man das Burkitt-Lymphom mit

plasmoblastischer Differenzierung und das atypische bzw. Burkitt-dhnliche Lymphom.

Neben der Expression von CD10 ist eine Produktion von Ig-Schwerketten (IgH) typisch.
Es kommt oft zu der Translokation t(8;14) (Verdnderung der Ig-Schwerketten-Expression),

seltener zu t(2;8) oder t(8;22) (Ig-Leichtketten). Typischerweise ist dabei das c-myc-
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Oncogen transloziert.

Hervorzuheben ist bei diesem Lymphom das endemische Vorkommen bei Kindern in
Afrika, das in engem Zusammenhang mit EBV und dem Ausbreitungsgebiet der Malaria
steht. In den USA oder Europa kommt das Burkitt-Lymphom vor allem sporadisch vor und

scheint in weniger als 10% EBV-assoziiert zu sein.

1.5.10. groBzelliges anaplastisches Lymphom (Synonym: anaplastic large cell

lymphoma (ALCL))

Das ALCL stammt von aktivierten reifen zytotoxischen T-Zellen ab. Es zeigt eine grofle
Bandbreite in seiner Morphologie. Es gibt neben der gewohnlichen Form (70%) noch die
lymphohistiozytire, die sarkomatose, die groBzellige und die kleinzellige Variante.
Charakteristisch und in den meisten Varianten vorkommend sind groe lymphoide Zellen,
die einen pleomorphen, oft pferdehufformigen (,,horseshoe-shaped*) Zellkern aufweisen.
Daneben existieren kleinere Zellen mit dhnlicher Morphologie. Einige Zellen weisen
Invaginationen der Kernmembran auf, die wie Kerneinschliisse wirken. Diese Zellen
werden "doughnut"-Zellen genannt. Ist nur ein Teil des Lymphknotens betroffen, findet
man solide Verbdnde groBleibiger Zellen vor allem in den Sinus, wihrend eine diffuse
Durchsetzung des Parenchyms zur Zerstorung der gesamten Lymphknotenarchitektur
fiihrt. Beim ALCL unterscheidet man die primér kutane von der primir systemischen
Form. Die Expression des ALK-Proteins geht mit einer signifikant besseren Prognose

einher und sollte von der ALK-negativen Form unterschieden werden.

1.6. M. Hodgkin und Grenzfall M. Hodgkin / ALCL

1.6.1. M. Hodgkin (Synonyme: Lymphogranulomatose, Hodgkinlymphom)

In Europa stellt es die haufigste maligne Neoplasie bei Kindern und Jugendlichen dar und
macht insgesamt ca. 30-50% aller Lymphome aus.
Die typische zellulire Zusammensetzung und die unterschiedliche Klinik lassen das

Hodgkinlymphom in der Regel sehr gut von den NHL abgrenzen.

Fiir das Hodgkinlymphom typisch ist ein entziindliches Infiltrat mit nur wenigen,

monoklonalen lymphatischen Tumorzellen. Das sind zum einen grof3e Blasten, sogenannte
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Hodgkinzellen, einkernig und mit groBen Nukleoli, zum anderen die mehrkernigen
Riesenzellen, Sternberg-Reed-Zellen, mit basophilem Zytoplasma, einer prominenten
Kernmembran, aufgelockertem Chromatin und mindestens zwei groBen, eosinophilen
Nukleoli in je einem Kernlappen. Die Tumorzellen leiten sich wahrscheinlich von
Keimzentrums-B-Zellen ab, sehr selten einmal von Zellen der T-Zell-Reihe.

Oft sind die Tumorzellen rosettenartig von T-Lymphozyten umgeben. Sie befinden sich in
einem Netzwerk aus inflammatorischen und akzessorischen Zellen (Eosinophile,
Neutrophile, epithelioide Histiozyten, (Epithelioidzellen), Plasmazellen, Fibroblasten) und

Kollagenfasern.

Man unterscheidet das cHD mit seinen vier Untergruppen (Typ der noduldren Sklerose,
lymphozytenreicher Typ, Mischtyp, lymphozytenarmer Typ) von dem NLPHD. Wihrend
sich die vier Subtypen des cHD nur in Auftreten, Klinik, Wachstumsmuster und zelluldrer
Zusammensetzung unterscheiden, hebt sich das NLPHD zusitzlich epidemiologisch,
prognostisch und immunphénotypisch von den anderen vier ab (2, 16, 50, 82).

Die Tumorzellen in den NLPHD &hneln mutierten und antigenselektierten
Keimzentrumszellen, die Hodgkin- und Sternberg-Reed-Zellen (HRS) priapoptotischen
Keimzentrums-B-Zellen (41, 87). Die HRS-Zellen haben durch Mutationen ihre Fihigkeit
zur Ig-Produktion verloren und sollten eigentlich durch Apoptose sterben. Man nimmt an,
dass die HRS-Zellen der Apoptose durch transformierende Prozesse entgehen. Solche

transformierenden Prozesse konnen unter anderem durch EBV-Infektionen ausgelost

werden (39, 71).

Bei dem lymphozytenreichen Typ des cHD beobachtet man eine hohe Anzahl kleiner
Lymphozyten. Neutrophile und eosinophile Granulozyten kommen nur vereinzelt vor.

Der Typ der noduliren Sklerose zeichnet sich durch eine starke Sklerosierungstendenz
mit Bindegewebsstringen, knotigen Infiltratherden und sogenannten Lakunarzellen aus.
Die Zusammensetzung des Mischtyps dhnelt der des noduldren Sklerose-Typs, zeigt aber
allenfalls eine diskret interstitielle Fibrose. Typisch ist das Vorkommen von sogenannten
,mummified cells*, HRS-Zellen mit kondensiertem Zytoplasma und pyknotischen Kernen.
Die lymphozytenarme Form ist gekennzeichnet durch eine besonders groe Anzahl von
HRS-Zellen im Vergleich zu den anderen Formen. Es besteht ein flieBender Ubergang zum

grof3zelligen anaplastischen oder pleomorphen B-Zellenlymphom.
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Das Wachstumsmuster des NLPHD ist nodulédr. Die Mantelzone ist oft stark verbreitert.
Die Keimzentren sind mottenfraihnlich zersiedelt. In einem Netzwerk aus follikuldren
dendritischen Zellen mit kleinen Lymphozyten und epithelioiden Histiozyten findet man
typische Riesenzellen, sogenannte L-(lymphozytire) und H-(histiozytéire) Zellen, die zum
Teil wegen ihrer multilobulierten Kerne auch Popkornzellen genannt werden. Neutrophile
und eosinophile Granulozyten fehlen im Gegensatz zum cHD héufig.

Es besteht eine enge Beziehung zu den progressiv transformierten Keimzentren, die zum
Teil gleichzeitig mit dem NLPHD in einem Lymphknoten vorkommen und deren
Bedeutung als Vorlduferldsion zu diskutieren bleibt (53). Eine Abgrenzung zum T-
zellreichen groBzelligen B-Zellenlymphom ist in manchen Fillen nicht zweifelsfrei
moglich. Ebenso bestehen manchmal Schwierigkeiten, ein lymphozytenreiches cHD vom

NLPHD abzugrenzen.

Typisch fiir das cHD ist die relativ konstante Expression von CD30 und CD15, die beim
NLPHD fehlt. Bei den HRS-Zellen fehlen meist typische B-Zellantigene wie zum Beispiel
CD19 und CD20. HRS-Zellen haben hédufig monoklonale Ig-Rearrangements.

1.6.2. Grenzfall zwischen M. Hodgkin und ALCL

Das Infiltrat des ALCL besteht aus entdifferenzierten, anaplastischen Zellen. Sie liegen
meistens in dichten Zellhaufen beieinander und infiltrieren auch die Lymphknotensinus.
Diese z. T. mehrkernigen, groen Zellen konnen auch bizarre Kerne mit grofen,
prominenten Nukleolen besitzen, wodurch es zur Assoziation mit HRS-Zellen des M.
Hodgkin kommen kann. Das ALCL leitet sich meist von T-Zellen oder 0-Zellen (Zellen
ohne Expression von T- oder B-Zellantigenen) ab. Selten gibt es auch anaplastische
Varianten vom B-Zellen-Typ.

Von einem Grenzfall zwischen einem ALCL und M. Hodgkin spricht man, wenn man
morphologische und / oder immunhistochemische Uberschneidungen findet, so dass eine

eindeutige Zuordnung der Lymphomentititen nicht gelingt (12).
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1.7. Fragestellung und Ziele der Arbeit

1.7.1. Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir die Expression von Pax-5 (BSAP), Oct-1, Oct-
2 und Bob-1 in lymphatischen Neoplasien und verschiedenen reaktiven
Lymphknotengeweben. In der Literatur bestehen iiber die Validitdt der Ergebnisse derzeit
Widerspriiche. Wir wihlten dazu die Immunhistochemie, weil es bisher nur einzelne
immunhistochemische Untersuchungen dieser Transkriptionsfaktoren gibt. Die meisten
Arbeiten befassen sich mit Zelllinien und nicht mit Gewebe. Es gibt zahlreiche
Untersuchungen mit Western-Blot' oder In-Situ-Hybridisierung® (5, 24, 90). Die Western
Blot Analyse und die In-Situ-Hybridisierung sind technisch zu aufwindig, um sie im
Routinebetrieb durchzufiihren und groflere Patientenproben zu bearbeiten. Hier liegen die
Vorteile der Immunhistochemie. Sie nimmt in der pathologischen Routinediagnostik im
Vergleich zu den anderen Verfahren einen gro3en Stellenwert ein. Zudem erhoffen wir uns
Einblicke iiber die Expression zelluldrer Proteine, die in nur auf m-RNA-Ebene

basierenden Studien nicht abgeleitet werden konnten (20).

1.7.2. Ziele der Arbeit

Die vorgelegte Arbeit soll zeigen, ob der Nachweis der untersuchten
Transkriptionsfaktoren diagnostisch sinnvoll ist, und, ob ein solcher Nachweis auch zu
einer Stratifizierung der Diagnostik fiihren kann.

Die Ergebnisse der Arbeit sollen dazu beitragen, mit Hilfe dieser relativ neuen B-
Zellmarker bestimmte Lymphome oder Untergruppen voneinander abzugrenzen und
Hinweise iiber deren Herkunft, Entwicklung oder Entstehung liefern. Unter
Beriicksichtigung exakter Diagnosen liefe sich unter Umstinden ein Ansprechen auf

Therapieschemata ableiten.

' Der Western Blot ist ein spezifischer immunologischer Nachweis fiir Proteine nach gelelektrophoretischer
Auftrennung und Fixierung auf Membranen. Durch chromogengekoppelte Antigen-Antikorperreaktionen
konnen die Proteine sichtbar gemacht werden. Die nachgewiesenen Proteine sind ein Hinweis auf eine
spezifische Genexpression.

? Die In-Situ-Hybridisierung ist ein in der Gentechnologie etabliertes Verfahren, das mittels Gensonden zum

histologischen Nachweis und der Lokalisation von Genexpressionen dienen kann.
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Ein weiteres Ziel ist es, eine diagnostische Basis fiir die genannten Antigene zu schaffen,
um diese Antigene dann in grofleren Patientenstudien zu iiberpriifen und deren Expression
mit klinischen und prognostischen Markern zu Kkorrelieren. Daraus liefen sich

moglicherweise weitere Konsequenzen fiir die Diagnostik und Therapie ableiten.
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2. Material und Methoden

2.1. Untersuchte Gewebeproben

Mit Hilfe der immunhistochemischen ABC-Methode wurden 76 NHL, 15
Hodgkinlymphome, 5 Grenzfille zwischen Hodgkinlymphomen und ALCL und 12
Lymphadenitiden untersucht. Die Lymphadenitiden unterteilten sich in 3 Lymphadenitiden
mit progressiv transformierten Keimzentren unklarer Atiologie, 2 Piringer-
Lymphadenitiden (Toxoplasmose), 2 EBV-Lymphadenitiden und 5 Fiéllen von M.
Castleman (3 Fille vom hyalin-vaskuldren Typ, einem plasmazellreichen und einem
Mischtyp).

Die Priparate entstammten dem Lymphknotenregister der Medizinischen Universitit zu
Liibeck. Die Diagnosen wurden von erfahrenen Pathologen gemidl der WHO-

Klassifikation gestellt (27, 88).

Ein besonderes Augenmerk haben wir auf die Untersuchung der Lymphadenitiden gelegt,
da es im Hinblick auf Oct-1, Oct-2, Bob-1 und Pax-5 unseres Wissens nach noch keine
vergleichbaren immunhistochemischen Studien dariiber gibt. Dabei stehen einige
Lymphadenitisformen im Verdacht, Vorldufer bestimmter Lymphome =zu sein.
Lymphadenitiden mit progressiv transformierten Keimzentren konnen selten in NLPHD
tibergehen. EBV-Infektionen und damit auch EBV-Lymphadenitiden sind assoziiert mit
Burkitt-Lymphomen und anderen EBV-Lymphoproliferationen bis hin zum Ubergang in

diffuse grofzellige B-Zellenlymphome, im Besonderen bei immunsupprimierten Patienten.

In der vorliegenden Arbeit sollen definierte Antigene auf Zellen nachgewiesen werden.
Eine hervorragende Methode stellt die Immunhistochemie dar, bei der mit Hilfe
enzymmarkierter Antikdrper Antigene sichtbar gemacht werden. Sie zeichnet sich durch
exakte und reproduzierbare Ergebnisse, die leichte Erkennung der markierten Zellen fiir
das menschliche Auge und somit durch eine schnelle Auswertung aus. Sie eignet sich auch
dann, wenn nur eine geringe Anzahl von antigentragenden Zellen vorhanden ist (14, 38,

42).
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2.2. Die ABC-Methode

Die ABC-Methode (Avidin-Biotin-Complex) ist eine etablierte immunhistochemische,
indirekte Methode zum Nachweis von zelluldren Antigenen, die sich die hohe Affinitit von
Avidin zu Biotin zunutze macht (7).

Das gentechnisch hergestellte und reinere Korrelat zum Avidin, ein Glycoprotein mit vier
Bindungsstellen fiir Biotin, stellt das Streptavidin dar. Fiir die ABC-Methode verwendet
man nach dem Primirantikorper, der spezifisch gegen das zu bestimmende Antigen
gerichtet ist, einen Sekundir- oder sogenannten Briickenantikdrper, der mit Biotin markiert
ist. Er ist meist gegen den Fc-Terminus des Primérantikorpers gerichtet. An die
Biotinkomponente  des  Sekunddrantikérpers bindet nun der ABC-Komplex
(enzymmarkierter Streptavidin-Biotin-Complex). Dieser Komplex kann an drei von vier
Bindungsstellen Biotin binden und ist entweder mit dem Enzym Peroxydase oder wie in
unserem Fall mit alkalischer Phosphatase markiert. Das Enzym setzt ein Chromogen um,
wodurch das Antigen sichtbar gemacht wird.

Diese immunhistologische Methode ist aufgrund der hohen Affinitédt des Streptavidins zum
Biotin sensitiver als die meisten anderen indirekten Methoden (4 - 8-fach stirker als bei der

PAP- und APAAP-Methode) (7, 42, 59).

2.2.1. Primirantikorper

Es wurden polyklonale Antikorper aus dem Kaninchen bzw. im Falle von Pax-5 aus der
Ziege verwendet. Diese richteten sich gegen Pax-5, Oct-1, Oct-2 und Bob-1.

Um die Hintergrundfirbung durch unspezifische Bindungsreaktionen mit dem Gewebe
moglichst gering zu halten, wurde der Tris-Puffer im Verhiltnis 1:5 mit dem Serum des
Tieres verdiinnt, aus welchem der Sekundédrantikorper stammt (hier z. B. Mausserum). Der
Primérantikorper wurde so weit mit dem Tris-Mausserum-Gemisch verdiinnt, bis ein
Optimum zwischen Farbintensitit und moglichst geringer Hintergrundfarbung erreicht
war. Im Falle von Bob-1 und Pax-5 wurde dieses durch eine Verdiinnung von 1:100, bei

Oct-1 1:40 und bei Oct-2 1:150 erreicht.
2.2.2. Sekundirantikorper
Es wurde ein biotingekoppelter, gegen Kaninchen- bzw. Ziegenantikorper gerichteter

Antikorper aus der Maus verwendet. Die mouse-anti-rabbit-Immunglobuline wurden im
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Verhiltnis 1:300, die mouse-anti-goat-Immunglobuline im Verhilnis 1:500 mit Tris-Puffer
verdiinnt. Diesem Tris-Puffer wurde zuvor Humanserum in einem Verhiltnis 1:10
hinzugegeben, um eine unspezifische Bindung des Sekundirantikorpers an das Gewebe zu

verhindern.

2.2.3. Tertidrreagenz

Das dritte Reagenz, ein mit alkalischer Phosphatase markierter Streptavidin-Biotin-
Komplex (AB / AP-Complex), bindet an das Biotin des zweiten Antikorpers. Das dritte
Reagenz setzt sich aus je 9 ul der Komponente A (Streptavidin) und 9 ul der Komponente
B (biotingebundene Alkalische Phosphatase) pro 1000 ul Tris-Puffer zusammen, das zur
Komplexbildung 30° ruhte.

2.3. Verwendete Antikorper

Die B-Zellentwicklung ist eine in mehreren Schritten ablaufende Differenzierung, die von
hidmatopoetischen Vorliduferzellen iiber reife B-Zellen bis hin zu antikdrperproduzierenden
Plasmazellen bzw. Gedichtniszellen reicht. Sie wird bestimmt von der Expression
bestimmter proteincodierender Gene. Wichtige Faktoren fiir die B-Zellendifferenzierung

stellen dabei die Transkriptionsfaktoren dar.

2.3.1. PAX-5 (Synonyme: NF-HB, S-aBP, NFS-u-B1, LR1, EBB-1)
Pax-5 gehort der paired-box (Pax) — Genfamilie der Transkriptionsfaktoren an. Es codiert
fiir ein B-Zell-spezifisches Aktivator-Protein, BSAP. BSAP ist ein Transkriptionsfaktor,
der innerhalb des hdmatopoetischen Systems nur in Entwicklungsstufen der B-Zellreihe
vorkommt. Mit der Pax-5-Gen-Transkription wird in den Pro-B-Zellen begonnen (60). Sie
lasst sich in allen weiteren B-Zellstufen, auler in reifen Plasmazellen, nachweisen (55).
AuBler in B-Zellen kommt Pax-5 wihrend der embryonalen Entwicklung im
Mesencephalon, im Riickenmark sowie im erwachsenen Hoden vor (62, 99). Es existieren
von Pax-5 Isoformen, die in unterschiedlichen Entwicklungsstufen der B-Zellen

vorkommen (100).

Pax-5 beeinflusst verschiedene B-Zellfunktionen w. z. B. die Expression von B-
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Zellantigenen (22), die Expression von Immunglobulinen und den Ig-Klassenswitch. Es
spielt eine vermittelnde Rolle bei der Aufrechterhaltung des Gleichgewichtes zwischen der
B-Zellenvermehrung und der Ig-Ausschiittung und kontrolliert damit auch die B-

Zellenentwicklung. Die einzelnen Funktionen von Pax-5 werden teilweise noch erforscht.

Pax-5 verstarkt die Expression von B-Zellantigenen. Es scheint ein Schliisselprotein bei

der Transkriptionsregulation des B-zellspezifischen Gens CD19 zu sein (55).

Pax-5-Bindungsregionen findet man in der Nédhe und innerhalb von Ig-switch-Regionen.
Pax-5 bindet an den 3“Enhancer der Ig-kappa-Leichtketten und spielt eine regulierende
Rolle beim Ig-Klassenswitch. Unter anderem iibt Pax-5 eine wichtige Repressorfunktion
fir die Ig-Schwerkettenexpression aus, indem es die Aktivitit des 3alpha-
Schwerkettenenhancers supprimiert (49). Als Voraussetzung fiir eine hohe Ig-Produktion,
wie sie z. B. in Plasmazellen stattfindet, miisste also ein niedriger Pax-5-Spiegel vorliegen.
Genau dieses Phidnomen spiegelt sich immunhistochemisch durch die geringe bis sogar

fehlende Anféarbbarkeit der Plasmazellen und des Plasmozytoms wieder.

Pax-5 scheint ein wesentlicher Faktor fiir die Entwicklung der Vorlduferzellen in Richtung
,B-lineage* zu sein. Alternative Wege, d. h. Nicht-B-Zell-Entwicklungslinien (wie z. B.
die myeloische Zelllinie, die T-Zellenlinie), werden von Pax-5 gehemmt (18, 60, 61, 63).

Eine gezielte Hemmung des Pax-5-Gens fiihrte in Miusen zu einer Arretierung der B-
Zellentwicklung im Stadium der Pro-B-Zellen. Pax-5 wird nicht nur zum Durchlaufen,
sondern auch zur Aufrechterhaltung der B-Zell-Differenzierung benotigt. B-Zellen, die
durch Mutationen kein Pax-5 mehr produzieren konnen, entdifferenzieren wieder bis hin

zum Stadium pluripotenter himatopoetischer Stammzellen (8, 60, 61).

Vor kurzem wurde die regulierende Funktion von Pax-5 auch bei der Proliferation reifer B-
Zellen gezeigt.

Durch kiinstlich gehemmte Pax-5-Expression und dementsprechend niedrige Pax-5-
Spiegel fand in Milz-B-Zellkulturen nach Antigenkontakt nur eine stark verminderte
proliferative Antwort statt. Umgekehrt war die B-Zellproliferation bei hohen Pax-5-
Spiegeln verstiarkt. Durch die wichtige Rolle von Pax-5 bei der B-Zellproliferation
vermutet man, dass bei einer Dysregulation dieses Proteins neoplastische

Transformationen entstehen konnen.
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In diesem Zusammenhang werden zurzeit das diffuse groBzellige B-Zellenlyphom, der M.
Waldenstrom und das Marginalzonenlymphom untersucht. Bei letzteren beiden beobachtet
man regelmiBig Translokationen, die zu einer erhohten Pax-5-Expression fithren kénnen
(32, 55). Die Bedeutung dieser genetischen Liasionen mit den daraus resultierenden
erhohten Pax-5-Spiegeln bei der Tumorentstehung wird diskutiert.

Der Nachweis von Pax-5 in B-Zellneoplasien konnte wichtige Hinweise in Bezug auf die

Tumorentstehung liefern und somit zu optimierten Behandlungsstrategien fiihren (32).

2.3.2. Oct-1 (Synonyme: Octamer Binding Protein-1, NF3, OTF-1, OBP100)

Oct-1 ist ein ubiquitirer POU (Pit-Oct-Unc) - Doméinen-Transkriptionsfaktor, der
verschiedene Aufgaben bei der B-Zellreifung und —Differenzierung tibernimmt (4, 65).
Oct-1 kann als aktivierender oder hemmender Regulator auf die Gen-Transkription und
DNA-Replikation wirken (26). Durch Aktivierung des Ig-Promotors (Vkappa und VH) in
Verbindung mit dem Co-Aktivator Bob-1 kann Oct-1 die Ig-Synthese in B-Zellen
induzieren (54, 83).

Es sind gewebespezifische Isoformen von Oct-1 bekannt (47, 66), die bei unseren

immunhistochemischen Untersuchungen nicht unterschieden wurden.

2.3.3. Oct-2 (Synonyme: Octamer Binding Protein-2)

Oct-2 ist ein B-zellspezifischer Transkriptionsfaktor der POU-Familie, der regulierend bei
der Expression von B-Zellgenen wirkt. Auller in B-Zellen kommt Oct-2 nur noch in
Makrophagen vor (17). Je nach Zelllinie und Enhancer kann Oct-2 transkriptions-
repressorisch und / oder —aktivierend bei der B-Zellentwicklung und —differenzierung
wirken (23).

Durch Interaktion mit dem 3‘IgH-Enhancer iibt Oct-2 eine wichtige Funktion bei der
terminalen B-Zellreifung und der humoralen Immunantwort aus (54). Die frithe B-
Zellreifung im Knochenmark ist Oct-2 unabhéngig (31).

Durch die Aktivierung des Ig-Promotors (Vkappa und VH) in Verbindung mit dem Co-
Aktivator Bob-1 reguliert Oct-2 die Ig-Synthese und -Sekretion in B-Zellen. So wurden bei
Oct-2-negativen Maiusen selektive Ig-Isotyp-Expressionsdefekte beobachtet (83).
Keimzentren wurden nicht ausgebildet (81). Die Anzahl reifer B-Zellen war stark reduziert
(94). Es gab Unterschiede zwischen B1- und B2-Lymphozyten. Bl-Zellen sind von
peritonealen B-Zellen abgeleitete, CD5-positive und CD23-negative Zellen. Sie sind féhig,
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multivalente, unspezifische Polysaccharide von Bakterien zu erkennen, ohne dass sie zuvor
von antigenprisentierenden Zellen vorbereitet wurden. Von ihnen leiten sich die
Mantelzellenlymphome ab. Wihrend peritoneale Bl-Lymphozyten gar nicht entdeckt
werden konnten, wurde die Reifung und die Funktion von B2-Lymphozyten lediglich
gemindert (31).

AuBer in B-Zellen kommt Oct-2 nur noch in neuronalen Zellen vor (44, 72).

2.34. Gemeinsame Eigenschaften von Oct-1 und Oct-2

Die Oct-1- und Oct-2-Gene enthalten am N- und C-terminalen Ende jeweils eine
Transkriptionsaktivatorregion und in ihrem Zentrum eine DNA-Bindungsdomine, die
sogenannte POU-Domine. Diese Region ist homolog zu den Proteinen Pit-1, Oct-2 und
Unc-86 (POU) (44, 93).

Beide binden an Octamer-Elemente, die in diversen Regulatorsequenzen gefunden werden,
w. z. B. dem Ig-Promotor und Ig-Enhancer. Sie regulieren deren Aktivitidt und spielen so
eine wichtige Rolle bei der Transkription von Ig-Genen. Dazu interagieren sie mit Bob-1

durch ihre DNA-bindende POU-Doméne (4, 25, 77).

2.3.5. Bob-1 (Synonyme: B-cell Oct-binding protein-1, OCA-B, OBF-1)
Dieses Polypeptid ist ein B-zellspezifischer Transkriptions-Co-Aktivator von Oct-1 und
Oct-2 (45, 79). Er bindet nicht direkt an die DNA, sondern interagiert mit Oct-1 und Oct-2,
um seine verschiedenen Funktionen zu erfiillen (25, 34). Er spielt eine entscheidende Rolle
im antigenabhidngigen Stadium der B-Zellentwicklung sowie bei der humoralen
Immunantwort und wird benétigt fiir die Integration von Signalen (w. z. B.
Antigenrezeptoren) bei der Keimzellreifung (70, 81). Auf die frithe antigenunabhéngige B-
Zellreifung im Keimzentrum nimmt er keinen entscheidenden Einfluss (78), obwohl er in

Zelllinienstudien in allen Phasen der B-Zellentwicklung nachgewiesen werden konnte (70,

79).

AuBerdem aktiviert und verstirkt Bob-1 die Oct-1 und Oct-2 vermittelte Transkription von
Ig-Genen und ist verantwortlich fiir die Produktion verschiedener Ig-Isotypen (81, 92).

Bei fehlender Bob-1-Expression wird die humorale Immunantwort stark beeintrichtigt. Die
proliferative Antwort, d. h. die Anzahl der B-Zellen, ist stark reduziert, die Apoptose

gesteigert und die Migration in die B-Zellkompartimente sowie in die Peripherie gehemmt.
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Es kommt zu keiner Ausbildung von Keimzentren (29), und die Produktion sekundirer Ig-
Isotypen (IgA, IgG) bleibt aus (11, 34, 80). B-Zellen reifen nur bis zu dem Stadium aus, in
dem sie das Oberflichen-Immunglobulin IgM ausgebildet haben, und auch das IgM-
Crosslinking ist vermindert (58, 81).

Die frithe antigenunabhingige B-Zellentwicklung im Knochenmark wird nicht von Bob-1
beeinflusst, ebenso wenig wie die Plasmazellreifung und die Entwicklung von
Primirfollikeln (58).

Versuche mit Bob-1-negativen Miusen zeigten, dass Bob-1 eine wesentliche Rolle bei der
Expression des Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) - Rezeptors spielt. In der Literatur finden
sich Widerspriiche iiber den Einfluss von Bob-1 auf die Entwicklung der Marginalzone.
Samardzik (76) konnte keine Marginalzonen-B-Zellen in Bob-1-negativen Maéusen
nachweisen. Qin konnte keine Beeintrachtigung der Marginalzonen-B-Zellenentwicklung

bei fehlender Bob-1-Expression feststellen (70).

2.4. Firbeprotokoll

Da Oct-1, Oct-2, Bob-1 und Pax-5 bisher nicht in der Immunhistochemie etabliert waren,
musste das optimale immunhistochemische Férbeverfahren innerhalb der ABC-Methode
erst ermittelt werden. Wir variierten die Gewebevorbehandlung (Dampftopf mit
Zitronensdure, Mikrowelle mit Zitronensdure, EDTA oder Harnstoff, Proteinase-K auf
Heizplatte), die Inkubationszeiten der Andaureaktionen (von fiinf bis zwanzig Minuten)
und die Verdiinnungen der Primérantikorper (von 1:25 bis 1:300). Als optimale Variante
fiir die untersuchten Antikorper stellte sich ein Vorgehen wie in Tabelle Nr. 2 beschrieben

heraus:
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Tabelle 2: Fiarbeprotokoll

Antikorper | Gewebe Vorbehandlung | 1. Antikorper : 2. Antikorper :
(Mausserum / Tris- (HS / Tris-Puffer,
Puffer, 1:5) 1:10)

Bob-1 sieche Kapitel 2.1. [ 15" Dampftopf |[1:100 1:300 R

Oct-1 siehe Kapitel 2.1. [30” MwCs 1:40 1:300 R

Oct-2 sieche Kapitel 2.1. [ 15" MwCs 1:150 1:300 R

Pax-5 siehe Kapitel 2.1. [ 10" Dampftopf |[1:100 1:500 G

Legende zu Tabelle Nr. 2:

MwCs: Mikrowellenvorbehandlung in einer mit Zitronenséure (0,01 molar; pH=6,0) gefiillten Kiivette

HS: Humanserum
R: biotinylierte mouse-anti-rabbit-Immunglobuline
G: biotinylierte mouse-anti-goat-Immunglobuline

Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Mit einem Schlittenmikrotom wurden aus formalinfixiertem, paraffingebettetem Gewebe
4-5 um diinne Schnitte hergestellt, im Wasserbad bei 37°C entspannt, auf beschichtete
Objekttriger aufgezogen und bei 37°C fiir jeweils 12 Stunden im Brutschrank getrocknet
(13).

Die Gewebeschnitte wurden mittels Xylol (3x107) entparaffiniert und in einer absteigenden
Alkoholreihe (Isopropylalkohol 2x 100%, Ethanol 96%, Ethanol 70%, jeweils 27) und
Aqua destillata (2x57) rehydriert.

Zur Demaskierung der Antigene (13, 37) wurden die Schnitte mit Zitronensiure (pH=6,0;
0,01 molar) vorbehandelt. Diese Vorbehandlung erfolgte bei Oct-1 und Oct-2 in einem
Mikrowellenofen (2° bei 850 Watt, danach Oct-1 307, Oct-2 15” bei 150 Watt). BOB-1
wurde 157, Pax-5 107 in einem Dampftopf mit oben genannter Zitronensdure vorbehandelt.

Die Vorbehandlung wurde durch 2x Spiilen mit Tris-Puffer gestoppt.

Die Schnitte wurden nacheinander je 30° mit den verdiinnten polyklonalen

Primdrantikorpern  (Oct-1 1:40, Oct-2 1:150, BOB-1 1:100, Pax-5 1:100), den
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Sekundérantikorpern und dem Tertidrreagenz in einer feuchten Kammer inkubiert. Die

Bindungsreaktionen wurden jeweils durch zweimaliges Spiilen mit Tris-Puffer beendet.

Das Enzym alkalische Phosphatase des AB-Komplexes setzt am Ort des gesuchten
Antigens ein Chromogen um, wodurch das Antigen lokalisierbar wird. Dazu wurden die
Gewebeschnitte 30" mit der filtrierten Chromogenlosung auf dem Riittler inkubiert, danach
57 in kaltem, flieBendem Wasser gespiilt, 5” in Hamalaun nach Mayer gegengefirbt und

dann 107 in flieBendem, lauwarmem Wasser gebliut.

Das Eindeckeln erfolgte mit Aquatex-Kleber.

2.5. Kontrollen

Um die Zuverléssigkeit der ABC-Fiarbetechnik und die Spezifitit der Antikorper zu priifen,
benutzten wir bei jedem Féarbevorgang Negativ- und Positivkontrollen.

Zum Ausschluss falsch positiver Ergebnisse lieBen wir bei Lymphknotenpriparaten je den
Primér- und / oder den Sekundérantikorper weg.

Fir die Positivkontrollen wurden Lymphknotenpriaparate mit schon etablierten
Primérantikdrpern aus dem Kaninchen (NCL-IgMp, rabbit polyclonal anti human, Dako,
batch: 404301) in der Konzentration 1:200 nach 15 Minuten Vorbehandlung in der
Mikrowelle (Zitratpuffer) und mit Sekundérantikorpern aus der Maus (mouse anti rabbit,
Jackson-Immunoresearch-Laboratories, Code-Nr. 211-065-109) in der Konzentration 1:
300 gefirbt. Ebenso wurden ein etablierter Primédrantikorper aus der Ziege (Anti-MNDA
(C-19), sc-6051, Santa Cruz) sowie ein Sekundirantikorper (mouse anti goat, Jackson-
Immunoresearch-Laboratories, Code-Nr. 205-065-108), der gegen diesen Ziegen-

Antikorper gerichtet ist, verwendet.
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3. Ergebnisse

Zum Auswerten der immunhistochemischen Firbungen bewerteten wir die Stidrke der
Expression der Tumorzellen, jeweils bezogen auf die umgebenden nicht neoplastischen
Zellen bzw. Gesamtpopulation.

Alle Ergebnisse sind in den Tabellen Nr. 3 und 4 (sieche Anhang) zusammenfassend

dargestellt.

3.1. Lymphadenitis

Wir untersuchten Lymphknoten mit progressiv transformierten Keimzentren, die Piringer-
Lymphadenitis, die EBV-Lymphadenitis und den M. Castleman mit seinen drei
veschiedenen Subtypen hyalin-vaskulir, plasmazellreich und Mischtyp, der aber auch sehr
plasmazellreich war. Bei allen Lymphadenitisformen konnte man ein Keimzentrum, die
Follikelmantelzone und die Interfollikuldrzone durch unterschiedlich starke Expression der
untersuchten Antikorper abgrenzen. Die Transkriptionsfaktoren wurden in Zellen der B-

Zelllinie und in den B-Zellkompartimenten nachgewiesen.

Oct-1 und Oct-2 wurden stark in den Keimzentren, gering in der Mantelzone und
mittelstark im Interfollikulédrbereich exprimiert.

Bob-1 dagegen zeigte nicht nur in den Keimzentren sondern auch interfollikulédr eine sehr
starke Expression, wihrend die Expression der Mantelzone bei Bob-1 im mittleren Bereich
lag und damit etwas stéarker ausfiel als fiir Oct-1 und Oct-2.

Pax-5 hingegen zeigte die stirkste Expression in der Follikelmantelzone, etwas geringer
wurde Pax-5 im Keimzentrum exprimiert. Im Gegensatz zu Bob-1 wurde die

Interfollikuldrzone am schwichsten gefirbt.

3.1.1. Progressiv transformierte Keimzentren n=3

Mit Oct-2 lieBen sich die Keimzentren trotz nur mittelstark positiven oder z. T. negativen
Zentrozyten, dafiir aber méfig stark bis stark positiven Blasten, am stidrksten anfirben.
Daran schloss sich ein gemischter Follikelmantel an, deren Zellen mittelstark, wenig oder

tiberhaupt kein Oct-2 exprimierten. In der Interfollikuldrzone konnten alle firberischen
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Qualitdten nebeneinander beobachtet werden, von negativen bis hin zu sehr stark Oct-2
exprimierenden Zellen. Plasma- und Epithelioidzellen waren gering positiv.

Bob-1 zeigte mit sehr stark positiven Keimzentrumszellen und mittel- bis gering positiven
Follikelmantelzellen ein sehr #hnliches Firbeverhalten wie Oct-2. Die progressiv
transformierten Keimzentren exprimierten Bob-1 etwas geringer als die nicht
transformierten.

Oct-1 zeigte im Keimzentrum und in der Interfollikuldrzone ein sehr inhomogenes
Expressionsmuster. So konnte man negative Zellen neben allen Zwischenstufen
gleichzeitig neben sehr stark positiven Zellen beobachten. Der Follikelmantel war
iberwiegend negativ mit nur einzelnen schwach positiven Zellen.

Im Gegensatz zu den anderen drei Transkriptionsfaktoren wurde Pax-5 am stédrksten in der
Mantelzone exprimiert, nur etwas geringer im Keimzentrum und gar nicht oder nur gering

in der Interfollikuldrzone.

3.1.2. Piringer-Lymphadenitis n=2

Auch hier zeigten Oct-2 und Bob-1 ein sehr dhnliches Firbeverhalten, ndmlich ein sehr
stark angefédrbtes Keimzentrum und eine wenig bis mittelstark gefdarbte Mantelzone. Die
Interfollikuldrzone zeigte ein unruhiges Bild durch die unterschiedliche Expression von
Oct-1 und Oct-2. So konnte man negative Zellen neben stark positiven Zellen innerhalb
eines Pridparates beobachten.

Oct-1 wurde in den Keimzentren ausschlielich von den Blasten sehr stark exprimiert, von
den Zentrozyten nur miBig oder gar nicht. Ein #hnliches Verhalten zeigten die
Epithelioidzellen. Sie exprimierten Oct-1 ebenfalls nur méafig oder gar nicht. Nur einige
wenige waren starker positiv.

Auch bei der Piringer-Lymphadenitis zeigte Pax-5 ein genau umgekehrtes Féarbeverhalten
zu Bob-1. Nicht das Keimzentrum sondern der Follikelmantel zeigte die stérkste

Expression, das Keimzentrum férbte sich etwas geringer.

3.1.3. EBV-Lymphadenitis n=2

Oct-2 wurde im Keimzentrum mittel- bis sehr stark exprimiert, in der Interfollikuldrzone
nur mittel bis wenig. Auch hier zeigten die Zellen der Interfollikulirzone keine
gleichstarke Positivitit. So gab es negative, wenig und auch miBig positive Zellen

nebeneinander.
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Die Zellen im Keimzentrum exprimierten Oct-1 am stirksten, die Zellen der
Interfollikuldrzone gar nicht, mit Ausnahme einzelner mittel- bis stark positiver Zellen.
Beide Transkriptionsfaktoren wurden in monozytoiden B-Zellen nukledr nicht oder nur
gering nachgewiesen. In einem Fall wurde Oct-2 zytoplasmatisch gering exprimiert.

Bob-1 wurde im Keimzentrum und in der Interfollikuldrzone ebenfalls sehr stark
exprimiert, im Follikelmantel hingegen nur méBig bis gering.

Pax-5 wurde in der Follikelmantelzone am stirksten exprimiert, im Keimzentrum etwas
geringer und am wenigsten stark in der Interfollikuldrzone. Dort fand man gering bis
miBig stark positive und auch negative Zellen. Plasmazellen exprimierten vereinzelt Pax-5,
wohingegen in plasmazytoiden Monozyten keine Expression von Pax-5 gefunden werden

konnte.

3.14. M. Castleman n=5

3.14.1. Mischtyp n=1

Oct-2 wurde in den Blasten des Keimzentrums mittelstark, in den Lymphozyten hingegen
nur wenig exprimiert. Stark bis sehr stark wurde es in der Mantelzone exprimiert. Wie in
den anderen Untergruppen des M. Castleman zeigten sich die Zellen der
Interfollikuldrzone wieder einmal uneinheitlich. In diesen wurde Oct-2 gar nicht, wenig
oder mifig exprimiert.

Oct-1 zeigte eine nicht so deutliche Unterscheidung zwischen Blasten und Lymphozyten.
Im Keimzentrum wurde Oct-1 stark oder sehr stark exprimiert, in der Mantelzone aber nur
gering oder gar nicht.

Bob-1 wurde wie schon bei der EBV-Lymphadenitis sehr stark im Keimzentrum und in der
Interfollikulidrzone, aber nur wenig oder méBig im Follikelmantel exprimiert.

Bei Pax-5 wurde die Interfollikulidrzone mit sehr starker Positivitdt am stdrksten angeférbt,
das Keimzentrum etwas geringer.

Die Plasmazellen farbten sich bei Oct-2 nicht oder nur wenig, bei Oct-1 entweder nicht
oder mittelstark an. Wihrend sich fiir Bob-1 eine meist sehr starke Positivitét zeigte, wurde

Pax-5 in den Plasmazellen iiberhaupt nicht exprimiert.

3.1.4.2. hyaliner-vaskulirer Typ n=3

In den typischerweise regressiv verdnderten Keimzentren konnte kein Oct-2 nachgewiesen

werden. Dort, wo die Keimzentren noch erhalten waren, wurde Oct-2 allerdings sehr stark
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exprimiert. Nur mittelstark fiarbten sich die Zellen des Follikelmantels. In einem Fall
zeigten sich negative, wenig und auch méiBig gefirbte Zellen nebeneinander. Stark oder
sehr stark wurden Oct-1 und Bob-1 in der Interfollikulirzone exprimiert. Wihrend die
Mantelzone fiir Oct-1 negativ oder hochstens schwach positiv war, zeigten die Zellen bei
Bob-1 eine geringe bis mittlere Positivitit. Wie schon bei den anderen
Lymphadenitisformen beschrieben, zeigte sich eine sehr hohe Expression von Pax-5 in der
Mantelzone und eine etwas geringere in den Keimzentren.

In plasmazytoiden Monozyten konnten weder Oct-2 noch Pax-5 nachgewiesen werden. In
den Granulozyten wurde Oct-2 schwach exprimiert, und in den Endothelzellen wurden
weder Oct-2 noch Oct-1 exprimiert. Bei den antigenprisentierenden follikuldren
dendritischen Zellen fiel auf, dass sie negativ fiir Oct-1, aber stark positiv fiir Bob-1 waren.

AuBerdem wurde Bob-1 sehr stark in der Marginalzone exprimiert.

3.1.4.3. plasmazellreicher Typ n=1

Das Fiarbemuster des plasmazellreichen Subtyps fiir Bob-1, Oct-1, Oct-2 und Pax-5 dhnelte
sehr stark denen der anderen Subtypen. Hervorzuheben ist, dass einzelne Zellen des
Follikelmantels Oct-2 sehr stark exprimierten, wihrend es sich in den Plasmazellen nur
zytoplasmatisch nachweisen lie3. Bob-1 konnte nukledr in den Plasmazellen sogar stark bis
sehr stark nachgewiesen werden, Oct-1 nicht oder mittelstark. In der Marginalzone wurde

Bob-1 wie schon bei dem hyalinen-vaskulidren Typ sehr stark exprimiert.

3.2. Non-Hodgkin-Lymphome

3.2.1. Chronische lymphatische B-Zellen-Leukimie (B-CLL) n=10
In allen Fillen wurden bei der B-CLL Bob-1, Oct-1 und Oct-2 in den Blasten stirker

exprimiert als in den Lymphozyten. Bob-1 wurde am stédrksten exprimiert, was durch die
sehr starke Anfiarbung der Blasten und die mittlere Anfdarbung der Lymphozyten
demonstriert wurde. Oct-1 und Oct-2 wurden hingegen nur maBig exprimiert. Die
sogenannte Variante der B-CLL zeigte in der Mehrheit der Fille keine Expression oder nur
in einzelnen Zellen von Oct-1.

Pax-5 verhielt sich mit einer stirkeren Anfarbung der Lymphozyten im Vergleich zu den

Blasten genau umgekehrt zu den vorherigen Antikorpern. In allen Féllen lieB sich eine

33



hohe bis sehr hohe Positivitit der Lymphozyten und nur eine geringe oder mittlere

Positivitit der Blasten nachweisen.

3.2.2. M. Waldenstrom (lymphoplasmazytisches Lymphom) n=5

Auch hier konnte eine regelméBig hohere Expression von Oct-2 und Bob-1 in den Blasten
als in den Lymphozyten beobachtet werden. Fiir Oct-1 zeigten sich die Lymphozyten und
Blasten des M. Waldenstrom negativ. Pax-5 lie3 keine sichere Unterscheidung zwischen
Lymphozyten und Blasten zu. Aufler in einem Fall wurde Pax-5 immer sehr stark auf den
Tumorzellen exprimiert.

In einigen Fillen lieBen sich Oct-1 und Bob-1 auch zytoplasmatisch in unterschiedlicher

Intensitit auf den Tumorzellen nachweisen.

3.2.3. Marginalzonenlymphom n=11

3.2.3.1. Primér splenisches Marginalzonenlymphom n=6

Generell zeigten sich keine groen Expressionsunterschiede der neoplastischen B-Zellen
zwischen den Lymphknoten- und den Milzpréparaten, allenfalls fiir Oct-2 und Pax-5, die in
den Lymphknotenpriparaten stirker als in den Milzprdparaten exprimiert wurden. Oct-2
wurde in der Mehrzahl der Fille miBig stark exprimiert. Fiir Bob-1, Oct-1 und Oct-2 zeigte
sich, dass sich die Blasten meist stirker als die Lymphozyten oder allenfalls gleich stark
anfédrben lieBen. Die Lymphozyten waren meist nur schwach angefarbt. Fiir Pax-5 konnte
man dieses Phanomen genau umgekehrt beobachten. Die Blasten fiarbten sich mit einer nur
geringen oder méfligen Positivitdt weniger intensiv als die stark bis sehr stark angeféarbten

Lymphozyten.

3.2.3.2. Nodales Marginalzonenlymphom (monozytoides B-Zellenlymphom)

n=5
Bei den monozytoiden B-Zellenlymphomen zeigten sich fiir Bob-1, Oct-1 und Oct-2 das
typische Muster: die Blasten waren regelmiBig stirker positiv als die Lymphozyten. Oct-1
lie} sich mit einer nur geringen bis mittleren Positivitit der Blasten und der fehlenden oder
geringen Positivitidt der Lymphozyten am schwichsten nachweisen, Bob-1 mit einer sehr
starken Firbung der Blasten am meisten. Pax-5 wurde unterschiedlich stark exprimiert,

von schwach bis sehr stark positiv.
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3.24. Plasmozytom n=5

Nukledr konnte lediglich Bob-1 in den Tumorzellen nachgewiesen werden, und dieses
dann auch sehr stark. Die anderen Antikorper waren nicht nukledr nachzuweisen. Oct-1

zeigte aber eine sehr starke zytoplasmatische Positivitidt der Tumorzellen.

3.2.5. Follikulére Lymphome n=17

3.2.5.1. Follikuléres zentroblastisches Lymphom (cb) n=1

Da wir nur einen einzigen Fall untersucht haben, kann dieses Ergebnis nur mit Vorbehalt
interpretiert werden. Bei dem cb fanden wir eine sehr starke Positivitét fiir Oct-2, Bob-1
und Pax-5, jedoch nur eine geringe Anfédrbbarkeit einzelner Zellen fiir Oct-1 vor. Somit
weist das cb ein dhnliches Expressionsmuster wie das follikuldrer Lymphome, ehemals
cbee, auf. Zusitzlich lief sich eine schwache zytoplasmatische Positivitdt fiir Oct-1

nachweisen.

3.2.5.2. Follikuldres Lymphom (cbec) Grad 1, 2, 3 n=6, 5, 5

Die Antikorper zeigten untereinander nur geringe Unterschiede in ihrem Firbeverhalten.
Die Follikelzone exprimierte Oct-2 sehr stark im Gegensatz zur schwachen Auspriagung
von Oct-2 in der Mantelzone. Die Mantelzone war nicht oder nur schwach positiv fiir Oct-
1. Eine sehr starke Expression von Pax-5 beobachtete man bei nicht neoplastischen B-
Lymphozyten der Interfollikuldrzone und der Mantelzone.

Ein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Graden des cbcc lie3 sich nicht
ausmachen.

In den Blasten wurden Oct-2 und Bob-1 fast in allen untersuchten Fillen sehr stark
exprimiert und damit stérker, als in den mittelstark bzw. gering angefirbten Zentrozyten.
Mittels Oct-1 konnte nur schwer zwischen Blasten und Lymphozyten unterschieden
werden. Obwohl die Ergebnisse nicht durchgehend reproduzierbar waren, zeigte sich
tendenziell auch hier eine stirkere Expression in den Blasten. Im Gegensatz dazu féarbten

sich mit Pax-5 Blasten schwicher als die mittelstark bis stark gefdrbten Zentrozyten.

3.2.6. Mantelzellenlymphom n=4

Alle Fille des Mantelzellenlymphoms waren stark bis sehr stark positiv fiir Oct-2, Bob-1
und Pax-5. Bei Oct-1 beobachtete man eine etwas weniger intensive Farbung als fiir die

anderen Antikorper, die hier nur im geringen bis mittelstarken Bereich lag. In einem Fall
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wurde Oct-1 nur schwach exprimiert.

3.2.7. Diffuses groBzelliges B-Zellenlymphom n=9

Bob-1 wurde immer, Oct-2 iiberwiegend sehr stark exprimiert. In zwei Fillen, die als B-
zellreiche bzw. T-zellreiche Varianten beschrieben werden, konnte Oct-2 iiberwiegend nur
schwach oder nur in einzelnen Zellen nachgewiesen werden. Oct-1 zeigte ein eher
gemischtes Bild, das von gar keiner bis hin zu einer mittelstarken Expression reichte. In
den meisten Fillen lieB sich Oct-1 nur in einzelnen Zellen gering bis mittelstark
nachweisen. Pax-5 hingegen wurde in den meisten Féllen stark bis sehr stark exprimiert. In
den beiden zuvor beschriebenen B- bzw. T-zellreichen Varianten konnte Pax-5 allerdings
nur in einzelnen Zellen in unterschiedlicher Intensitdt, namlich gering bis mittelstark,

nachgewiesen werden.

3.2.7.1. Plasmoblastische Variante des diffusen groBzelligen B-
Zellenlymphoms n=5

Alle untersuchten plasmoblastischen Lymphome waren positiv fiir Bob-1, Oct-1, Oct-2
und Pax-5. Es gab lediglich eine einzige Ausnahme fiir Oct-1. Bob-1 wurde mit einer
durchgehend sehr starken Positivitdt am stidrksten exprimiert, Oct-2 und Pax-5 eher im
mittleren bis starken, Oct-1 im geringen bis mittleren Bereich. Damit &hnelte das
Verteilungsmuster der nachgewiesenen Antigene in den plasmoblastischen Lymphomen

sehr stark dem der anderen diffusen grofizelligen B-Zellenlymphome.

3.2.8. Mediastinales B-Zellenlymphom n=5

Das mediastinale B-Zellenlymphom wies eine durchgehend sehr starke Expression von
Bob-1 und Pax-5 auf. Oct-2 wurde mittelstark bis stark exprimiert und damit etwas stiarker

als Oct-1.

3.2.9. Burkittlymphom n=5

Hier konnte eine durchgehend sehr starke Expression von Oct-2, Bob-1 und Pax-5
beobachtet werden. Oct-1 hingegen zeigte ein inhomogenes Muster, das von nur einzelnen

einfach positiven Zellen bis hin zu gering oder mittelstark gefarbten Tumorzellen reichte.
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3.2.10. ALCL n=5§

In keinem dieser der T- oder 0-Zellreihe abstammenden Lymphome konnte eine

Expression von Oct-2, Bob-1, Oct-1 oder Pax-5 nachgewiesen werden.

3.3. M. Hodgkin

3.3.1. Lymphozytenpridominantes Hodgkinlymphom (Paragranulom) n=5

Oct-2 wurde durchgehend sehr stark in den Tumorzellen exprimiert. Die anderen
Antikorper waren uneinheitlich. So schwankte die Farbintensitdt fiir Bob-1 zwischen
gering und sehr stark. Auch innerhalb eines Falles waren Unterschiede zu bemerken. So
wurde in einem Fall das gleichzeitige Vorkommen negativer neben gering bis sogar stark
positiver Zellen beobachtet. Ahnliches galt fiir Oct-1, bei dem man innerhalb eines Falles
negative neben schwach positiven Zellen sehen konnte. Es gab aber auch Fille mit
durchgehend geringer bis mittelstarker Expression. Fiir Pax-5 gab es in der Mehrzahl der
Fille ebenfalls groe Schwankungen innerhalb eines Falles, die von schwacher bis zu

starker Expression reichten. Die negativen Tumorzellen waren jedoch in der Minderheit.

3.3.2. cHD, Mischtyp n=5, nodulire Sklerose n=5

Generell lasst sich kaum ein Unterschied der Expressionsmuster zwischen Féllen des M.
Hodgkin vom Mischtyp und denen der nodulidren Sklerose machen.

Die meisten Fille exprimierten kein Oct-2, und wenn, dann nur méBig stark oder schwach
in einzelnen Zellen. Es konnten nur in zwei von zehn Fillen durchgehend deutlich positive
Zellen nachgewiesen werden. Félle der noduldren Sklerose exprimierten Bob-1
durchgehend stark bis sogar sehr stark, wihrend bei dem Mischtyp bei drei von fiinf Féllen
zum Teil auch negative Zellen beobachtet wurden. Ungefdhr die Hilfte der Fille
exprimierte iiberhaupt kein Oct-1, die andere Hilfte zeigte gering bis mittelstark positiv
gefarbte Tumorzellen. In einem Fall konnte Oct-1 nur in einzelnen Zellen nachgewiesen

werden. Pax-5 wurde iiberwiegend schwach, in einem Fall auch mittelstark nachgewiesen.
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3.4. Grenzfall M. Hodgkin / ALCL n=5

In den Grenzfillen konnte keine Expression von Oct-2 nachgewiesen werden, und in nur
einem einzigen Fall wurde Pax-5 exprimiert. Im Gegensatz dazu wurde Bob-1 meistens
stark bis sehr stark exprimiert, zeigte jedoch innerhalb der einzelnen Fille verschiedene
Intensititen. Fiir Oct-1 konnte man ungefihr in der Hélfte der Fille gar keine und in der

anderen Hilfte der Fille eine schwache Expression nachweisen.

3.5. Reaktive, nicht neoplastische Zellkomponenten innerhalb der

untersuchten Lymphomfille

Die nicht neoplastischen Zellen der einzelnen Lymphknotenkompartimente zeigten ein
spezifisches Firbeverhalten in Bezug auf den jeweiligen Antikorper. Meist sind sie in
jedem Priparat unabhédngig von der vorhandenen Lymphomart vorzufinden und werden

hier zusammenfassend dargestellt.

Oct-2: Allgemein lésst sich fiir Oct-2 feststellen, dass sich die Keimzentren als Ort der
Proliferation und Differenzierung am stéarksten anfirben lieBen. Nach aussen folgten dann
ein sehr blasser oder z. T. negativer Mantel und eine wenig bis méfBig angefirbte
Interfollikulidrzone. Die Paragranulome allerdings zeigten in ihren Restkeimzentren nur
eine sehr geringe Positivitit. Es handelte sich dabei jedoch oft um progressiv
transformierte Keimzentren. Die Interfollikuldrzone konnte man bei ihnen als schwach
oder méBig stark positiv beschreiben. Die Mantelzone des follikuldren Lymphoms Grad 1
wies neben stark oder nur wenig angefidrbten Zellen auch ginzlich negative auf. Bei dem
M. Waldenstrom wurde zusitzlich eine schwache Positivitit von Granulozyten und

Vorstufen der Granulopoese festgestellt.

Bob-1: Auch fiir Bob-1 zeigte sich das Keimzentrum als das Kompartiment mit der
starksten Fiarbung. Die Farbintensitit war auch hier in der Mantelzone am schwichsten
ausgepragt, wobei sie bei den Mantelzonenlymphomen und den Paragranulomen
mittelstark, bei den Marginalzonenlymphomen aber nur gering oder iiberhaupt nicht
ausgepriagt war. Die Interfollikuldrzone zeigte wiederum eine starke bis sehr starke

Anfarbung und lag damit vom Intensititsgrad der Féarbung zwischen dem des
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Keimzentrums und dem der Mantelzone. Plasmazytoide B-Zellen exprimierten regelméfig
Bob-1. Epithelioidzellen wiesen eine mittelstarke Firbung wie die plasmazytoiden B-
Zellen auf, aber auch schwache bis sehr starke Positivititen. Bei dem M. Waldentrom
konnte zusitzlich im Knochenmark eine schwache Positivitit der Granulopoese und der

Megakaryopoese bei fehlender Positivitit der Erythropoese fiir Bob-1 beobachtet werden.

Oct-1: Die Expression von Oct-1 im Nicht-Tumorgewebe dhnelte stark der von Oct-2. So
fand man auch hier in den Keimzentren als Ort der Proliferation und Differenzierung eine
starke bis sehr starke Expression von Oct-1. Es folgte eine negative oder allenfalls schwach
positive Mantelzone und eine wenig bis méfig angefirbte Interfollikulidrzone.

Die Marginalzone zeigte ebenfalls eine eher schwache Anfirbung. Bei den follikuldren
Lymphomen Grad 2 konnte in einigen wenigen Zellen sogar iiberhaupt kein Oct-1
nachgewiesen werden. Davon aber hob sich das Marginalzonenlymphom ab, das in seiner
Marginalzone Oct-1 stark bis sehr stark exprimierte.

Bei den diffusen groBzelligen B-Zellenlymphomen konnte man zwischen einer negativen
inneren Marginalzone und einer zytoplasmatisch sehr stark positiven &dulleren
Marginalzone unterscheiden. AuBerdem konnten zytoplasmatische Farbungen schwach in
den Marginalzonenzellen des monozytoiden B-Zellenlymphoms und des zentroblastischen
Lymphoms nachgewiesen werden sowie sehr stark in der Mantelzone des
Marginalzonenlymphoms.

Die plasmazytoiden B-Zellen waren sehr kriftig bei dem M. Waldenstrom, aber schwach
positiv bei der B-CLL gefdarbt. Beim M. Waldenstrom zeigte sich bei ihnen auch
zytoplasmatisch eine schwache Positivitit fiir Oct-1.

In einem Fall der B-CLL zeigten die Zellen in den Sinus und Gefdlen nukleir eine mittlere
Positivitit und zytoplasmatisch in den Sinusinfiltraten eine méaBige Positivitdt fiir Oct-1.
Zusitzlich  zeigten die Ausfithrungsgiinge der Speicheldriisen, die Azini und
zytoplasmatisch auch die Makrophagen eine geringe Reaktion bei den plasmoblastischen

Lymphomen, die sich in den Tonsillen oder den grof3en Speicheldriisen manifestierten.

Pax-5: Die meisten Zellen zeigten bei Pax-5 die stdrkste Firbung im Bereich der
Mantelzone. Die Keimzentren férbten sich etwas geringer. Bei der B-CLL konnte man in
einigen Fillen auch eine starke Anfirbung von residuellen reaktiven Keimzentren
beobachten.

Bei den Marginalzonenlymphomen und in der normalen Milz konnte man zusétzlich eine
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nur schwach angefirbte innere und eine stark angefidrbte &@uBere Marginalzone
unterscheiden. Die Interfollikuldrzone exprimierte Pax-5 etwa gleich stark wie die
Keimzentren. Plasmazytoide B-Zellen waren positiv fiir Pax-5.

Eine sehr starke Expression von Pax-5 beobachtete man bei nicht neoplastischen B-
Lymphozyten der Interfollikuldrzone follikuldrer Lymphome Grad 1, 2, und 3. Etwas
geringer nur wurde Pax-5 in den interfollikuldren monozytoiden B-Zellen des

monozytoiden B-Zellenlymphoms exprimiert.
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4. Diskussion der Ergebnisse

Die Verwendung spezifischer Antikorper in der Immunhistochemie stellt die Basis fiir die
Diagnostik von Tumoren und die Feststellung von Rezidiven dar. Obwohl viele Patienten
mit Lymphomen eine komplette Remission erreichen, kommt es oftmals zu Riickfillen.
Werden dann oft nur kleine Gewebeproben entnommen (z. B. Stanzzylinder), um an ihnen
ein Rezidiv festzustellen, steht nur eine geringe Anzahl an Tumorzellen fiir diesen
Nachweis zur Verfiigung. Diese wenigen Zellen konnen bei histochemischen
Farbeverfahren leicht einmal unerkannt bleiben. Man braucht spezifische Marker, die in
der Lage sind, auch in wenig paraffingebettetem, formalinfixiertem Material Tumorzellen
zu identifizieren.

AuBerdem sollten Antikorper Hilfestellung bei schwierigen Diagnosen geben. Zu diesem
Zwecke untersuchten wir die Expression der Transkriptionsfaktoren Oct-1, Oct-2, Bob-1
und Pax-5 in NHL, Hodgkinlymphomen und reaktivem Lymphknotengewebe.

Die wichtigsten Ergebnisse, die in den Kapiteln 4.1. — 4.10. nédher beschrieben werden,

sind folgende:

1) Alle der untersuchten Transkriptionsfaktoren eignen sich zur Detektion von B-Zellen
und B-Zellneoplasien in der Immunhistochemie. Bisher waren die untersuchten Antigene
auf DNA-Ebene mit der PCRI, auf RNA-Ebene mit der RT-PCR und der In-Situ-
Hybridisierung etabliert. Einige Antikorper konnen zum Nachweis dieser Antigene auch
im Western Blot eingesetzt werden. Die immunhistochemische Analyse war bisher fiir die
genannten Antigene nicht vollstindig etabliert.

2) Die untersuchten TF sind bis auf Oct-1 in lymphatischem Gewebe B-Zell-spezifisch.

3) Bob-1, Oct-1, Oct-2 und Pax-5 charakterisieren unterschiedlich gut einzelne
Lymphomentititen:

3a) Oct-2 diskriminiert Paragranulome. Durch eine regelmiéllige Expression in den
Tumorzellen der Paragranulome und einer hiufig fehlenden oder nur partiellen Expression
in cHD und reaktiven Lymphadenitiden mit progressiv transformierten Keimzentren tragt
Oct-2 zu deren Unterscheidung bei.

3b) Bob-1 ist der einzige Transkriptionsfaktor, der auf Plasmazellneoplasien nachgewiesen

" In der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) werden mittels DNA-Hybridisierung selektive DNA-Abschnitte

amplifiziert. Sie kann dem Nachweis bestimmter Transkriptionsprodukte in Zelllinien dienen.
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wird. Er kann zusammen mit Oct-2 zur Unterscheidung des NLPHD von dem cHD
herangezogen werden. Es hilft auch bei der Unterscheidung zwischen Grenzféllen des M.
Hodgkin / ALCL und M. Hodgkin von den ALCL. Dabei werden die ALCL vom T- und 0-
Zellentyp nicht markiert.

3c¢) Oct-1 hilft bei der Unterscheidung des M. Waldenstrom versus B-CLL. In keinem der
M. Waldenstromfélle konnte eine nukledre Oct-1-Expression nachgewiesen werden,
wohingegen sich alle B-CLL-Fille positiv fiir Oct-1 zeigten.

3d) Mit Pax-5 wurde eine Zweiteilung der Marginalzone beobachtet. Zusitzlich
diskriminiert Pax-5 Hodgkinlymphome von ALCL, da die Hodgkinlymphome fast immer
Pax-5-positiv, und ALCL vom 0- und T-Zelltyp immer negativ sind.

4) Die Expressionsmuster der einzelnen Transkriptionsfaktoren variieren mit dem Stadium
der B-Zelldifferenzierung.

5) Die untersuchten Antikorper niitzen nicht fiir die Unterscheidung der einzelnen
Lymphadenitisformen und stellen bei vielen der untersuchten Lymphomentititen keine

harten diskriminierenden Marker dar.

4.1. Etablierung in der Immunhistochemie

In dieser Studie untersuchten wir die Expression von Bob-1, Oct-1, Oct-2 und Pax-5
mittels der Immunhistochemie. Bisher waren diese AK nicht ausreichend in der
Immunhistochemie etabliert. Die Immunhistochemie stellt aber eine relativ einfach
durchzufiihrende Technik dar und bietet weitere Vorteile (s. u.). Bisherige Untersuchungen
dieser AK in anderen Arbeiten beschrinkten sich vor allem auf molekularbiologische
Verfahren (wie z. B. der In-Situ-Hybridisierung, der PCR) oder dem Western Blot.

Die Ergebnisse der molekularbiologischen Techniken korellieren zwar in einem hohen
Prozentsatz mit der Immunhistochemie (15), konnen diese aber nicht vollstindig ersetzen.
Sie liefern nur begrenzt Informationen iiber die Verteilung im Gewebe und die subzellulire
Lokalisation von Proteinen (20). Ausserdem konnte eine geringere Protein-Expression in
Zelllinien als in nativem Gewebe festgestellt werden (22, 38).

Aus diesem Grunde sollte man bei dem Vergleich immunhistochemischer Ergebnisse mit
Ergebnissen anderer Verfahren sehr kritisch sein.

Nach Variation verschiedener Vorbehandlungsmethoden, Inkubationszeiten und

Verdiinnungen der Reagenzien optimierten wir schlielich das immunhistochemische
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Firbeverfahren dahingehend, dass die verwendeten Antikérper gegen Bob-1, Oct-1, Oct-2
und Pax-5 qualitativ hochwertige FErgebnisse mit nur wenigen unspezifischen
Hintergrundfarbungen lieferten. Alle untersuchten Transkriptionsfaktoren eignen sich zur

Detektion von B-Zellen und B-Zellneoplasien in der Immunhistochemie.

Die Zuverldssigkeit unserer Ergebnisse wird durch die regelmiBige und erfolgreiche
Verwendung dieser Antikorper in der Routinediagnostik der Universititsklinik Schleswig-

Holstein, Campus Liibeck, bestitigt.

4.2. B-Zellspezifitit

Von den 16 untersuchten Hodgkin- und Non-Hodgkinlymphomentititen wurden Bob-1,
Oct-1, Oct-2 und Pax-5 nur in den B-Zellneoplasien, nicht aber in den ALCL vom T- oder
0-Zelltyp exprimiert. Die positiv gefdarbten Zellen konnten morphologisch und
topographisch eindeutig der B-Zelllinie zugeordnet werden. Weitere Untersuchungen der
Arbeitsgruppe belegten, dass T-Zellneoplasien negativ fiir die Antigene waren.

Eine Ausnahme bildete Oct-1. Eine Oct-1-Expression konnte in einem nodulédren
Marginalzonenlymphomprédparat in den Ausfithrungsgingen von Speicheldriisen
nachgewiesen werden. In zwei Priparaten von Plasmozytomen war eine Oct-1-Expression
in Zellen der Erythro- und Granulopoese fraglich positiv. Das als ubiquitar geltende Oct-1
wurde in unseren Untersuchungen aber nur in solchen Zellen exprimiert, die sowieso
keinerlei Verwechslungsmoglichkeit mit B-Zellen zulieBen (Azinuszellen von
Speicheldriisen, Zellen der Erythro- und Granulopoese). So kann Oct-1 trotzdem zur
Unterscheidung von sich dhnelnden B- und T-Zellenlymphomen beitragen.

Man kann also feststellen, dass sich Oct-2, Bob-1 und Pax-5 sowie unter Vorbehalt auch
Oct-1 hervorragend fiir den Nachweis von B-Zellen und B-Zellneoplasien eignen. Sie

werden nur in Zellen der B-Zellreihe, nicht jedoch in Zellen der T-Zellreihe nachgewiesen.

43



4.3. Charakterisierung einzelner Lymphomentitiiten

4.3.1. Oct-2: Diskriminierung von Paragranulomen, NLPHD versus cHD;
Bob-1: Diskriminierung von Plasmozytomen, NLPHD und cHD versus
ALCL

Diffuse Auspriagungsformen von NLPHD (sogenanntes diffuses Paragranulom) fiihren oft
zu Schwierigkeiten bei der Diagnosestellung. Die hdufigsten Fehldiagnosen stellen das T-
zellreiche B-Zellenlymphom und das lymphozytenreiche cHD dar (89). L- und H-Zellen
sind charakteristisch fiir das Paragranulom, konnen aber oft nur schwer erkannt werden. In
der Immunhistochemie hebt Oct-2 spezifisch die L- und H-Zellen hervor. Die nicht
neoplastischen B-Zellen werden wesentlich weniger stark gefidrbt. Oct-2 kann als Marker
fiir die L- und H-Zellen fungieren.

Die Arbeit von Marafioti (51) bestéitigt unsere Ergebnisse: starke Positivitit der
Paragranulome fiir Oct-2, fehlende Positivitidt der cHD. Andere Arbeitsgruppen kommen
zu anderen, teilweise gegenteiligen Ergebnissen. Bargou (5) weist Oct-2 auch in cHD
nach, allerdings nur auf mRNA-Ebene und auch nur in Zelllinien. Daher lassen sich die

Ergebnisse von Bargou nicht direkt mit unseren Ergebnissen vergleichen.

Die Abgrenzung zum cHD fillt leicht, da in keinem dieser Fille Oct-2 durchgehend
nukledr exprimiert wurde. Die zytoplasmatische Farbung, die in wenigen Fillen auftrat,
scheint eine nicht reproduzierbare, unspezifische Hintergrundfiarbung zu sein, denn sie
konnte nicht nur in Tumorzellen, sondern auch in Nicht-Tumorzellen beobachtet werden.
Die Ausnahme stellen zwei Fille dar, in denen vereinzelt Zellen mit nukledren Fiarbungen
entdeckt wurden. Dann kann zusitzlich durch die gleichzeitige Betrachtung mehrerer
Antikorper Klarheit gewonnen werden. In der Immunhistochemie ist es seit langem
Brauch, ein Panel verschiedener AK fiir die Diagnosestellung heranzuziehen. Oft wird erst
durch die Verwendung und Auswertung verschiedener AK eine sichere Diagnosestellung
moglich.

Zu diesem Zweck eignet sich Bob-1, der Co-Faktor von Oct-2. Eine gleichzeitige
Expression von Oct-2 und Bob-1 konnte in keinem der Fille durchgingig beobachtet
werden. In den oben beschriebenen Fillen mit Oct-2-Positivitit von Tumorzellen waren

diese iiberwiegend negativ fiir Bob-1.
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Neben der praktischen Bedeutung fiir die Diagnosestellung in der Pathologie liefern unsere
Ergebnisse wichtige Hinweise fiir andere Fragestellungen. Zum Beispiel konnen sie der
Aufklarung der fehlenden Oberflichen-Ig-Expression in cHD dienen. L- und H-Zellen
unterscheiden sich von HRS-Zellen durch ihre meist vorhandene Ig-Expression, die den
HRS-Zellen fehlt (72).

Bisher nahm man an, dass die fehlende Ig-Expression in cHD ihren Ursprung in
Mutationen der Ig-Gene habe (40). Nach neueren Erkenntnissen scheinen die Ig-Gene
intakt zu sein. Eine Beeintrichtigung der Transkription entsteht moglicherweise aufgrund
einer verminderten Expression der Octamer-Transkriptionsfaktoren Oct-2 und / oder Bob-1
(7, 90). Oct-2 iibt eine regulierende Funktion auf die Ig-Synthese und -Sekretion in B-
Zellen aus. Bob-1 aktiviert und verstirkt die von Oct-1 und Oct-2 vermittelte Transkription
von Ig-Genen.

In vorliegender Arbeit korreliert der hohe Oct-2-Spiegel in Paragranulomen mit einer
intakten Ig-Produktion (95), umgekehrt die fehlende oder niedrige Oct-2-Expression in
cHD mit einer fehlenden Ig-Produktion. Auch in den zwei Fillen, in denen HRS-Zellen
Oct-2 exprimierten, kann keine Ig-Produktion stattfinden, da sie negativ fiir den obligaten
Co-Aktivator Bob-1 waren (45, 96).

Interessant wire eine immunhistochemische Doppelfarbung mit Anti-Ig- und Anti-Oct-2
bzw. Anti-Bob-1-Antikérpern, um den Zusammenhang zwischen der Ig-Produktion und
der Oct-2- und / oder Bob-1-Expression noch deutlicher darzustellen. In weiteren
Untersuchungen sollte gekldart werden, ob das Fehlen von Oct-2 und / oder Bob-1 die
alleinige Ursache der Ig-Gen-Deregulation darstellt und / oder, ob andere Mechanismen

zum Tragen kommen.

Eine weitere wichtige Rolle besitzt Bob-1 bei der Diskriminierung von Plasmozytomen
und plasmazytoid differenzierten B-Zellneoplasien. Wihrend alle untersuchten
Plasmozytome negativ fiir Oct-1, Oct-2 und Pax-5 waren, wurde Bob-1 immer nukleér
exprimiert. In unserer Arbeit exprimierten, abgesehen von ALCL, fast alle Lymphome
Bob-1. Betrachtet man zusétzlich Oct-1, Oct-2 und Pax-5, erhalten wir ein spezifisches
Expressionsmuster, das einzig den Plasmozytomen eigen ist, ndmlich positiv fiir Bob-1
und negativ fiir die anderen drei Transkriptionsfaktoren. Auf diese Weise trigt Bob-1 zur

Diagnosefindung von Plasmozytomen bei.

Eine ebenfalls deutliche Unterscheidung von Paragranulomen und cHD gelang den
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Arbeitsgruppen um Stein (90) und Marafioti (51) durch Bob-1. Sie wiesen eine starke
Expression in den Paragranulomen und eine fehlende Expression in den cHD nach. Diese
Ergebnisse entsprechen nicht denen der vorliegenden Studie. Unsere Studie beobachtete
bei Paragranulomen und cHD eine iiberwiegende Positivitidt, durchweg aber recht
gemischte Ergebnisse mit z. T. auch negativen Zellen. Eine Unterscheidung aufgrund der

Bob-1-Expression fanden wir nicht.

Mit Hilfe von Oct-1 konnte keine eindeutige immunhistochemische Unterscheidung
zwischen Paragranulomen und cHD, weder in der vorliegenden noch in Marafiotis Studie

erfolgen. Das gleiche gilt fiir Pax-5.

4.3.2. Oct-1: M. Waldenstrom versus B-CLL

Verschiedene B-Zellenlymphome, w. z. B. das Marginalzonenlymphom, die follikuldren
Lymphome und die B-CLL, konnen durch eine plasmazytoide Differenzierung
intrazytoplasmatische Immunglobuline aufweisen. Dadurch dhneln sie zum Teil dem M.
Waldenstrom (6). In unseren Untersuchungen hebt sich der M. Waldenstrom von den
anderen Lymphomen durch die fehlende Expression von Oct-1 ab, die bei den
Marginalzonenlymphomen, den follikuliren Lymphomen und der B-CLL jedoch
vorhanden ist. Oct-1 kann somit hilfreich fiir die Unterscheidung M. Waldenstrom / B-
CLL sein.

Wir beobachteten allerdings einen einzigen Fall einer B-CLL, der kein Oct-1 exprimierte.
Diesen Fall ordneten wir einer Variante der B-CLL zu. Die Variante der B-CLL ist das
sogenannte lymphoplasmazytoide Immunozytom der Kiel-Klassifikation, das in der WHO-
Klassifikation zur B-CLL gezihlt wird. Diese beiden Entititen sind morphologisch nicht
sicher zu unterscheiden. Klinisch kann eine Abgrenzung mittels Immunhistochemie aber
von Bedeutung sein. Es bleibt in einer groBBeren Fallstudie zu untersuchen, ob Oct-1 zur

Unterscheidung von B-CLL / Variante der B-CLL (VCLL) beitragen kann.

4.3.3. Pax-5: Hodgkinlymphome versus ALCL

In unserer Arbeit beschiftigten wir uns auch mit Grenzfillen zwischen ALCL und M.
Hodgkin. Uns sind bisher keine immunhistologischen Untersuchungen von Pax-5 und
Bob-1 bei solchen Grenzfillen aus der Literatur bekannt. Die meisten Studien beschrinken

sich auf die Untersuchung von Hodgkinlymphomen oder ALCL (20, 22, 36). ALCL leiten
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sich meist von T- oder 0-Zellen (Zellen ohne Expression von B- oder T-Zellantigenen) und
nur selten einmal von B-Zellen ab. Da Pax-5 ein B-Zellmarker ist, wurde er, abgesehen
von einem einzigen Fall, weder in den Grenzfillen noch in den ALCL nachgewiesen. Im
Gegensatz dazu entstammen die Hodgkinlymphome in der gro3en Mehrheit der Fille der
B-Zellreihe (41, 71) und exprimierten alle, wenn auch manchmal nur schwach, Pax-5.

Die Unterscheidung zwischen ALCL und M. Hodgkin ist deshalb wichtig, da sich
abhédngig von der Diagnose unterschiedliche Therapieschemata und Lebenserwartungen
ableiten lassen (12, 19). Ob sich ein Grenzfall eher dem ALCL oder dem
Hodgkinlymphom zuordnen lésst, ist bei den Grenzfillen somit von groler Wichtigkeit fiir
das klinische Vorgehen (69). Meistens leiten sich die Grenzfille vom 0- oder T-Zelltyp ab
und werden dann eher dem ALCL zugeordnet als dem M. Hodgkin. Es gab in unseren
Untersuchungen aber ein Grenzfallprdparat, in dem Pax-5 schwach exprimiert wurde.
Dieses spricht fiir die Zuordnung zur B-Zellreihe. Die Expression von Pax-5 in solchen
Grenzfillen fithrt in der angewandten Diagnostik zu einer Zuordnung zum
Hodgkinlymphom oder zur ALCL vom B-Zellentyp. Neben den bisher verwendeten
Unterscheidungsmarkern (wie z. B. ALK-Proteinen oder EBV-Molekiilen) kann auch Pax-
5 zur Unterscheidung zwischen cHD, Grenzfillen und ALCL beitragen.

Unsere Ergebnisse und die einer weiteren Arbeitsgruppe um Torlakovic (97) stehen im
Gegensatz zu Ergebnissen von Hsu (30). Seine Arbeitsgruppe konnte kein BSAP (Pax-5)
in HRS-Zellen nachweisen. Allerdings bediente er sich nicht der Immunhistochemie,
sondern molekularbiologischer Verfahren mit Zelllinien, was die Diskrepanz zu unseren
Ergebnissen erkldren konnte. Aus weiter oben bereits genannten Griinden korrelieren
Untersuchungen von Zelllinien nicht immer mit den Ergebnissen von Gewebe (22, 38).

Derartige Ergebnisse lassen sich also nur mit Vorbehalt miteinander vergleichen.

Als Unterscheidungshilfe von M. Hodgkin und ALCL bietet sich neben Pax-5 auch Bob-1
an. Wihrend keiner der ALCL-Fille Bob-1 exprimierte, waren die Hodgkinlymphome mit
nur zwei Ausnahmen positiv fiir Bob-1. Da auch die Grenzfille Bob-1 exprimierten, kann
dieser Antikorper nur in Zusammenhang mit weiteren Antikorpern eine

Unterscheidungshilfe zwischen Grenzfall und M. Hodgkin ermdéglichen.

4.3.4. Subtypen des klassischen M. Hodgkin

Die untersuchten Antikorper eignen sich nicht zur Differenzierung der Subtypen des cHD.
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Es bestehen keine wesentlichen Unterschiede in den Expressionsmustern des Mischtyps
und denen der Nodulédren Sklerose. Das konnte auch in der Arbeit von Re bestitigt werden

(72).

4.3.5. Subentititen des diffusen groBzelligen B-Zellenlymphoms

Die diffusen grof3zelligen B-Zellenlymphome reprisentieren eine heterogene Gruppe von
Tumoren (1). Bei der Auswahl der histologischen Prédparate haben wir darauf geachtet,
dass innerhalb der diffusen groBzelligen B-Zellenlymphome verschiedene Subtypen (wie
zum Beispiel T-zellreicher und plasmoblastischer Typ) vertreten waren. Wir untersuchten,
ob aufgrund unterschiedlicher Expressionsmuster diese Subentititen zu differenzieren sind.
Wir stellten fest, dass sich Bob-1, Oct-1, Oct-2 und Pax-5 nicht zur Differenzierung von
Subentititen eignen, da sich ihre Expressionsmuster zu sehr dhnelten und definierte Muster

fehlten.

Das diffuse groBzellige B-Zellenlymphom kann sekundir aus anderen Lymphomen, wie
zum Beispiel dem Marginalzonenlymphom, den follikuldren Lymphomen und der B-CLL,
entstethen. Der jeweilige Ursprung hat prognostische Konsequenzen (85). Wir
untersuchten, ob sich anhand der Expressionsmuster von Bob-1, Oct-1, Oct-2 und Pax-5
Riickschliisse auf die Herkunft des diffusen grofzelligen B-Zellenlymphoms (primér oder
sekundidr aus anderen Lymphomen entstanden) ziehen lassen. Wir fanden keinen
signifikanten Unterschied der Bob-1-, Oct-1-, Oct-2- und Pax-5-Expressionsmuster
zwischen den diffusen groBzelligen B-Zellenlymphomen und der B-CLL, den
Marginalzonen- und follikuldaren Lymphomen. Daher konnen diese Antikorper nicht fiir

eine Entscheidungshilfe fiir die Ursprungsbestimmung herangezogen werden.

4.4. Unterscheidung einzelner Lymphadenitisformen

Die vorliegende Arbeit sollte unter anderem untersuchen, ob die bei uns verwendeten
Transkriptionsfaktoren eine Hilfe bei der Unterscheidung der verschiedenen
Lymphadenitisformen darstellen konnten. Bisher sind uns keine Untersuchungen von Bob-
1, Oct-1, Oct-2 und Pax-5 bei Lymphadenitiden in der Literatur bekannt. Die Form einer

Lymphadenitis ldasst manchmal auf deren Ursache schlieen. Die Abgrenzung einzelner
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Entitdten voneinander kann in einigen Fillen schwierig sein. Die vier TF zeigten keine
wesentlichen  Unterschiede der Expressionsmuster zwischen den einzelnen
Lymphadenitisarten. Auch innerhalb der Gruppe der Castleman-Lymphome lieB3en sich der
hyalin-vaskuldre und der plasmazellreiche Typ nicht anhand von Expressionsunterschieden
sicher voneinander abgrenzen. Wir zeigten mit unseren Untersuchungen, dass sich Bob-1,
Oct-1, Oct-2 und Pax-5 nicht zur Diskriminierung der untersuchten Lymphadenitiden

verwenden lassen.

4.5. Lymphadenitis versus neoplastisches Aquivalent

In einigen Féllen kann die Unterscheidung zwischen Lymphadenitis und Neoplasie
schwierig sein. Lymphadenitiden mit progressiv transformierten Keimzentren konnen in
lymphozytenpridominante Hodgkinlymphome iibergehen. Bei progressiv transformierten
Keimzentren sollte man immer auch an das Paragranulom als Differentialdiagnose denken.
Im Gegensatz zum Paragranulom zeigten die progressiv transformierten Keimzentren nur
sehr wenige grofle Zellen, die positiv fiir Oct-2 waren. Alle L- und H-Zellen des NLPHD
waren dagegen immer stark positiv. Oct-2 bietet damit eine Entscheidungshilfe zur
Abgrenzung Paragranulom / Lymphadenitis mit progressiv transformierten Keimzentren.
Aus diesem Grund ist Oct-2 mittlerweile in der Diagnostik des NLPHD fest integriert (s.
0).

Pax-5 wird in den Marginalzonen- und monozytoiden B-Zellenlymphomen stark
exprimiert, wihrend die monozytoiden B-Zellen, die ihr nicht neoplastisches Aquivalent
darstellen, in den Piringer-Lymphadenitiden negativ waren. Pax-5 eignet sich somit
moglicherweise auch zur Unterscheidung des Marginalzonen- bzw. monozytoiden B-
Zellenlymphoms von der Piringer-Lymphadenitis.

In den anderen Fillen, z. B. bei der Abgrenzung Burkittlymphom / EBV-Lymphadenitis,
erwiesen sich Bob-1, Oct-1, Oct-2 und Pax-5 als nicht geeignet.

Die erhohte Expression einiger Transkriptionsfaktoren in den Lymphomen im Vergleich zu
ihren nicht neoplastischen Korrelaten kann nicht nur zur Differenzierung Neoplasie /

reaktives Gewebe beitragen, sondern kann auch Hinweise auf die Lymphomgenese liefern

(siehe 4.6.).
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4.6. Expression in Abhéingigkeit vom Differenzierungsgrad der B-Zellen

Die Stadien der B-Zellreifung sind im Einzelnen der Abbildung (Kap. 7.2.) zu entnehmen.
Sie unterscheiden sich nicht nur morphologisch voneinander, sondern auch durch ihre
charakteristische Antigenexpression. Auch Bob-1, Oct-1 (26), Oct-2 und Pax-5 werden in
Abhingigkeit vom Differenzierungsgrad unterschiedlich stark in den B-Zellen exprimiert

(siehe 7.2.).

4.6.1. Nicht neoplastische B-Zellen in den Lymphadenitiden

Die Blasten unterscheiden sich von den reiferen Lymphozyten durch ihre stidrkere
Expression von Oct-1, Oct-2 und Bob-1 sowie deren geringere Expression von Pax-5.
Diese Expressionsunterschiede lassen sich besonders gut bei der B-CLL, dem M.
Waldenstrom, dem Marginalzonen-, monozytoiden B-Zellen- und Mantelzellenlymphom
beobachten. Neben anderen Kriterien kann man diese Phidnomene zur
Unterscheidungshilfe zwischen Blasten und Lymphozyten heranziehen, was beim Grading

von Lymphomen von Bedeutung ist.

Die stiarkste Expression von Bob-1, Oct-1 und Oct-2 konnte im Keimzentrum ermittelt
werden. Die Follikelmantelzone wurde am schwichsten gefidrbt. Die Interfollikuldrzone
lag im mittleren Bereich. Die Keimzentren stellen die Kompartimente der B-Zellreifung
und -differenzierung dar. Da Oct-1 und Oct-2 als Transkriptionsfaktoren eine wichtige
Funktion bei der B-Zellreifung und -differenzierung zukommt, ist deren starke Expression

in den Keimzentren zu erkliren.

In den Keimzentren finden sich aktivierte B-Zellen, wihrend die B-Zellen in der
Mantelzone reife, ruhende B-Zellen sind. In einer Arbeit von Qin (70) wird eine stirkere
Expression von Bob-1 in aktivierten als in ruhenden B-Zellen beschrieben. Wir konnten

diese Ergebnisse immunhistochemisch bestitigen.

Pax-5 hingegen wurde am stéarksten in der Mantelzone, etwas geringer in den Keimzentren
und am wenigsten stark in der Interfollikuldrzone exprimiert. Zellen der Marginalzone
zeigten eine geringe bis gar keine Positivitt.

Pax-5 weist die stidrksten Positivititen in fritheren Entwicklungsstufen (ndmlich in

Mantelzonen-B-Zellen) als die anderen drei TF (Zentroblasten und —zyten) auf. Dieses
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Verteilungsmuster konnte sich durch die spezifischen Aufgaben, die Pax-5 bei der B-
Zellreifung iibernimmt, erkldren. Pax-5 wird aufgrund seiner Eigenschaften vor allem in
der frithen B-Zellreifung benétigt. So leitet es die Differenzierung der Vorlduferzellen in
Richtung ,,B-lineage* ein, indem es alternative Wege (w. z. B. die myeloische oder T-
Zellreihe) hemmt. Es verstiarkt die Expression und damit die Ausbildung von B-
Zellantigenen und ist ein Repressor der Ig-Schwerkettenexpression. Dieses sind
Eigenschaften, die vor allem in frithen Stadien der B-Zellentwicklung benétigt werden.
Zellen der frithen B-Zellentwicklung sind zumeist in der Mantelzone lokalisiert. Die starke
Expression von Pax-5 in der Follikelmantelzone konnte auf das Vorhandensein von Pax-5-
Zielgenen hinweisen. Erst nach Antigenkontakt formieren sich Keimzentren, und die B-

Zellen differenzieren zu Zentroblasten und -zyten.

4.6.2. Neoplastische B-Zellen der Lymphome

Reife B-Zellneoplasien ahmen hiufig eine normale B-Zelldifferenzierung nach.
Neoplastische B-Zellen konnen somit normalen B-Zellen dhneln, worauf unter anderem
die Nomenklatur und die Klassifikationen beruhen. Fast allen Lymphomen Iésst sich
anhand eines nicht-neoplastischen Aquivalents eine bestimmte Differenzierungsstufe
zuweisen (siehe 7.2.).

Man kann zum Teil aufgrund des Expressionsmusters auf die Abstammung der jeweiligen
Lymphome schlieBen. So unterstreicht die gleichzeitige starke Pax-5-Expression in B-
Zellen der Mantelzone und Tumorzellen der Mantelzonenlymphome deren gemeinsamen

Ursprung.

Oct-2 und Bob-1 zeigten eine starke Expression, vor allem in Lymphomen, die den
Entwicklungsstufen des Keimzentrums nahe stehen. Darunter fallen die follikuldren
Lymphome, das diffuse grofizellige B-Zellenlymphom und das Burkittlymphom. Mantel-
und Marginalzonenlymphome, die von diesen Entwicklungsstufen etwas weiter entfernt
sind, zeigten sich schwicher positiv.

Am Ende der B-Zellentwicklung stehen Plasmazellen. Von ihnen lassen sich die
Plasmozytome ableiten. Wihrend Bob-1 in Plasmozytomen sehr stark exprimiert wurde,
erwiesen sie sich fiir Oct-2 negativ. Die Ergebnisse fiir Bob-1 entsprechen hiermit den
Ergebnissen von Qin (70). Qin konnte in Zelllinienstudien eine Bob-1-Expression in allen

Phasen der B-Zellentwicklung nachweisen.
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Eine Erklédrung fiir die Expression von Bob-1 in Plasmozytomen konnte in der Bedeutung
von Bob-1 fiir die Produktion von Immunglobulinen liegen (29). Es werden in

Plasmozytomen meist massiv Immunglobuline produziert.

Im Gegensatz zu den Plasmazellen haben die Plasmozytomzellen die Fahigkeit zur Oct-2-
Expression verloren. Die Aufgaben von Oct-2 scheinen in malignen Plasmazellen keine
Bedeutung mehr zu haben, da Oct-2 unter anderem fiir die Ausbildung von Ig-Isotypen
verantwortlich ist (83, 84). In Plasmozytomen jedoch findet kein Isotypenswitch statt, da

alle Immunglobuline von demselben differenzierten Zellklon abstammen.

Oct-1 wurde am stédrksten in den follikuldren Lymphomen exprimiert, in den angrenzenden
Entwicklungsstufen weniger.

Die Differenzierungsstufen der B-Zellen variieren nicht nur zwischen den einzelnen
Lymphomen, sondern zum Teil auch innerhalb einer Lymphomentitit. Die diffusen
grof3zelligen B-Zellenlymphome stammen von peripheren antigenstimulierten B-Zellen ab,
von denen man annimmt, dass sie unterschiedliche Differenzierungsgrade aufweisen
konnen. Oct-1 weist eine stark variierende Expression innerhalb der diffusen grof3zelligen
B-Zellenlymphome auf. Wihrend einige Fille negativ fiir Oct-1 waren, wurde es in
anderen Fillen stark exprimiert. Diese uneinheitlichen Expressionsmuster konnten fiir das
Vorliegen unterschiedlicher Differenzierungsgrade innerhalb ein und derselben

Lymphomentitit sprechen.

Pax-5 wurde im Gegensatz zu den anderen Transkriptionsfaktoren, aber in Analogie zu den
nicht neoplastischen Gegenstiicken, stirker in den Lymphomen der prigerminalen
Entwicklungsstufen exprimiert. In Mantelzonen-, Burkitt- und bestimmten diffusen
groBzelligen B-Zellenlymphomen fanden sich die stirksten Positivitdten fiir Pax-5. In den
follikuldren und Marginalzonenlymphomen fielen die Positivitidten schwicher aus. In den
Plasmazellneoplasien wurde es nicht exprimiert. Die fehlende Pax-5-Expression in
Plasmazellen gilt als Voraussetzung fiir die Immunglobulinproduktion, da Pax-5 auf diese

repressorisch wirkt (18).

Aus diesen Funktionen wird deutlich, dass hohere Oct-1-, Oct-2- und Pax-5-Spiegel in den

Lymphomen zu erwarten sind, die aus nicht plasmozytisch differenzierten Zellen stammen.
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4.7. Bedeutung der Dysregulation von Pax-5- und Bob-1-Genen fiir die

Lymphomgenese

Chromosomale Mutationen w. z. B. Translokationen oder Deletionen spielen eine wichtige
Rolle bei der Pathogenese maligner Erkrankungen. Verdnderungen in den betroffenen
Genen konnen sich durch eine veridnderte Expression der von ihnen codierten Proteine
dulern.

Pasqualucci (68) vertritt die Meinung, dass Hypermutationen im Bereich von Pax-5-Genen
zur Lymphomgenese beitragen konnen, legen sich aber nicht fest, ob eine
tiberdurchschnittlich hohe oder niedrige Pax-5-Expression dafiir verantwortlich ist.

Es gibt Hinweise darauf, dass eine {ibernormal hohe Pax-5-Expression zur
Tumorentstehung beitragen kann. Versuche mit B-Zellkulturen der Milz haben eine
verstirkte B-Zellproliferation bei hohen Pax-5-Spiegeln nachgewiesen (36). Auch wihrend
der normalen B-Zell-Differenzierung wird Pax-5 sehr stark exprimiert, z. B. in den
Mantelzellen. Ein hoher Pax-5-Spiegel an sich scheint nicht zur Tumorentstehung
beizutragen. Man vermutet, dass eine Dysregulation der Expression mit "unnormal” hohen
Pax-5-Spiegeln im Vergleich zur normalen Expression notwendig ist, um zur Entstehung
neoplastischer Transformationen beitragen zu konnen (55, 64). Unter diesen
Gesichtspunkten erscheinen in vorliegender Arbeit die Mantelzonen-, mediastinalen- und
Burkittlymphome mit ihrer starken Positivitét fiir Pax-5 besonders interessant fiir weitere
Analysen zu sein.

Um einen "unnormal" hohen Pax-5-Spiegel zu erkennen, verglichen wir die Lymphome
mit ihren nicht neoplastischen Aquivalenten in den Lymphadenitiden. Dem
Mantelzonenlymphom wiirden dementsprechend Mantelzellen, dem mediastinalen B-
Zellenlymphom Zentroblasten und dem Burkittlymphom prigerminale / germinale Blasten
zugeordnet werden. Bei diesen drei Lymphomen konnten jedoch keine hoheren
Expressionen von Pax-5 als in den nicht neoplastischen Korrelaten nachgewiesen werden.
Bei den Marginalzonen- und monozytoiden B-Zellenlymphomen konnte aber eine
verstirkte Expression nachgewiesen werden. Beide leiten sich von monozytoiden B-Zellen
ab, die unter anderem auch bei der Piringer-Lymphadenitis vorkommen. Beide
Lymphomentitidten exprimierten Pax-5. Die monozytoiden B-Zellen der beiden Piringer-
Lymphadenitisfille waren dagegen negativ.

Da Pax-5 viele Stoffwechselwege der Zellen beeinflusst, konnten erhohte Pax-5-Spiegel,

wie sie in den Marginalzonen- und monozytoiden B-Zellenlymphomen, nicht aber in den

53



Lymphadenitisfillen zu finden sind, fiir die Tumorentstehung eine Rolle spielen (56).

Interessante Aspekte bietet auch das lymphoplasmazytische Lymphom. Eine typische
Translokation, t(9;14)(p13;q32), die beim M. Waldenstrom gehduft vorkommt, liegt direkt
neben der Ig-Schwerketten-Region, die von Pax-5 beeinflusst wird (32). Durch diese
ortliche Nédhe kann es zur Pax-5-Dysregulation kommen. Ob man mit Hilfe erhohter Pax-
5-Spiegel den Verdacht iiber das Vorliegen einer solchen Translokation
immunhistochemisch erhidrten kann, ist bisher nicht geklirt (98). Der Nachweis dieser

Translokation kann fiir die Prognose von Bedeutung sein (3).

Nicht nur eine Uberexpression von Pax-5, sondern auch die von Bob-1 steht in dem
Verdacht, die Entstehung von Lymphomen zu fordern. Greiner (24) schreibt einer Bob-1-
Uberexpression eine wichtige Rolle bei der Entstehung von Keimzentrumslymphomen zu.
Dazu zihlen auch diffuse grofzellige B-Zellenlymphome und die follikuldren Lymphome.
Die Bob-1-Uberexpression sei zudem ein charakteristisches Merkmal der
Keimzentrumslymphome, durch die man sie von prd- und postgerminalen Lymphomen
unterscheiden konne.

In unserer Arbeit konnten wir mittels der Immunhistochemie eine solche Uberexpression
nicht nachweisen. Die Bob-1-Expression fiel in den follikuldren Lymphomen nicht stirker
aus als in ihrem nicht neoplastischen Korrelat. Von einer Uberexpression kann also nicht
gesprochen werden. Bob-1 wurde auch in den prd- und postfollikuldren Lymphomen
kréaftig exprimiert. Die follikuldiren Lymphome heben sich also nicht von préd- und
postgerminalen Lymphomen ab. Im Gegensatz zu Greiner konnen wir die Verwendung
von Bob-1 als Marker fiir Keimzentrumslymphome zwar bestitigen, aber nicht die
Hypothese, dass es solche diskriminiert. Die Ergebnisunterschiede beruhen
moglicherweise darauf, dass Greiner molekularbiologische Methoden und Zelllinien im

Unterschied zu uns verwendet hat.

4.8. Zweiteilung der Marginalzone

In den nodalen sowie in den splenischen Marginalzonenlymphomen konnte durch eine
unterschiedlich starke Pax-5-Expression eine Zweiteilung der Marginalzone speziell in der

Milz beobachtet werden. Diese Zweiteilung basiert auf dem Vorhandensein der inneren

54



und duBeren Marginalzone. Es gelingt selten, die Zweiteilung der Marginalzone so deutlich

darzustellen, wie es uns mit Pax-5 gelegentlich gelungen ist.

4.9. Nachweis der B-Zellabstammung

Da wir davon ausgehen, dass Oct-2, Bob-1, Pax-5 und eingeschrinkt auch Oct-1 zu den B-
Zellmarkern gehoren, kann man sie auch fiir den Nachweis der B-Zellabstammung
einzelner Lymphome heranziehen. Bei einigen Neoplasien ist ndmlich nicht immer
deutlich, ob sie der T-, B- oder 0-Zellreihe entstammen. Diskutiert wird z. B. derzeit die
Herkunft des Paragranuloms.

Da Oct-2 ausnahmslos in allen Paragranulomen stark exprimiert wurde, konnte das ein
Hinweis auf die B-Zellabstammung der Paragranulome sein.

Auch die cHD werden aufler in wenigen Ausnahmefillen der B-Zellreihe zugesprochen.
Die cHD sind jedoch iiberwiegend negativ bzw. nicht durchgehend positiv fiir Oct-2. Oct-1
ist ca. in der Hilfte der Fille, und Pax-5 immer positiv. Da alle untersuchten
Transkriptionsfaktoren als B-Zellmarker gelten, wére die Expression aller unserer B-
Zellmarker zu erwarten gewesen, ist jedoch jeweils fast immer nur auf einen Teil der
Zellen beschrinkt. Zum Beweis der B-Zellherkunft scheint der Nachweis nur einiger, und
nicht aller B-Zellmarker zu geniigen. Das wird dadurch bestitigt, dass mindestens einer der
untersuchten B-Zellmarker immer in den B-Zellenlymphomen exprimiert wurde. Es wurde
nicht ein B-Zellenlymphom beobachtet, dass fiir alle vier Antikorper gleichzeitig negativ

war, im Gegensatz zu den durchgehend negativen ALCL.

Morphologisch unterscheiden sich die Tumorzellen in den Paragranulomen von denen in
cHD. Die Tumorzellen der Paragranulome #hneln mutierten und antigenselektierten
Keimzentrumszellen, die Tumorzellen des cHD pridapoptotischen Keimzentrums-B-Zellen
(41). Die unterschiedliche Genexpression der Tumorzellen der Paragranulome und der
cHD konnte ein Hinweis auf das Vorhandensein unterschiedlicher Differenzierungsstufen

dieser Tumorzellen sein.
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4.10. Vergleich mit anderen Studien

Wir haben die Ergebnisse dieser Arbeit mit Ergebnissen anderer Arbeiten verglichen.
Unsere Ergebnisse stimmen mit denen der Literatur nicht in allen Punkten iiberein. Aus
diesem Grund stellt sich die Frage nach der Ursache solcher Diskrepanzen. Da alle Studien
auf etablierten Verfahren (ABC-, APAAP-, LAB- / LSAB—Methodel) basieren, scheinen
technische Fehler weitgehend ausgeschlossen zu sein. Eine Quelle fiir unterschiedliche
Ergebnisse kann der direkte Vergleich dieser zwar dhnlichen, aber doch unterschiedlichen
Methoden miteinander darstellen. Die ABC-Methode steht in dem Ruf, sensitiver als die
APAAP-Methode zu sein. Auswirkungen auf die Ergebnisse konnte vor allem die
Verwendung unterschiedlicher Primérantikorper (mono- / polyklonal, unterschiedliche
Hersteller etc.) haben. Zum Beispiel kann die Verwendung monoklonaler Antikorper, wie
sie die Arbeitsgruppe um Foss (22) verwendete, als Nachteil eine zu geringe Sensitivitéit
mit sich bringen. Das bedeutet im Extremfall negative Farbeergebnisse bei monoklonalen
Antikorpern, die moglicherweise bei Verwendung von polyklonalen Antikérpern (unsere

Untersuchungen) mit Spezifitit fiir mehrere Epitope positiv ausgefallen wiren.

4.11. Fazit und Ausblick

Durch die Untersuchung der Transkriptionsfaktoren Bob-1, Oct-1, Oct-2 und Pax-5 ist es
uns gelungen, neue B-Zellmarker fiir die Routinediagnostik zu etablieren. Sie sind
geeignet, B-Zellen und B-Zellneoplasien zu erkennen. Dabei sollte nicht vergessen
werden, dass die von uns untersuchten Antikdrper immer in Zusammenhang eines ganzen
Panels weiterer anderer Antikorper betrachtet werden sollten und nicht fiir sich allein
stehen. Weiterhin ist es nun moglich, diese vier Antikdrper in der Immunhistochemie
anzuwenden, wodurch aufwéndigere Verfahren w. z. B. molekularbiologische Verfahren
oder Western Blots entfallen konnen. Die verschiedenen immunhistochemischen Analysen
fir die Transkriptionsfaktoren wurden etabliert und in die Routinediagnostik der
Universitétspathologie Liibeck iiberfiihrt. So konnten die Ergebnisse dieser Arbeit, die sich

nur auf eine kleine Stichprobe von Lymphomen und reaktiven Veridnderungen beziehen, in

'LAB- / LSAB-Methode: Labeled (Strept) Avidin-Biotin-Methode mit biotinyliertem Briickenantikérper und

als Tertidrreagenz ein Streptavidin-Enzymkonjugat (alkalische Phosphatase oder Peroxydase)
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einer groBeren Anzahl von Fillen bestitigt werden.

Die Antikorper eignen sich zur Differenzierung und Diagnostik mancher
Lymphomentitdten, wodurch deren Erkennung erleichtert und verbessert wurde. Da von
einer richtigen Diagnosestellung wesentlich die eingesetzten Therapieschemata abhéngen
(75), entsteht durch die verbesserte Diagnostik auch eine erhohte Sicherheit fiir die Klinik.
Im Bereich der Lymphadenitiden konnten wir keinen Vorteil in der Anwendung der
untersuchten Antikorper erkennen. Da in der Literatur nur wenige Untersuchungen zu
immunhistochemischen Analysen bei reaktivem Gewebe veroffentlicht wurden und nur
sehr wenige Marker fiir spezielle Lymphadenitiden bekannt sind, konnen in diesem

Bereich weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Neben der Immunhistochemie werden derzeit zur Erforschung weiterer Lymphommarker
und Prognosemarker auch andere Methoden herangezogen. Eine moderne Methode zum
Erstellen von Genexpressionsprofilen stellt die Macro- und Microarray-Technik dar (33,
48). Sie beruht auf dem Prinzip der Basenpaarung. Aus Zellen (Lymphomzellen) wird die
mRNA extrahiert, mittels Reverser Transkriptase DNA produziert, diese fluoreszierend
markiert, auf ein DNA Macro- / Microarray (DNA-Chip) hybridisiert, gescannt und
ausgewertet. Macro- und Microarray-Technik unterscheiden sich lediglich anhand der
GrofBle der auf den Chip aufgetragenen Proben. Diese Technologie ermoglicht heute die
gleichzeitige Untersuchung des gesamten Transkriptons einer Zelle, Zellpopulation oder
eines Tumors. Die bisher etablierten Methoden konnten meist nur ein Gen oder einige
wenige Gene gleichzeitig untersuchen. Es bestehen bereits vielversprechende
Untersuchungen an Lymphomen, die auf molekularer Ebene dazu beitragen konnen,
Subtypen von Lymphomen zu klassifizieren, onkogenetische Mechanismen zu verstehen
und Aussagen zur Prognose zu treffen, um damit verschiedene therapeutische Ansitze in
ihrer Wirkung abzuschitzen und das klinische Outcome zu verbessern (1, 85, 86). Es gilt
nun, eine Briicke zu schlagen zwischen den Genexpressionsprofildaten und der
konventionellen immunhistochemischen Diagnostik, um die Vorteile der neuen Technik
fiir die leichter anwendbaren und kostengiinstigeren konventionellen Techniken (wie z. B.
der Immunhistochemie) nutzen zu konnen. Die neuen Techniken sollten in gréferen
prospektiven Studien und dann beispielsweise durch die Immunhistochemie verifiziert
werden. Dazu miissten die Daten der molekularen Analyse auf Proteinebene iibertragen

und in einem groBeren Panel sowie ausreichend grofen Fallzahlen untersucht und
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abgesichert werden.

Zellulare Marker / Genexpressionsprofile sind bedeutsam, stellen aber eben nur einen
diagnostischen Teilbereich bei der Erforschung und dem Verstehen von Lymphomen dar.
Dariiberhinaus sollte man nicht den Blick fiir die klinischen Befunde und individuellen
Gegebenheiten des Patienten verlieren, um eine addquate Behandlung des Tumorpatienten

zu ermoglichen.
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5. Zusammenfassung

Die Diagnosesicherung lymphatischer Neoplasien erfolgt neben klinischen und
bildgebenden Verfahren fast immer durch die histologische Diagnostik. Die
Subtypisierung lymphatischer Neoplasien ist fiir die Planung der Therapieoptionen und die
Prognose des Patienten von entscheidender Bedeutung. Es ergeben sich Probleme durch
die zum Teil schwierige Abgrenzbarkeit einzelner Lymphomentititen untereinander
(sogenannte Grenzfille).

Im Rahmen der pathologisch-histologischen  Routinediagnostik  stellt  die
Immunhistochemie ein weit verbreitetes, gut einsetzbares und zuverlédssiges Verfahren zur
Objektivierung der morphologischen Diagnose dar. Allerdings reichen die bislang
etablierten zur Verfiigung stehenden Antikorper bei einigen Fragestellungen nicht aus, um
eine Kliarung der Differentialdiagnose zu erreichen. Die Etablierung weiterer Marker ist

anzustreben.

Dazu untersuchten wir in der vorliegenden Arbeit die Expression der
Transkriptionsfaktoren Pax-5 (BSAP), Oct-1, Oct-2 und Bob-1 in lymphatischen
Neoplasien und verschiedenen reaktiven Lymphknotengeweben mittels Immunhistochemie
(ABC-Methode). Diese Antikorper waren bislang in der Diagnostik nicht etabliert.
Diesbeziigliche Untersuchungen wurden lediglich an Zelllinien durchgefiihrt, und es

bestanden Widerspriiche iiber deren Expressionsprofile (5, 24, 90).

Wir konnten zeigen, dass sich Oct-1, Oct-2, Bob-1 und Pax-5 nicht nur wie bisher in
molekularbiologischen Verfahren und dem Western Blot, sondern auch in der
Immunhistochemie anwenden lassen. Es gelang damit diese vier Transkriptionsfaktoren
mittlerweile in der pathologischen Routinediagnostik zu etablieren.

Wir fanden heraus, dass Oct-2, Bob-1 und Pax-5, eingeschrinkt auch Oct-1, B-Zell-
spezifisch sind. Sie eignen sich zur Detektion von B-Zellen und B-Zellneoplasien und
helfen damit, diese von T-Zell- und myeloischen Neoplasien abzugrenzen.

Durch spezifische Expressionsmuster charakterisieren sie unterschiedlich gut verschiedene
Lymphomentitéten.

Gemeinsam eignen sich Oct-2 und Bob-1 zur Abgrenzung des NLPHD vom cHD (Oct-2
positiv fiir NLPHD, negativ fiir cHD. Bob-1 positiv fiir beide. In den wenigen Fillen, in
denen Oct-2 doch positiv fiir cHD ist, ist aber Bob-1 iiberwiegend negativ.).
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Zusitzlich kann Bob-1 zur Unterscheidung von M. Hodgkin (positiv) und ALCL (negativ),
sowie zur Diskriminierung von Plasmozytomen beitragen (Bob-1 als einziger untersuchter
Transkriptionsfaktor positiv).

Oct-1 erleichtert die Unterscheidung zwischen B-CLL (positiv) und M. Waldenstrom
(negativ).

Pax-5 diskriminiert cHD (positiv) und ALCL (negativ) voneinander.

Gelegentlich konnte bei Pax-5 eine Zweiteilung der Marginalzone beobachtet werden.

Zur  Differenzierung anderer B-Zellenlymphome eignen sich  diese  vier
Transkriptionsfaktoren nicht.

Wir stellten auBerdem fest, dass die Expressionsmuster dieser vier Antikdrper mit dem
Stadium der B-Zelldifferenzierung variierte. Wie man heute weiss, wird Pax-5 schon in
Zellen der frithen B-Zelldifferenzierung (ab Pro-B-Zelle) exprimiert und ist bis zur
terminalen Differenzierung (nicht jedoch auf Plasmozytomzellen) nachweisbar. Bob-1 und
Oct-2 markieren Keimzentrumszellen (Zentrozyten- und blasten) stark positiv, Pax-5 und

Oct-1 dagegen schwicher.

Zusitzlich zu den B-Zellneoplasien untersuchten wir reaktives Lymphknotengewebe mit
transformierten Keimzentren, Piringer-Lymphadenitiden, EBV-assoziierte
Lymphadenitiden sowie drei Typen des M. Castleman (Mischtyp, plasmazellreich, hyalin-
vaskuldr). Eine Abgrenzung der einzelnen Lymphadenitiden oder Subtypen des M.
Castleman konnte durch das Fehlen typischer bzw. unterschiedlicher Expressionsmuster

nicht erfolgen.

Die Identifizierung neuer, z. B. lymphomspezifischer Tumormarker erfolgt derzeit vor
allem durch das Erheben von Genexpressionsprofilen mittels der RNA-Microarray-
Analyse bzw. mit ,,Lymphomchips®“ (15, 86). Die dabei erzielten Resultate (z. B.
lymphomspezifische Expressionsmuster oder sogenannte ,,predictory gene panels‘) sollten

mit Hilfe der histologischen / immunhistochemischen Diagnostik validiert werden.
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7. Anhang

7.1. Ergebnistabellen

Tabelle 3: Ergebnisse der Lymphome

Fall

Nr: Gewebe BOB-1 Oct-1 Oct-2 Pax-5

1 B-CLL B++ 7+ B++ Z0/+ B++ Z+ B+  Z+/++
2 B-CLL B++ Z+ B+-++Z0/k+ B++ Z+ B+ Z++
3 B-CLL B+++ Z++ B++ Z+ B++ Z+ B++ Z+++
4 B-CLL B+++ Z++ B+-++7Z0/k+ B++ Z+ B++ Z+++
5 |B-CLL B+++ Z++ 0 B++ Z+ B++ Z+++
6 B-CLL B+++ Z++ B++ Z+ B++ Z+ B++ 744+
7 B-CLL B+++ Z++ B++ Z+ B++ 7+ B++ Z+++
8 B-CLL B+++ Z++ B++ Z+ B++ 7+ B++ Z+++
9 B-CLL B+++ Z++ B++ Z+ B++ Z+ B++ Z+++
10 | B-CLL B+++ Z++ B++ 7+ B++ Z+ B++ Z+++
11 |M. Waldenstrom k.E. 0 B++ Z+ +++

12 | M. Waldenstrom B++ Z+ 0 B++ Z+ +++

13 | M. Waldenstrom B++ Z+ k.E B++ Z+ +++

14 | M. Waldenstrom B++ Z0-++ |0 B++ Z+ +

15 | M. Waldenstrom B++ Z+ 0 B++ Z+ +++

16 | nodales Marg. B+/++ Z+ B++ Z+ +++ +++

17 nodales Marg. B+/++ Z+ B++ Z+ B++ Z+ +++

18 | nodales Marg. B++-+++ 7+ |B+-++7Z0-+ |B++ Z+ +

19 | nodales Marg. B++-+++ 7+ B+++7Z0-+ |B++ Z+ +++

20 nodales Marg. B++-+++ 7+ k. E. B++ Z+ +++

21 |splen. Marg. B+/++ 7+ B++ Z++ ++ B+ Z++
22 |splen. Marg. B+/++ Z+ B++ Z++ + B+ Z++
23 | splen. Marg. B+++ Z++ k. E. ++ B++ Z+++
24 | splen. Marg. B+++ Z++ e+ ++ ++

25 | splen. Marg. B+/++ Z+ B++ Z+ ++ ++

26 | splen. Marg. B+/++ Z+ B++ Z+ ++ ++

27 | Plasmozytom +++ 0 0 0

28 | Plasmozytom +++ 0 0 0

29 | Plasmozytom ++ 0 0 0

30 | Plasmozytom +++ 0 0 0

31 Plasmozytom +++ 0 0 0
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Fall

Nr: Gewebe BOB-1 Oct-1 Oct-2 Pax-5

32 |follik. L. (cb) +++ e+ +++ 44

33 | follik. L. (cbccl) B+++ Z++ B++ Z+ B++ Z+ B+ Z++
34 | follik. L. (cbccl) B+++ Z++ + B+++ Z++ B+ Z++
35 | follik. L. (cbccl) B+++ Z++ ++ B+++ Z++ B+ Z++
36 | follik. L. (cbccl) B++ 7+ ++ B+++ Z++ B+ Z++
37 | follik. L. (cbccl) B+++ Z++ ++ B+++ Z++ B+ Z++
38 | follik. L. (cbccl) B+++ Z++ ++ B+++ Z++ B+ Z++
39 | follik. L. (cbcc2) B+++ Z++ + B+++ Z++ B+ Z++
40 | follik. L. (cbcc?2) B+++ Z++ + B+++ Z++ B+ Z++
41 | follik. L. (cbcc?2) B++ Z+ ++ B+++ Z++ B+ Z++
42 | follik. L. (cbcc?2) B+++ Z++ ++ B+++ Z++ B+ Z++
43 | follik. L. (cbcc?2) B++ Z+ ++ B+++ Z++ B+ Z++
44 | follik. L. (cbcc3) B++ Z+ ++ B+++ Z++ B+ Z++
45 |follik. L. (cbcc3) B+++ Z++ + B+++ Z++ B+ Z++
46 |follik. L. (cbcc3) B+++ Z++ k. E. B+++ Z++ B+ Z++
47 | follik. L. (cbcc3) B+++ Z++ + B+++ Z++ B+ Z++
48 | follik. L. (cbcc3) B+++ Z++ ++ B+++ Z++ B++ Z+++
49 | Mantelzellen-L. B++ 7+ + ++ +++

50 | Mantelzellen-L. B++ Z+ ++ ++,e+ +++

51 | Mantelzellen-L. B++ Z+ + +++ +++

52 | Mantelzellen-L. B++ Z+ + +++ +++

53 | diffuses groffz. BZL | +++ e++ e+ et/++

54 | diffuses groz. BZL |+++ e+ +++ +++

55 |diffuses groz. BZL |+++ ++ +++ +++

56 |diffuses groz. BZL |+++ e+ +++ ++

57 | diffuses groz. BZL |+++ e+/++ + e 0/+/++
58 | diffuses gro3z. BZL | +++ ++ +++ +/++

59 | diffuses grofz. BZL |+++ ++ +++ ++

60 | diffuses groz. BZL |+++ 0 ++ ++

61 | diffuses groz. BZL | +++ 0 +++ +++

62 | plasmoblastisches L. | +++ ++ ++ ++

63 | plasmoblastisches L. | +++ ++ +++ ++

64 | plasmoblastisches L. | +++ ++ +++ +++

65 | plasmoblastisches L. | +++ + +++ ++

66 | plasmoblastisches L. | +++ 0 +++ +++

67 | mediastinales BZL. | +++ ++ +++ +++

68 |mediastinales BZL. | +++ + +++ +++

69 | mediastinales BZL. | k. E. k. E. k. E. +++

70 |mediastinales BZL | +++ ++ ++ +++

71 |mediastinales BZL | +++ ++ ++ +++

72 | Burkitt-Lymphom +++ e+ +++ +++

73 | Burkitt-Lymphom | +++ + +++ +++

74 | Burkitt-Lymphom | +++ ++ +++ +++

75 | Burkitt-Lymphom | +++ k. E. +++ ++

76 ' Burkitt-Lymphom | +++ ++ +4++ +++
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Fall
Nr: Gewebe BOB-1 Oct-1 Oct-2 Pax-5
77 | Paragranulom +++ 0/+ +++ +
78 |Paragranulom O/+/++ 0/+ +++ +, e0
79 |Paragranulom ++/+++ 0/+ +++ +, e0
80 | Paragranulom +++ + +++ +/++
81 | Paragranulom +/++ ++ +++ O0/+/++
82 | M. Hodgkin M 0 0 +/++ +
83 |M. Hodgkin M +/++ 0 0 +
84 M. Hodgkin M O/+/++ ++ 0 +
85 | M. Hodgkin M 0 + +/++ +
86 M. Hodgkin M O/+/++ ++ 0,e+ +
87 | M. Hodgkin NS ++ 0 0 ++
88 | M. Hodgkin NS +++ e+ 0 +
89 |M. Hodgkin NS ++ ++ 0,e+ +
90 | M. Hodgkin NS ++ ++ 0 +
91 | M. Hodgkin NS +++ 0 0 +
92 | Grenzf. M.H/ALCL | +++ + 0 +
93 | Grenzf. M.H./ALCL | ++/+++ + 0 0
94 | Grenzf. M.H./ALCL | ++/+++ 0 0 0
95 | Grenzf. M.H./ALCL | +/++/+++ + 0 0
96 | Grenzf. M.H./ALCL | +/++/+++ 0 0 0
97 |ALCL 0 0 0 0
98 | ALCL 0 0 0 0
99 | ALCL 0 0 0 0
100  ALCL 0 0 0 0
101  ALCL 0 0 0 0

Erlauterungen und Abkiirzungen zur Tabelle Nr. 3:
Wir bewerteten die Stirke der Expression (Positivititen) innerhalb der Tumorzellen jeweils bezogen auf die
Gesamtheit der umgebenden Nicht-Tumorzellen bzw. Gesamtpopulation. Wir verwendeten zum Auswerten

der immunhistochemischen Farbungen folgenden Schliissel:

0 keine Expression

+ schwache, aber oberhalb der Hintergrundfirbung liegende Positivitit

++ mittlere bis starke Positivitéit

+++ sehr starke Positivitit

+/++ es kommen schwache Positivititen neben Zellen mit mittleren Positivitdten vor

+4/+++ es kommen mittelstarke Positivititen neben Zellen mit sehr starken Positivititen
vor

ALCL anaplastisches, groBzelliges Lymphom (anaplastic large cell lymphoma)

B Blasten

B-CLL chronische lymphatische Leukdmie der B-Zellreihe
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BZL

cb

cbee

diffuses grolz. BZL
e

follik. L.

Grenzf. M.H./ALCL
k. E.

L.

M

Mantelzellen-L.

M. H.

nodales Marg.

NS

splen. Marg.

Z

B-Zellenlymphom

zentroblastisches Lymphom der Kiel-Klassifikation
zentroblastisch-zentrozytisches Lymphom der Kiel-Klassifikation
diffuses groBzelliges B-Zellenlymphom

einzelne Zellen

follikuldres Lymphom

Grenzfall zwischen M. Hodgkin und ALCL

keine Ergebnisse

Lymphom

M. Hodgkin vom Mischtyp

Mantelzellenlymphom

M. Hodgkin

nodales Marginalzonenlymphom (monozytoides B-Zellenlymphom)
M. Hodgkin vom Typ der Nodulidren Sklerose

splenisches Marginalzonenlymphom

Zyten

Werden innerhalb der Tabelle Blasten und Zyten nicht gesondert hervorgehoben, liegt eine gleichstarke

Expression der Antigene in ihnen vor.
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Tabelle 4: Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

Bob-1 Oct-1 Oct-2 Pax-5

Paragranulom +

cHD +! 0’ +

Grenzfall + beim B-Zellentyp
0 beim T-Zellentyp

ALCL 0

B-CLL +

M. Waldenstrom

Plasmozytom + 0 0 0

1 in denjenigen cHD-Fillen, in denen Oct-2 exprimiert wurde, waren die cHD negativ fiir Bob-1

2 ein Fall exprimierte kein Oct-1

3 zwei Fille exprimierten Oct-2, in zwei Fillen fanden sich einzelne positive Zellen neben negativen Zellen
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7.2. Abbildung
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7.3. Reagenzien und Losungen

AP-Puffer

8,7 g NaCl, 1,5 g Tris-HCL und 4,9 ¢
Trizma-Base in 175 ml Aqua destillata

16sen

Chromogenlosung

fiir ca. 1752 pul:

-Losung 1: 31 ml Propandiol und 50 mg
Levamisole zum Blocken endogener
alkalischer Phosphatase in 87 ml AP-
Puffer 16sen

-Losung 2: 225 mg Na-Nitrit in 625 ul
Aqua bidestillata  16sen, 250
Neufuchsin hinzufiigen, 1~ reagieren
lassen,

dann Losung 2 in Losung 1 geben.
-Losung  3: 62,5 mg Naphtol-AS-
Bisphosphat in 750 pl Dimethylforamid
I6sen, dann Losung 3 in Losung (1+2)
geben. pH-Abgleich auf 8,70-8,72 mit

Natronlauge bzw. Salzsdure

Harnstoff

120 g Harnstoff in 1 1 Aqua destillata

16sen

Propandiol

21 g 2-Amino-2-methyl-1,3-propandiol
in 1000 ml Aqua destillata 16sen

Tris-Puffer (pH 7,4 - 7,6)

8,78 g NaCl, 68,5 g Trizma-Hydrochlorid
und 9,0 g Trizma-Base in 10 1 Aqua

destillata 16sen

Zitronensiaure-Puffer (pH 6,0)

2 g Natriumcitrat-Monohydrat in 1 1

Aqua destillata 16sen (0,01 molar)

77




7.4. Bezug der verwendeten Materialien

Material / Reagenz

Vertreiber

AB / AP (AB-Complex) Code-Nr.: KO376

Dako, Kopenhagen, Ddanemark

2-Amino-2-methyl-1,3-propandiol

Merck, Darmstadt

Aquatex-Kleber

Merck, Darmstadt

biotinylierter mouse-anti-goat AK, Code-

Nr.: 205-065-108

Jackson ImmunoResearch Laboratories,

Pennsylvania, USA

biotinylierter mouse-anti-rabbit AK, Code-
Nr. 211-065-109

Jackson ImmunoResearch Laboratories,

Pennsylvania, USA

Bob-1, clone C-20:s¢-955 Santa Cruz Biotechnology, Kalifornien,
USA
Dampftopf, Vitafit Fissler

Dimethylforamid

Merck, Darmstadt

EDTA-Lo6sung (0,5 molar)

Klinikapotheke der Universitét Liibeck

Hémalaun nach Mayer

Klinikapotheke der Universitit Liibeck

Harnstoff Sigma, Steinheim

Heizplatte Digsitherm

Humanserum Serologie der Universitét Liibeck
Levamisole Sigma, Steinheim

Mausserum C. C. pro GmbH, Neustadt / W.

Mikrowelle, Supratronic M752

Miele, Stuttgart

Naphtol-AS-Bisphosphat

Sigma, Steinheim

Natriumchlorid (NaCl)

Merck, Darmstadt

Natriumcitrat-Monohydrat

Merck, Darmstadt

Natriumnitrit Merck, Darmstadt
Natronlauge Merck, Darmstadt
Neufuchsin Klinikapotheke der Universitit Liibeck
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Material / Reagenz

Vertreiber

Objekttrager (Suprafrost-plus)

Merck, Darmstadt

Oct-1, clone C-21:sc-232 Santa Cruz Biotechnology, Kalifornien,
USA

Oct-2, clone C-20:sc-233 Santa Cruz Biotechnology, Kalifornien,
USA

Pax-5, clone C-20:sc-1974 Santa Cruz Biotechnology, Kalifornien,

USA

Proteinase K

DAKO, Kopenhagen, Ddnemark

Salzsédure (HCI) Merck, Darmstadt
Schlittenmikrotom Leica
Tris-HCL Sigma, Steinheim

Trizma-Base

Sigma, Steinheim

Xylol

Klinikapotheke der Universitét Liibeck
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8. Bildanhang

8.1. Bildtafelverzeichnis

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

1
2
3
4
5:
6
7
8
9

: Oct-1: B-CLL, Mantelzonenausbreitung

: Oct-1: B-CLL mit ausgeprigten Pseudofollikeln

: Bob-1: Yamshidi-Trepanat des Knochenmarks eines Plasmozytoms
: Bob-1: Mantelzellenlymphom

Oct-2: NLPHD

: Oct-2: NLPHD. Ausschnitt aus Abb. 5.

: Oct-2: NLPHD. Ausschnitt aus Abb. 5.

: Oct-2: cHD

: Oct-2: cHD. Ausschnitt aus Abb.8.

10: Oct-2: cHD

1

1: Pax-5: normale Milz

12: Pax-5: cHD
13: Pax-5: cHD. Ausschnitt aus Abb. 12.
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8.2. Bildtafeln

Abb. 1. Oct-1: B-CLL. Mantelzonenausbreitung. Keimzentrums-B-Zellen exprimieren

stairker Oct-1 als neoplastische B-CLL-Zellen in der Mantel-, Marginal- und

Interfollikulidrzone (VergroBerung 1:100).

Abb. 2. Oct-1: B-CLL mit ausgeprigten Pseudofollikeln. Im Gegensatz zu den
Tumorzellen des M. Waldenstrom wird Oct-1 in Tumorzellen der B-CLL exprimiert

(VergroBerung 1:100).
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Abb. 3. Bob-1: Yamshidi-Trepanat des Knochenmarks eines Plasmozytoms. Man erkennt
deutlich positive Plasmazellen fiir Bob-1. Oct-1, Oct-2 und Pax-5 werden nicht in

neoplastischen Plasmazellen exprimiert (VergroBerung 1:250).

Abb. 4. Bob-1: Mantelzellenlymphom mit sogenannter Mantelzonenausbreitung.
Keimzentrumsreste fiarben sich stirker positiv als neoplastische Mantelzellen in der

Mantel- und Interfollikuldrzone (Vergréerung 1:200).
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Abb. 5. Oct-2: NLPHD mit kriftiger Oct-2-Expression in den L- und H-Zellen. Das
Keimzentrum weist eine, fiir das NLPHD typische Verbreiterung der Mantelzone auf

(VergroBerung 1:100).

Abb. 6: Oct-2: NLPHD. Ausschnitt aus Abb. 5. Die Tumorzellen des NLPHD (L- und H-
Zellen) exprimieren Oct-2 stark. Das mottenfraBdhnlich zersiedelte Keimzentrum
(progressiv transformiertes Keimzentrum) ist typisch fiir NLPHD. Die reaktiven, Oct-2
schwicher positiven Mantelzonen-B-Zellen kolonisieren von aussen die Keimzentren, die

entsprechend zersiedelt werden (VergroBBerung 1: 100).
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Abb. 7. Oct-2: NLPHD. Ausschnitt aus Abb 5. Man erkennt stark positive Tumorzellen,
die sich gut von der Umgebung und den schwicher positiven Mantelzonen-B-Zellen

abgrenzen lassen (VergroBBerung 1:600).

Gegensatz zu  NLPHD sind die Tumorzellen des cHD (Reed-Sternberg- und

Hodgkinzellen) oft negativ fiir Oct-2 (VergroBerung 1:200).
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Abb. 9. Oct-2: Ausschnitt aus Abb. 8. Die in der Mitte des Bildes gut zu erkennende Reed-
Sternberg-Zelle (Pfeil) exprimiert kein Oct-2 (VergroBerung 1:630).

Abb. 10. Oct-2: cHD. Schon bei Vergroerungen von 1:100 erkennt man Oct-2-negative
Hodgkinzellen (VergroBerung 1:100).
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Abb. 11. Pax-5: normale Milz. Bei Fiarbungen mit Pax-5 erkennt man oftmals eine

Zweiteilung der Mantel- und Marginalzone (VergroBBerung 1:100). 1: innere Zone stark, 2:

duBere Zone schwach geférbt

Abb. 12. Pax-5: cHD. Im Gegensatz zu den Tomorzellen des ALCL exprimieren die
Tumorzellen des cHD regelmifBig Pax-5 (VergroBerung 1:100).
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Abb. 13. Pax-5: cHD. Ausschnitt aus Abb. 12. Darstellung nukledr mittelstark positiver
Hodgkinzellen (Pfeil) fiir Pax-5 (Vergroerung 1:400).
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