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Abklrzungen

Bcl2 B-cell lymphoma 2

Bcl6 B-cell lymphoma 6

BSA bovines Serumalbumin

°C Grad Celsius

CD Cluster of differentiation

CHOP Cyclophosphamid, Doxorubicen, Vincristin und Prednisolon
ECOG Eastern Cooperative Oncology Group

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FLIPI Follicular lymphoma interantional prognostic index

FoxP3 Forkhead Box Protein 3

GLSG German low grade lymphoma study group

Hb Hamoglobin

HCI Salzsaure

H,0, Wasserstoffperoxid

HR High risk

IgG Immunglobulin G

IPEX Immune dysregulation, polyendocrinopathy, entropathy and x-linked

heritage-Syndrom

IR Intermediate risk

IRF4 Interferon regulatory factor 4

LDH Laktatdehydrogenase

LR Low risk

MCP Mitoxantron, Chlorambucil und Prednisolon
mg Milligramm

Mum1 Multiple Myeloma 1

NacCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

PBS Posphat-gepufferte Kochsalzldsung
PD-1 Programmed Death 1

R-CHOP Rituximab, Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Prednisolon

TMA Tissue Micro Array
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1 Einleitung

1.1 Follikulare Lymphome

Das follikulare Lymphom wird in der WHO-Klassifikation der Tumoren des
hamatopoietischen Systems der Gruppe der reifzelligen B-Zell-Neoplasien
zugeordnet und ist definiert als ein Tumor der Keimzentrums-B-Zellen, bestehend
aus Centrocyten und Centroblasten (Swerdlow et al. 2008).

Anhand der Anzahl von Centroblasten pro mikroskopischem Gesichtsfeld in der 400-
fachen VergroRerung im Hamatoxilin-Eosin-gefarbten Praparat kann das follikulare
Lymphom histologisch in drei Grade unterteilt werden: Grad 1 mit weniger als funf
Centroblasten pro Gesichtsfeld, Grad 2 mit 6-15 Centroblasten pro Gesichtsfeld und
Grad drei mit mehr als 15 Centroblasten pro Gesichtsfeld. Grad 3 wird weiter
unterteilt in Grad 3A, bei dem noch Centrocyten untermischt sind und Grad 3B mit
Blastenrasen ohne Untermischung von Centrocyten (Swerdlow 2008; Mann und
Berard 1983).

Die typische genetische Veranderung des follikularen Lymphoms ist die
Translokation t(14932;18g21) (Yunis et al. 1982), hierbei wird das BCL2 Gen von
Chromosom 18921 in den Bereich der J-Region des Immunglobulin-
Schwerkettengens auf Chromosom 14932 Gens verlagert (Tsujimoto et al. 1984;
Tsujimoto et al. 1985) und dadurch Uberexprimiert (Tsujimoto et al. 1985). Die
Uberexpression von Bcl2 in den Follikeln des follikularen Lymphoms lasst sich auch
immunhistochemisch darstellen und unterscheidet die malignen Follikel von reaktiven
Keimzentren (Pezzella et al. 1990). Zusatzlich zu der Translokation t(14;18) lassen
sich in 89 % der follikularen Lymphome weitere genetische Abberationen nachweisen
(Schwaenen et al. 2009).

Klinisch eingeteilt werden kann das follikulare Lymphom nach der urspringlich fur
Hodgkin-Lymphome entworfenen Ann-Arbor Klassifikation (Carbone et al. 1971)
entsprechend der Krankheitsausbreitung in vier Stadien, wobei Stadium 1 und 2 auf
eine Seite des Zwerchfells begrenzt sind und als friihe oder lokalisierte Erkrankung
betrachtet werden, wahrend Stadium 3 und 4 als fortgeschrittene Erkrankung gelten.
Der internationale Prognoseindex fur follikulare Lymphome (follicular lymphoma

international prognostic index, FLIPI; Solal-Céligny et al. 2004) teilt die Patienten
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unter Berucksichtigung klinischer Faktoren in drei Gruppen mit verschiedenen
Risikoprofilen ein (Solal-Céligny et al. 2004) und ist zurzeit das wichtigste Werkzeug,
um Aussagen uber den Krankheitsverlauf von follikularen Lymphomen zu treffen.
Dieser klinische Verlauf der Erkrankung ist heterogen. Das mittlere Erkrankungsalter
liegt zwischen dem 50. und 60. Lebensjahr (The Non-Hodgkin's Lymphoma
Classification Project 1997; Swerdlow et al. 2008). Die Erkrankung ist haufig schon
bei Diagnose im Korper weit ausgebreitet. Nur ungeféhr ein Drittel der Patienten wird
in den lokalisierten Stadien | und Il diagnostiziert (The Non-Hodgkin's Lymphoma
Classification Project 1997). Die meisten Patienten zeigen einen langsamen Verlauf
mit langsam fortschreitendem Lymphknoten- und Organbefall, multiplen Rezidiven,
einer abnehmenden Therapiesensibilitat und abnehmender Dauer der Remissionen
(Johnson et al. 1995). Einige Patienten zeigen jedoch einen aggressiveren Verlauf
und versterben nur wenige Jahre nach Diagnosestellung (Horning und Rosenberg
1984). Innerhalb von 15 Jahren zeigen uber 30% der Patienten eine histologische
Transformation in ein aggressives B-Zell-Lymphom, was mit einem aggressiveren
Krankheitsverlauf und einer deutlich schlechteren Prognose vergesellschaftet ist
(Montoto et al. 2007).

Die Therapieoptionen sind hinsichtlich ihrer Aggressivitat und Toxizitat weit gestreut
und beinhalten unter anderem Uberwachung ohne Therapie bei asymptomatischen
Patienten (sogenanntes “"watch-and-wait"), Radiotherapie und kombinierte
Immunchemotherapie (van Oers und Kersten 2011). In niedrigen Stadien fuhrt
Radiotherapie zu einer Heilungsrate von bis zu 50% (Campbell et al. 2010; Pugh et
al. 2010). In héheren Stadien gilt Immunchemotherapie mit dem monoklonalen anti-
CD20 Antikorper Rituximab als Goldstandard, wobei es kein weltweit standardisiertes
Chemotherapieprotokoll gibt. Obwohl die Einfihrung von Rituximab in die Therapie
von follikularen Lymphomen zu einer deutlichen Verbesserung des Kklinischen
Verlaufs gefuhrt hat (Hiddemann et al. 2005; van Oers und Kersten 2011), gelten
follikulare Lymphome in fortgeschrittenen Stadien nach wie vor als nicht heilbar.
Morphologisch imitieren follikulare Lymphome reaktive Keimzentren. In
physiologischen Keimzentren reifen naive B-Zellen zu Antikdrper-sezernierenden
Plasmazellen oder Gedachtnis-B-Zellen. Dieser Prozess wird einerseits reguliert
durch die Expression verschiedener B-Zell-Transkriptionsfaktoren (Cattoretti et al.
2006), andererseits durch das aus T-Zellen und follikularen dendritischen Zellen

bestehende zellulare Umfeld (Microenvironment, Allen et al. 2007b).
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Die Frage, ob die neoplastischen B-Zellen in follikularen Lymphomen durch die
gleichen Faktoren reguliert werden, wie reaktive Keimzentren und ob diese Faktoren
somit den Verlauf der Erkrankung beeinflussen konnen, ist daher von grofiem
Interesse. Die Untersuchung von Genexpressionsprofilen zeigte zwei prognostisch
relevante Profile, die aus Genen des reaktiven Begleitinfiltrats bestanden. Das mit
einer besseren Prognose assoziierte Profil war dominiert von Genen, die vorwiegend
von T-Zell Subpopulationen exprimiert werden, wobei der Gesamt-T-Zell-Gehalt hier
nicht widergespiegelt wird. Das mit einer schlechteren Prognose assoziierte Profil
zeigte vor allem von follikularen dendritischen Zellen exprimierte Gene (Dave et al.
2004). Versuche, immunhistochemische Marker zur Verlaufsvorhersage von
follikularen Lymphomen zu etablieren, fuhrten bislang zu kontroversen Ergebnissen.
Als besonders erfolgversprechend erwiesen sich in bisherigen Studien die Marker
FoxP3 (als Marker fur regulatorische T-Zellen) und PD-1 (als Marker fur follikulare T-
Helfer-Zellen) sowie der B-Zell-Transkriptionsfaktor Mum1/Irf4 (als Marker fur eine
plasmozytische Differenzierung beziehungsweise einer Differenzierung entsprechend

eines Keimzentrumsaustritts).

1.2 FoxP3

FoxP3 ist ein Transkriptionsregulator, der auf dem X-Chromosom codiert ist und in
dem Scurfy Mausstamm eine Mutation aufweist, was zu zahlreichen
Autoimmunreaktionen bei méannlichen Mausen fuhrt (Brunkow et al. 2001). Manner
mit Defekten im FOXP3-Gen erkranken am sogenannten ,immune dysregulation,
polyendocrinopathy entropathy and x-linked heritage-Syndrom* (IPEX, Bennett et al.
2001).

Bei Mausen ist die Expression von FoxP3 beschrankt auf CD4+CD25+ T-Zellen mit
regulatorischer Aktivitat (Fontenot et al. 2003; Khattri et al. 2003). CD4+CD25+ T-
Zellen von Scurfy Mausen, die aufgrund der Mutation nur ein verkirztes FoxP3
Protein exprimieren kénnen, zeigen keine regulatorische Aktivitat (Khattri et al. 2003)
und die Deletion von FOXP3 bei gesunden Mausen fuhrt zu einer
lymphoproliferativen Autoimmunerkrankung (Fontenot et al. 2003). Die Transduktion
von FOXP3 fuhrt zur Entwicklung von regulatorischer Aktivitat bei T-Zellen (Fontenot
et al. 2003), FoxP3 kann jedoch bei M&ausen nicht durch T-Zell-Rezeptor-Aktivierung

induziert werden (Khattri et al. 2003). Eine Subpopulation FoxP3 positiver T-Zellen
3



bei Mausen wird innerhalb von Keimzentren gefunden und exprimiert zuséatzlich
Marker follikularer T-Helferzellen. Diese follikularen regulatorischen T-Zellen
scheinen an der Kontrolle der Keimzentrumsreaktion beteiligt zu sein (Wollenberg et
al. 2011).

Bei Menschen korreliert die Expression von FoxP3 ebenfalls mit regulatorischer
Aktivitat von T-Zellen im peripheren Blut (Walker et al. 2003), sodass die Expression
von FoxP3 als immunhistochemischer Marker fur regulatorische T-Zellen (Tieg)
genutzt wird.

Die Infiltration von FoxP3 positiven Zellen in verschiedenen Typen solider Tumoren
und ihr Einfluss auf den klinischen Verlauf wurden in mehreren Studien untersucht
und unterscheiden sich je nach Entitat (Beyer und Schultze 2006). FoxP3-Expression
in Tumorzellen von T-Zell-Lymphomen kommt nur selten vor und wurde in wenigen
peripheren T-Zell-Lymphomen und grof3zellig-anaplastischen T-Zell-Lymphomen
beschrieben (Bonzheim et al. 2008). Die Rolle von FoxP3 positiven Zellen im
Begleitinfiltrat von B-Zell-Neoplasien wurde vor allem in follikularen Lymphomen
untersucht. Hier fanden einige Gruppen einen positiven Effekt auf den klinischen
Verlauf von follikularen Lymphomen durch einen hohen Anteil oder bestimmte
Infiltrationsmuster FoxP3 positiver Zellen (Alvaro et al. 2006; Carreras et al. 2006;
Glas et al. 2007; Farinha et al. 2010; Lee et al. 2006; Tzankov et al. 2008).

1.3 PD-1

Erstmals nachgewiesen wurde die Expression von PD-1 mRNA in zwei lymphoiden
Zelllinien, bei denen ein programmierter Zelltod induziert wurde (Ishida et al. 1992).
PD-1 ist ein transmembranares Protein, das zur Immunglobulin-Familie gehort
(Ishida et al. 1992). Die Expression des PD-1 Proteins wurde in aktivierten murinen
T- und B-Zellen (Agata et al. 1996) sowie in aktivierten humanen T-Zellen
beschrieben (Vibhakar et al. 1997). Zwei Liganden fir PD-1 wurden identifiziert: PD-
L1 und PD-L2, die von aktivierten Monozyten, dendritischen Zellen und in
parenchymatdsen Organen exprimiert werden. Die Bindung der Liganden an PD-1
fuhrt zur Hemmung der Proliferation und der Zytokinproduktion von T-Zellen
(Freeman et al. 2000; Latchman et al. 2001).

In lymphatischem Gewebe lasst PD-1 sich immunhistochemisch nachweisen in T-

Zellen innerhalb des Keimzentrums, wahrend T-Zellen aul3erhalb von Keimzentren
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grof3tenteils PD-1 negativ sind (Dorfman et al. 2006), sodass die Expression von PD1
als Marker fir T-Zellen des Keimzentrums (follikulare T-Helferzellen, Tgy) genutzt
werden kann.

Hinsichtlich hamatologischer Neoplasien exprimieren die Tumorzellen von
angioimmunoblastischen T-Zell-Lymphomen PD-1. Weiterhin exprimieren die T-
Zellen, die Rosetten um die Tumorzellen von lymphozytenpradominanten Hodgkin-
Lymphomen bilden in einem grol3en Teil der Félle PD-1 (Dorfman et al. 2006).

In follikularen Lymphomen sind PD-1 positive Zellen in variablem Ausmal} als Teil
des nicht-neoplastischen Begleitinfiltrats vorhanden. Der Gehalt PD-1-positiver Zellen
innerhalb des Lymphomgewebes wurde sowohl mit einer besseren Prognose
(Carreras et al. 2009; Wahlin et al. 2010) als auch mit einer schlechteren Prognose

assoziiert (Richendollar et al. 2011).

1.4 Muml/irf4

Das Gen IRF4 codiert den Transkriptionsfaktor Irf4, der zur Familie der Interferon-
regulierten Faktoren gehort und spezifisch in lymphoiden Zellen exprimiert wird
(Matsuyama et al. 1995). Im Rahmen der B-Zell-Differenzierung ist dieser notwendig
fur die Differenzierung zu Plasmazellen (Klein et al. 2006). Irf4 wird exprimiert in
Mantelzonen- und Marginalzonen-B-Zellen und ist negativ in den meisten
Keimzentrums-B-Zellen, die den Transkriptionsfaktor Bcl6 exprimieren. Der
Antikérper Muml1p erkennt ein fixationsresistentes Epitop des Irf4-Proteins (Mum1),
dass in einer kleinen Gruppe von Keimzentrumszellen, hauptsachlich in der hellen
Zone und in Plasmazellen exprimiert wird (Falini et al. 2000; Cattoretti et al. 2006).
Diese Zellen sind negativ fir den Keimzentrumstranskriptionsfaktor Bcl6 und den
Proliferationsmarker Ki67 (Falini et al. 2000).

In multiplen Myelomen fuhrt die Translokation t(6;14) zu einer Juxtaposition des
IRF4-Gens und des Immunglobulinschwerkettengens, hierdurch kommt es zu einer
Uberexpression von Mum1/Irf4 (lida et al. 1997; Yoshida et al. 1999). In diffusen
grof3zelligen B-Zell-Lymphomen kann eine unphysiologische Koexpression von
Mum1/Irf4 und Bcl6 in 45% der Falle beobachtet werden (Cattoretti et al. 2006).

In follikularen Lymphomen wird Muml in 37% der Falle in mehr als 30% der

Zellkerne exprimiert (Naresh 2007), was als beginnende plasmazytische



Differenzierung betrachtet werden kénnte. Diese Gruppe von follikularen Lymphomen

ist haufig CD10 negativ, negativ fur die Translokation t(14;18) und zeigt haufiger
histologisch Grad 3A oder 3B (Naresh 2007; Karube et al. 2007).

1.5 Fragestellung und Ziele

Follikulare Lymphome sind die zweithaufigsten Lymphome in der westlichen Welt, mit

bisher nur schwer vorhersagbarem klinischen Verlauf. Da follikulare Lymphome

morphologisch Keimzentren immitieren, wurde in dieser Arbeit der Einfluss von

Regulationsfaktoren der physiologischen Keimzentrumsreaktion auf den Verlauf des

follikularen Lymphoms untersucht.

Die Ziele dieser Arbeit waren:

1.

3.

Die Expression der T-Zell-Antigene FoxP3 und PD-1 und dadurch den Gehalt
an Treg und Try im Begleitinfiltrat des follikularen Lymphoms zu quantifizieren
mit dem Verlauf der Erkrankung in follikularen Lymphomen zu korrelieren,
Muml/Irf4-exprimierende Zellen als potenziell plasmazytisch differenzierte
Zellen in reaktiven Keimzentren und follikularen Lymphomen naher zu
charakterisieren und

die Expression des B-Zell-Transkriptionsfaktors Muml/Irf4 in den
Lymphomzellen des follikularen Lymphoms und dessen Einfluss auf den

Verlauf der Erkrankung in follikularen Lymphomen zu untersuchen.



2 Material und Methoden

2.1 Gewebeproben

Alle Untersuchungen wurden an Lymphomproben von Patienten durchgefihrt, die in
Studien der deutschen Studiengruppe fur niedrig maligne Lymphome (German low
grade lymphoma study group, GLSG) behandelt wurden. Die Patienten haben mit der
Einwilligung in die Behandlungsstudie auch der hier durchgefuhrten Begleitforschung
zugestimmt. Innerhalb der Studien GLSG 1996 (Nickenig et al. 2006) und GLSG
2000 (Hiddemann et al. 2005) fir fortgeschrittene follikulare Lymphome wurden die
Patienten mit den Chemotherapieschemata MCP (Melphalan, Chlorambucil,
Prednisolon), CHOP (Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin, Prednisolon) und R-
CHOP (CHOP kombiniert mit dem monoklonalen anti-CD20 Antikérper Rituximab)
behandelt. Diese Patienten zeigten ein follikulares Lymphom im Ann-Arbor-Stadium
[l oder IV mit einer histologisch bestatigten Diagnose und Notwendigkeit einer
Therapie, definiert als das Vorhandensein von B-Symptomatik, hamatopoietischer
Insuffizienz, schnellem Fortschreiten der Erkrankung oder der Ausbildung eines
Tumor-Bulks (Hiddemann et al 2005; Nickenig et al. 2006).

Weiterhin wurden Gewebeproben von Patienten mit follikularem Lymphom in
lokalisierten Stadien untersucht. Diese Patienten hatten ein Ann-Arbor Stadium | bis
IIA und wurden im Rahmen einer prospektiven, randomisierten Studie mit
verschiedenen Radiotherapieschemata behandelt: extended field (n=68), involved
field (n=4), totally lymphoid (n=39), fir 14 Patienten war keine Dokumentation
vorhanden. Da diese Studie noch nicht entblindet ist, war flr die Patienten mit
lokalisierten Stadien keine klinische Korrelation méglich.

Die Marker FoxP3 und PD1 wurden an Lymphomproben von insgesamt 264
Patienten untersucht. 139 Patienten wurden in der Studien GLSG 1996 (137
Patienten) und GLSG 2000 (2 Patienten) fur follikulare Lymphome in
fortgeschrittenen Stadien behandelt. 125 Patienten wurden in der Studie flr
lokalisierte follikulare Lymphome behandelt. Die klinischen Daten der Patienten sind

in Tabelle 1 zusammengefasst.



Fur alle Patienten mit fortgeschrittenem follikularen Lymphom wurden bereits in einer
vorangegangenen Studie die Parameter Gesamt-T-Zell Gehalt, Tumorsklerose und
histologischer Grad erhoben (Klapper et al. 2007).

Fur die Untersuchung der Mum1 Expression wurden Tissue Micro Arrays (TMAS) mit
Lymphomproben von 211 Patienten untersucht. Von diesen Patienten wurden 47 in
der Studie GLSG 1996 und 164 in der Studie GLSG 2000 behandelt. Die klinischen
Daten der Patienten sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Die Koexpression des Transkriptionsfaktors Mum1/Irf4 mit Ki67 und Bcl6 wurde an
einem TMA mit Proben von insgesamt 22 Patienten mit follikularen Lymphomen
untersucht.

Reaktiv vergrol3erte Tonsillen wurden anonymisiert untersucht, um Daten fir

Normalgewebe zu gewinnen.

Variable Wert Anzahl |%
Alter > 60 Jahre |75 28
Geschlecht mannlich 122 46
Ann-Arbor-Stadium |1 78 30
2 28 11
3 61 23
4 93 36
Lymphknoten-
Rig;nen >4 106 41
ECOG >1 7 3
LDH > ULN 61 26
HB <120 4g/l 28 12
FLIPI LR 92 41
IR 71 32
HR 62 28

Tabelle 1: Klinische Charakteristika der Patienten, die auf FoxP3/ PD-1-
Expression untersucht wurden (ECOG= Eastern cooperative oncology group,
LDH= Laktatdehydrogenase, ULN= upper limit of normal, HB= Hamoglobin, FLIPI=
Follicular lymphoma international prognostic index, LR= low risk, IR= intermediate
risk, HR= high risk).



Variable Wert Anzahl %
Alter > 60 Jahre 50 30
Geschlecht mannlich 79 47
Stadium 3 55 34
4 108 66
Lymphknoten- | > 4 110 70
Regionen
ECOG >1 15 9
LDH erhoht 41 24
Hb > 120 g/l 39 24
FLIPI LR 19 12
IR 70 45
HR 67 43

Tabelle 2: Klinische Charakteristika der Patienten, die auf  Muml/Irf4-
Expression untersucht wurden (ECOG= Eastern cooperative oncology group,
LDH= Laktatdehydrogenase, HB= Hamoglobin, FLIPI= Follicular lymphoma

international prognostic index, LR= low risk, IR= intermediate risk, HR= high risk).

2.2 Immunhistochemische Farbung

Zur Untersuchung der Expression einzelner Marker wurden konventionelle
immunhistochemische Farbungen an Ganzschnitten und TMAs durchgefiihrt. Die
verwendeten Antikorper, Chemikalien, Losungen und Geréte sind in Tabelle 3, 4 und
5 zusammengefasst.

Immunhistochemische Farbungen kdnnen manuell oder automatisiert durchgefiihrt
werden. FiUr beide Methoden wurden zunachst ca. 5 um dicke Schnittpraparate
angefertigt.

Die Farbungen mit den Antikdrpern PD-1 und FoxP3 wurden manuell durchgefihrt.
Daflr wurden die Schnittpraparate fir 10 Minuten in Xylol gestellt, um das Paraffin
aus dem Gewebe zu entfernen. AnschlieBend wurde das Gewebe in einer
absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Da endogene Peroxidasen zu einer

ausgedehnten Hintergrundfarbung fuhren koénnen, wurden diese mit Hilfe von
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10%iger Wasserstoffperoxidlésung blockiert. Antigene weisen in formalinfixiertem
Gewebe haufig Konformationsveranderungen auf, die die Detektion mit Antikdrpern
ohne Vorbehandlung unmoglich machen. Diese Konformationsdnderungen konnen
durch Erhitzen bei definierten pH-Werten rickgéangig gemacht und die Antigene
somit ,demaskiert® werden (Shi et al. 1991; Shi et al. 1993). Zur
Antigendemaskierung wurden die Praparate fur drei Minuten in einem
Dampfdrucktopf gekocht. Fur die PD-1 Farbung wurde ein Citrat-basierter Puffer mit
einem pH-Wert von 6 verwendet, die Schnitte fur die FoxP3 Farbung wurden in
einem EDTA-basierten Puffer bei pH 8 vorbehandelt. Die Primarantikérper wurden im
Verhéltnis 1:50 (FoxP3) beziehungsweise 1:25 (PD-1) in 1%iger boviner Serum
Albumin Lésung verdinnt. Auf jeden Schnitt wurden 100 pl der Antikérperldsung
aufgetropft und bei Raumtemperatur eine Stunde inkubiert. Die Markierung der
Primarantikdrper erfolgte mit dem ZytoChem-Plus HRP Polymer-Kit . Zunéchst wurde
eine Verstarkerldsung fir 20 Minuten inkubiert, anschlie3end ein mit Meerrettich-
Peroxidase markierter, gegen 1gG der Primarantikdrper-Spezies gerichteter
Antikdrper fur 30 Minuten. Als Chromogen wurde Diaminobenzidin verwendet, das
bei Kontakt mit der Antikérper-gebundenen Peroxidase einen braunen
Farbniederschlag bildet. Die Farbereaktion wurde nach zwei bis funf Minuten nach
optischer Kontrolle der Farbung unterbrochen. Die Kerngegenfarbung erfolgte mit
saurem Hamalaun nach Meier. Die Praparate wurden zunachst funf bis zehn Minuten
in der Hamalaun-L6sung gefarbt, anschlieBend fir 20 Minuten in Wasser geblaut.
Schlie3lich wurden die gefarbten Schnittpraparate in einer aufsteigenden
Alkoholreihe dehydriert und maschinell eingedeckelt.

Die Farbung mit dem Antikérper gegen Mum1 wurde maschinell mit einem BondMax
Autostainer durchgefuhrt. Zuerst wurde auch hier das Paraffin in Xylol ausgewaschen
und endogene Peroxidasen mit Wasserstoffperoxidlosung blockiert. Die
Antigendemaskierung erfolgte mit der Citrat-basierten Losung ER1. Der
Primarantikdrper wurde im Verhéltnis 1:50 verdiunnt und fir 20 Minuten inkubiert. Die
anschlieBenden Farbeschritte erfolgten mit Hilfe des Bond Polymer Refine detection
Kit. Ein Sekundarantikorper (Kaninchen-anti-Maus 19gG) wurde zunéchst fir 8
Minuten inkubiert, anschlieBend ein Anti-Kaninchen-Antikdrper, gekoppelt mit
Meerettich-Peroxidase. Wie auch bei der manuellen Farbung wurde Diaminobenzidin

zur Visualisierung und Hamalaun als Kerngegenfarbung verwendet.
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2.3 Fluoreszenzmehrfachfarbung

Fluoreszenzmehrfachfarbungen wurden mit  zwei an unterschiedliche
Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelten Sekundéarantikdrpern durchgefihrt, sodass die
Koexpression von mehreren Antigenen in einer Zelle gezeigt werden konnte.

Die Fluoreszenzmehrfachfarbungen wurden an 5 pm dicken Schnittpraparaten
durchgefiihrt. Diese wurden zunachst in Xylol deparaffinisiert, hierbei wurden die
Ganzschnitte fur 10 Minuten und die TMA-Schnitte fur eine Stunde im Xylol belassen.
Die Antigendemaskierung erfolgte, wie auch bei den konventionellen Farbungen,
durch kochen unter Druck bei pH 6 in einem Citrat-basierten Puffer. Die Ganzschnitte
wurden 3 Minuten gekocht, die TMA-Schnitte 4 Minuten. Die Primé&rantikbrper
wurden in HAMA ELISA L6sung in folgenden Verhaltnissen verdinnt: Muml1 1:50,
Bcl6 1:10, Ki67 80:20. Jeweils 100 pl der verdiunnten Primarantikbrper in den
Kombinationen Mum1/Bcl6 und Muml/Ki67 wurden fir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurden die Schnitte in phosphatgepufferter
Kochsalzlésung gewaschen. Zwei unterschiedliche, jeweils gegen die Spezies der
Primarantikdrper gerichtete Sekundarantikérper wurden im Verhdaltnis 1:100 in
phosphatgepufferter Kochsalzlésung verdinnt und jeweils 100 pl pro Farbstoff und
Schnitt fir eine Stunde bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Die
Schnitte wurden wieder in phosphatgepufferter Kochsalzldsung gewaschen. Um das
Signal des Mum1 Antikérpers zu verstarken, wurde hier ein dritter, gegen die Spezies
des Sekundarantikdrpers gerichteter, fluoreszenzmarkierter Antikorper verwendet.
Dieser wurde ebenfalls im Verhaltnis 1:100 verdunnt und fir eine Stunde bei
Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Um die Zellkerne gegenzufarben
wurde 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) verwendet. Der Farbstoff wurde im
Verhaltnis 1:5000 verdiinnt und fur 2 Minuten inkubiert. Zuletzt wurden die Schnitte

mit Dako fluorescent mounting medium eingedeckelt.

2.4 Kombinierte Farbung mit in situ-Hybridisierung

Um darzustellen, ob Mum1 positive Zellen in follikularen Lymphomen plasmozytisch
differenziert sind, wurde eine in situ-Hybridisierung der Immunglobulinleichtketten
kappa und lambda mit einer konventionellen immunhistochemischen Mum1-Féarbung
kombiniert.
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Sowohl die in situ-Hybridisierung als auch die Farbung wurden auf einem Leica Bond
Max Farbeautomaten durchgefuhrt. Die Schnitte wurden bei 72°C deparaffiniert.
Anschliel3end wurden die Zellen fur 10 Minuten bei 37°C mit Proteinase K angedaut.
Die  Detektion der Leichtketten erfolgte mit  Fluorescein-konjugierten
Oligunukleotiden, diese wurden fur 120 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Anfarbung
der markierten Leichtketten erfolgte mit Hilfe des Bond polymer Refine detection kit
mit  Diaminobenzidin als Farbstoff. Als zweiter Schritt erfolgte die
immunhistochemische Farbung. Zunéchst wurde eine Antigendemaskierung mit
einem Citrat-basierten Puffer (Bond epitope retrieval solution 1) durchgefihrt. Der
Primarantikdrper (Maus-anti-Mum1, Dako) wurde im Verhaltnis 1:50 verdinnt und fur
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end erfolgte die Anfarbung der
markierten Zellen mit Hilfe des Bond polymer Red refine detection kit und Fast red
als Farbstoff.

Als Ergebnis zeigte sich eine nukledre, rote Anfarbung von Muml sowie eine
cytoplasmatische, braune Anfarbung der Immunglobulinleichtketten.

Antikorper Hersteller

Mouse- anti- human- FoxP3 Abcam, Klon 236A/E7
Mouse- anti- human- PD-1 Abcam, Klon NAT
Mouse-anti-human-Mum1 Dako, Klon Mum1p
Rabbit-anti-human-Mum1 Biocare medical, Klon Mum1p
Mouse-anti-human-Ki67 Institut fur Pathologie, Sektion

Hamatopathologie und Lymphknoten-

register, Kiel, selbst hergestellt

Mouse-anti-human-Bcl6 Dako, Klon PG-B6 p
Alexa 488 goat anti rabbit Invitrogen A-11008
Alexa 488 donkey anti goat Invitrogen A-11055
Alexa 555 donkey anti mouse Invitrogen A-31570

Tabelle 3: Antik6rper und Hersteller
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Chemikalien

Hersteller

Aluminiumkaliumsulfat

Merck Nr. 1.01047

Aqua destillata

DeltaSelect Nr. 23705-12A

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma Nr. A-4503

Chloralhydrat

Merck Nr. 1.02425

Citrat

Merck Nr.1.00244

Diaminobenzidin

DAKO Nr. K3468

EDTA

Merck Nr. 1.08421

Ethanol

Merck Nr. 1.00983

Fluorescence mounting medium

DAKO Nr. S3023

Hamatoxylin Merck Nr. 1.15938
Salzséaure (HCI, 2 Mol) Merck Nr. 1.09063
Methanol Merck Nr. 1.06009
Natriumchlorid (NaCl) Walter & Co

Natriumjodat (NalO3) Merck Nr. 1.06525

Natronlauge (NaOH, 2 Mol)

Merck Nr. 1.09136

Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS)
10x

GIBCO Nr. 70013-016

Pertex® Eindeckelmedium

Medite Nr. Per 30000

Trisma-Base

Sigma Nr. T1503

Trisma-Hydrochlorid

Sigma Nr. T3253

Tween 20

Merck Nr. 8.22184

Wasserstoffperoxid (H,O,, 30%)

Merck Nr. 1.07210

Xylol

Merck Nr. 1.08681

Tabelle 4: Chemikalien und Hersteller
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LAsung

Herstellung

1%iges Wasserstoffperoxid

200 ml Methanol, 6 ml H,O, 30%

TBS+ Tween 20

9,0 g TRIS-Base, 68,5 g TRIS-HCI, 87,8 g
NacCl, 5,0 ml Tween 20, 10 | aqua dest.

Citratpuffer pH 6

2,1 g Citrat, 1 | agqua dest., auf pH 6 titrieren
mit NaOH (2 Mol) und HCI (2 Mol)

EDTA-Puffer pH 8

3,72 g EDTA, 1 | aqua dest., auf pH 8
titrieren mit NaOH (2 Mol) und HCI (2 Mol)

Hamalaun 1 g Hamatoxylin, 1 | aqua dest.,, 0,2 ¢
Natriumjodat, 50 g Aluminiumkaliumsulfat,
50 g Chloralhydrat, Uber Nacht stehen
lassen, 1 g Citrat

PBS-Puffer 50 ml 10-fach konzentrierte PBS verdinnt

mit 450 ml aqua dest.

Tabelle 5: Lé6sungen und Puffer

Gerate

Hersteller

Axioskop Mikroskop

Zeiss, Oberkochen

Axioplan 2 Fluoreszenzmikroskop

Zeiss, Oberkochen

BondMax Autostainer

Leica Microsystems, Wetzlar

Colorview Il Mikroskopkamera

Olympus Soft Imaging Systems, Minster

Dampfdrucktopf

Tefal, Offenbach

Deckglaschen

Menzel- Glaser, Braunschweig

Objektrager

Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen

Pipetten und —spitzen

Eppendorf, Hamburg

Promounter RCM2000 Coverslipping

Machine

Medite, Burgdorf

Rasterokkular

Zeiss, Oberkochen

Spot RT slider Fluoreszenzkamera

Diagnostic Instruments Nr. RT230

Tabelle 6: Gerate und Hersteller
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2.5 Manuelle Auswertung der konventionellen immunhistochemischen
Farbungen

Alle Schnittpraparate wurden zunéchst bei 100-facher Vergréf3erung betrachtet, um
das Farbeergebnis zu tUberprifen und passende follikulare und interfollikulare Areale
fur die Analyse auszuwahlen. Ausgewdahlt wurden Areale die einerseits ein
ausreichend starkes Farbeergebnis vorwiesen, sodass auch schwach positive Zellen
sicher detektiert werden konnten, andererseits eine gute Fixierung, sodass Zellkerne
sicher erkannt und voneinander getrennt werden konnten. In diesen Arealen wurde
daraufhin bei 400-facher Vergrol3erung der Anteil der positiv gefarbten Zellen an der
Gesamtzellzahl ausgezéhlt. Gezahlt wurden jeweils 100 Zellen in drei follikularen und
in der FoxP3- und PD-1-Farbung zusatzlich in drei interfollikularen Arealen pro Fall.
Fur die folgenden statistischen Analysen wurde aus den drei Einzelwerten jeweils ein
Mittelwert fur den follikularen beziehungsweise den interfollikularen Anteil gebildet.

Weiterhin wurde ein perifollikulares Muster von FoxP3 oder PD-1 positiven Zellen
gualitativ registriert. Dieses Muster ist definiert als ein dicht gepackter Ring positiv

gefarbter Zellen an der Grenze zwischen follikularem und interfollikularem Raum.

2.6 Bildanalyse der konventionellen immunhistochemischen Farbungen

Die fur Bildanalyse und Bildverarbeitung verwendete Software ist in Tabelle 7
zusammengefasst.

An 130 Fallen aus der Gruppe der fortgeschrittenen Stadien wurde eine
conputergestitzte Bildanalyse der FoxP3 Farbung durchgefiihrt. Hierfir wurde das
Programm AnalySIS verwendet. Zuerst wurden passende Areale ausgewahlt, die
sich durch eine ausreichend starke Féarbereaktion und eine ausreichende Grol3e
auszeichneten. Von diesen Arealen wurden mit einer Mikroskopkamera Bilder
aufgenommen. Auch fir die Bildanalyse wurden jeweils drei follikulare und drei
interfollikulare Areale ausgewahlt. Die Auswahl der Areale erfolgte nach Méglichkeit
so, dass der Follikel beziehungsweise das interfollikulare Areal das komplette Bild
ausfullten, sodass die komplette Bildflache analysiert werden konnte. Falls das nicht
maoglich war, wurden die betreffenden Regionen nachtraglich auf dem Bild markiert.
Die Bilder wurden in Graustufenbilder konvertiert und eine Korrektur von

Beleuchtungsinhomogenitaten sowie eine Kontrastverstarkung durchgefthrt.
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An den so bearbeiteten Bildern wurde zunachst die Anzahl der positiven Zellkerne
bestimmt. Hierfir wurden ein Grauschwellenwert und ein Pixelgrenzwert festgelegt.
Der Grauschwellenwert bestimmt, welche Graustufe ein Partikel mindestens haben
muss um als positiv erkannt zu werden. Der Pixelgrenzwert legt fest, wie viele Pixel
ein Partikel mindestens haben muss, um als Partikel erkannt zu werden. Der
Grauschwellenwert ist abhangig von der Schnittdicke und der Farbeintensitat und
wurde somit fur jedes Bild individuell festgelegt. Der Pixelgrenzwert betrug fur alle
Bilder 150 Pixel. Alle Partikel im Bild, die den vorgegebenen Werten entsprachen,
wurden registriert und als Gesamtzahl ausgegeben.

Die Bestimmung der Gesamtzellzahl gestaltete sich schwieriger, da direkt
aneinander angrenzende Zellkerne mit &ahnlichen Grauwerten als ein Partikel
wahrgenommen wurden. Die Gesamtzellzahl wurde daher ndherungsweise Uber die
Gesamtflache aller Zellen und die mittlere ZellkerngroRe bestimmt. Zur Bestimmung
der Gesamtzellflache wurde zunachst ein Grauschwellenwert festgelegt, der
samtliche Zellkerne abdeckt und die Flache des so erfassten Areals gemessen.
AnschlieBend wurden einzeln liegende Zellkerne ausgewahlt und die mittlere Grol3e
aller ausgewahlten Partikel bestimmt (Abb. 1). Die Anzahl der Zellkerne wurde
bestimmt, indem die Gesamtflache durch die mittlere Einzelflache dividiert wurde.
Schlief3lich wurde der prozentuale Anteil der FoxP3 positiven Zellkerne (= Anzahl
positive Zellkerne/ Gesamtkernzahl x 100) errechnet.

Aus den drei follikularen und den drei interfollikularen Werten wurde jeweils ein

Mittelwert fur die weitere Bearbeitung gebildet.
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Abb. 1 Computergestitzte Bildanalyse der konventionellen
immunhistochemischen Farbungen. Bildanalytische Registrierung der positiv

angefarbten Zellkerne (A) und der Gesamtflache der Zellkerne (B).
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2.7 Bildanalyse der Fluoreszenzmehrfachfarbungen

Zunachst wurden ausgewahlte Areale mit Hilfe eines Epifluoreszenzmikroskops und
einer Fluoreszenzkamera fotografiert. Von jeder Tonsille wurden von drei Follikeln
die helle und die dunkle Zone getrennt fotografiert, von jedem Lymphomfall wurden
drei Follikel aufgenommen. Jedes Bild wurde in drei Farbkanélen (Alexa 488, Alexa
555, DAPI) aufgenommen. Aus den Bildern wurde mit der Software ,VisiView* der
unspezifische Farbehintergrund geldscht. Anschlie3end wurden in Adobe Photoshop
die zu analysierenden Regionen ausgeschnitten, vor einen schwarzen Hintergrund
gelegt und in Graustufenbilder Ubersetzt.

Diese Bilder wurden mit Hilfe der Software TissueFACS (TissueGnostics, Wien,
Osterreich) ausgewertet. Zuerst wurden alle vorhandenen Zellkerne anhand des
DAPI-Bildes detektiert (Abb. 2A). Mit Hilfe der so angefertigten Zellkernmaske wurde
die Farbeintensitat der jeweiligen Marker fir jeden einzelnen Zellkern berechnet (Abb
2B und C). Die Ergebnisse wurden in Punktwolkendiagrammen ausgegeben, wobei
jeder Punkt einen Zellkern darstellt (Abb 2D und E). Jeder Punkt konnte zu dem
entsprechenden Zellkern im Bild zuriickverfolgt werden. Ein Grenzwert zwischen
positiven und negativen Zellen wurde jeweils handisch festgelegt. Der Anteil der
jeweils einfach- und doppeltpositiven Zellen wurde berechnet. AnschlielRend wurden
die positiven Zellen fir beide Marker untersucht auf den Anteil der Zellen, die auch

den zweiten Marker exprimieren.
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Abb. 2: Computergestitzte Bildanalyse der Fluoreszenzmehrfachfarbungen.
Segmentierung der Zellkerne anhand der DAPI-Farbung (A), Analyse der Anzahl der
positiv angefarbten Zellkerne der jeweiligen Marker in der Kernmaske (B und C),
Ausgabe der Ergebnisse in Punktwolkendiagrammen, wobei jeder Punkt eine Zelle
darstellt (D und E). X-Achse= Intensitat der DAPI-Farbung, y-Achse= Intensitat der
Ki67- (D) beziehungsweise Muml-Farbung (E). Gate 1= Ki67 positive Zellen, Gate

2= Muml positive Zellen, Gate 4= Ki67 negative Zellen.

2.8 Statistische Analyse

Die Unterschiede der FoxP3 und PD1 Expression in den verschiedenen Stadien
wurden mittels ANOVA mit Hilfe von GraphPad Prism berechnet. Zum Vergleich der
Muml Expression in follikularen Lymphomen und reaktiven Keimzentren, sowie in
Ki67-Positiven und -negativen Zellen wurden t-Tests angewendet. Um die Korrelation
mit der Zeit zum Therapieversagen und dem Gesamtiberleben zu untersuchen,
wurden Kaplan-Meier-Kurven berechnet und multi- und univariate Coxregressionen
durchgefthrt (in Zusammenarbeit mit Eva Hoster, LMU Munchen). Die Zeit bis zum
Therapieversagen ist definiert als das Zeitintervall zwischen Aufnahme in die Studie

und Versagen der Induktionstherapie (minimale Remission, stabile Erkrankung oder
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Progress), Rezidiv oder Tod des Patienten; das Gesamtiberleben wurde errechnet
als der Zeitraum zwischen Aufnahme in die Studie und letztem
Nachbeobachtungszeitpunkt oder Tod des Patienten (Hiddemann et al. 2005;
Nickenig et al. 2006).

Software Hersteller

AnalySIS FIVE Olympus Soft Imaging System, Minster

Adobe Photoshop Adobe Systems, San Jose, Kalifornien, USA

GraphPad Prism Graph Pad Software, Sandiego, Kalifornien,
USA

TissueFACS TissueGnostics, Wien, Osterreich

VisiView Visitron Systems, Puchheim

Tabelle 7: Software und Hersteller
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3 Ergebnisse

3.1 Verteilung FoxP3 und PD-1 positiver Zellen in reaktivem und malignem
lymphatischen Gewebe

Die Verteilung von follikularen T-Helfer-Zellen und regulatorischen T-Zellen in
Normalgewebe wurde an drei Tonsillen mit dem histologischen Bild einer
unspezifischen Tonsillitis untersucht. Innerhalb der reaktiven Keimzentren zeigte sich
in der PD-1 Farbung eine ungleichmallige Verteilung zwischen dunkler und heller
Zone mit einem hoheren Gehalt an positiven Zellen in der hellen Zone (29,6%
positive Zellen gegenlber 5,6% positive Zellen in der dunklen Zone). FoxP3 positive
Zellen waren in reaktiv vergréRerten Keimzentren nur sehr spéarlich vorhanden (1,6%
positive Zellen) und zeigten keine Zonierung. Ein perifollikulares Verteilungsmuster
liel3 sich weder fur PD1 noch fur FoxP3 nachweisen.

Die Verteilung im follikularen Lymphom wurde an Gewebeproben von insgesamt 264
Patienten untersucht. Ergebnisse der Foxp3 Farbung waren fur 242 Patienten
verfugbar, Ergebnisse der PD-1 Farbung fir 163 Patienten, beide Marker waren bei
140 Patienten auswertbar. Reprasentative Beispiele der Farbungen sind in Abbildung
3 dargestellt.

In follikularen Lymphomen waren sowohl FoxP3 als auch PD-1 positive Zellen
gleichmafig in den malignen Follikeln verteilt, Unterschiede im Anteil der positiven
Zellen zeigten sich jedoch im Vergleich zum interfollikularen Raum. FoxP3 positive
Zellen fanden sich hauptsachlich im interfollikularen Raum (4,3% positive Zellen in
den Follikeln gegeniber 11,0% positive Zellen im interfollikularen Raum). PD-1
hingegen wurde bevorzugt von Zellen innerhalb der neoplastischen Follikel exprimiert
(12,7% positive Zellen innerhalb der Follikel gegeniiber 3,3% positive Zellen im
interfollikularen Raum). Ein hoher follikularer Gehalt an positiven Zellen war fir beide
Marker assoziiert mit einem hohen interfollikularen Anteil des gleichen Zelltyps (p<
0,001 fur FoxP3 und p= 0,001 fur PD-1).

Insgesamt 27 Lymphomfalle zeigten ein perifollikulares Verteilungsmuster FoxP3
positiver Zellen, ein perifollikulares Verteilungsmuster PD-1 positiver Zellen konnte in
25 Féllen nachgewiesen werden (Abb. 3). Dieses Muster war fur beide Marker

assoziiert mit einem hohen Gehalt an positiven Zellen im follikularen Raum (p= 0,025
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fur FoxP3 und p< 0,001 fur PD-1), eine Korrelation mit einem hohen Gehalt positiver

Zellen auch im interfollikularen Raum lief3 sich nur fir FoxP3 nachweisen (p< 0,001).

Abb. 3: Verteilungsmuster von PD-1 und FoxP3 positiven Zellen in follikularen
Lymphomen. PD-1 positive Zellen ohne perifollikulares Verteilungsmuster (A) und
mit perifollikularem Verteilungsmuster (B); FoxP3 positive Zellen ohne (C) und mit
perifollikularem Verteilungsmuster (D). VergrofRerung 100-fach, Bildausschnitte 400-

fach.

3.2 Korrelation FoxP3 und PD-1 positiver Zellen mit histopathologischen
Merkmalen des follikularen Lymphoms

In einer vorangegangenen Studie wurden an dem Studienkollektiv der
fortgeschrittenen Stadien bereits das Vorkommen und die prognostische Wertigkeit
von verschiedenen histologischen Markern untersucht: Gesamt-T-Zell-Gehalt,

histologischer Grad, diffuses Wachstumsmuster und Tumor-Sklerose (Klapper et al.
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2007). Mit diesen bereits vorhandenen Werten wurde der Gehalt an regulatorischen
T-Zellen und follikularen T-Helfer-Zellen korreliert.

Der Gesamt-T-Zell-Gehalt, ermittelt durch eine immunhistochemische Farbung mit
einem Antikoérper gegen das Antigen CD3 korreliert mit dem Gehalt von PD-1 im
follikularen und interfollikularen Raum (p= 0,022 follikular und p= 0,013 interfollikular),
mit dem Gehalt an FoxP3 positiven Zellen jedoch nur im interfollikularen Raum (p<
0,001). Die Tumorsklerose, die sich in der oben genannten Studie als einziger
prognostisch relevanter Parameter herausstellte, zeigte keine Korrelation mit dem
Gehalt an PD-1 und FoxP3 positiven Zellen, ebenso war keine Korrelation mit einem
diffusen Wachstumsmuster oder dem histologischen Grad nachweisbar. Keiner der
erhobenen Parameter war assoziiert mit einem perifollikularen Verteilungsmuster von

PD-1 oder FoxP3 positiven Zellen.

3.3 Kaorrelation FoxP3 und PD-1 positiver Zellen mit der Ausbreitung der
Erkrankung

Die beiden untersuchten Kohorten unterschieden sich hinsichtlich der Ausbreitung
der Erkrankung. Ein Vergleich des FoxP3 und PD-1 Gehalts zwischen den beiden
Kohorten zeigte auch in dieser Hinsicht einen signifikanten Unterschied, sowohl im
follikularen als auch im interfollikularen Raum. In der Studienkohorte fir lokalisierte
follikulare Lymphome war der mittlere Anteil FoxP3 positiver Zellen interfollikular
niedriger im Vergleich zu der Studienkohorte fir fortgeschrittene follikulare
Lymphome. Die Medianwerte betrugen 8,0% versus 14,8% (p< 0,0001). Der PD-1
Gehalt hingegen war in der Studiengruppe fur fortgeschrittene Stadien in beiden
Kompartimenten signifikant niedriger. Hier betrugen die Medianwerte interfollikular
4,0% und 2,7% (p< 0,0001); follikular 14,3% und 11,7% (p= 0,0010). Auch die
Ausbildung eines perifollikularen Verteilungsmusters fir FoxP3 positive Zellen
unterschied sich in beiden Gruppen: Wahrend in der Studiengruppe fur niedrige
Stadien nur 2% der Falle ein perifollikulares Verteilungsmuster zeigten, waren es in
der Studiengruppe fir fortgeschrittene Stadien 19% (p< 0,0001).

Klinisch werden follikulare Lymphome nach ihrer Ausbreitung unterteilt in Ann-Arbor-
Stadien. Da beide Kohorten eine Uberschneidung betreffend der follikularen
Lymphome im Stadium 3A zeigten, wurde die gesamte Gruppe in Ann-Arbor-Stadien

aufgeteilt. Auch hierbei zeigten sich signifikante Unterschiede. In hdoheren
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Erkrankungsstadien zeigte sich ein héherer FoxP3 Gehalt im interfollikularen Raum
(p< 0,0001, Median in Stadium I, Il, Il und IV 8,3%, 8,0%, 13,3% und 14,5%, Abb.
4A), wahrend der Gehalt an PD-1 positiven Zellen in héheren Ann-Arbor Stadien
geringer war (p< 0,0001, Median in Stadium I, II, Il und IV 5,3%, 3,7%, 3,3% und
2,7%; Abb. 4B). Der Anteil an FoxP3 positiven Zellen innerhalb der Follikel war
unabh&ngig vom Stadium (Abb. 4C), hingegen zeigte sich auch im follikularen Raum
ein geringerer Gehalt PD-1-positiver Zellen in hohen Krankheitsstadien (p= 0,0146,

Median im Stadium 1, II, Il und IV 14,0%, 15,2%, 13,0%, 11,2%; Abb. 4D). Ein
perifollikulares Muster FoxP3 positiver Zellen war signifikant haufiger in hdheren
Stadien zu finden (p< 0,0001, Anteil in Stadium I, II, Il und IV 3%, 0%, 6%, 24%).

Der Anteil von Fallen mit einem perifollikularen Muster PD-1 positiver Zellen

unterschied sich nicht signifikant zwischen den Stadien.
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Abb. 4: Anteil FoxP3 und PD-1 positiver Zellen in unterschiedlichen
Erkrankungsstadien. Im interfollikularen Raum ist der Anteil FoxP3-positiver Zellen
in hohen Krankheitsstadien héher (A), der Anteil PD-1 positiver Zellen hingegen ist
geringer (B). Im Follikel zeigte sich in den verschiedenen Stadien kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich des Anteils FoxP3 positiver Zellen (C), der Anteil PD-1
positiver Zellen ist auch im Follikel in héheren Stadien geringer (D). Dargestellt sind
Scatter Plots. Jeder Punkt stellt einen Fall dar, die Querbalken zeigen die Mittelwerte.
X-Achse= Ann-Arbor-Stadium, y-Achse= PD-1 beziehungsweise FoxP3 positive
Zellen in %.

3.4 FoxP3 und PD-1 positive Zellen in Bezug auf den klinischen Risiko-Score
FLIPI

Der internationale Prognoseindex fur follikulare Lymphome (FLIPI) dient der
klinischen Risikoabschétzung und ist zurzeit das am besten etablierte Werkzeug zur
Prognoseerstellung. Der FLIPI war in beiden Kohorten fur insgesamt 225 Patienten
verfugbar. Der FLIPI war assoziiert mit dem interfollikularen Anteil sowohl FoxP3 als
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auch PD-1 positiver Zellen. FoxP3 positive Zellen im interfollikularen Raum waren zu
einem groReren Anteil in Proben von Patienten aus der Hochrisiko-Gruppe enthalten
(Median in der Niedrigrisiko-, Intermediarrisiko- und Hochrisiko-Gruppe 9,3%, 14,1%
und 14,7%, p< 0,0001). Der Anteil PD-1 positiver Zellen nahm hingegen mit
steigender Risikogruppe ab (Median in der Niegrigrisiko, Intermediarrisiko- und
Hochrisiko-Gruppe 4,0%, 3,0% und 2,7%, p< 0,0001). Auch ein perifollikulares
Muster FoxP3 positiver Zellen war mit der FLIPI-Risikogruppe assoziiert: In der
Niedrigrisiko-Gruppe fand sich signifikant seltener ein perifollikulares Muster (Anteil
an positiven Fallen in der Niedrigrisiko-, Intermediarrisiko- und Hochrisikogruppe 5%,
18% und 16%, p= 0,022).

3.5 Klinischer Verlauf follikularer Lymphome in Bezug auf FoxP3 und PD-1
positive Zellen

Die Korrelation mit dem klinischen Verlauf wurde anhand der Zeit bis zum
Therapieversagen und des Gesamtliberlebens in der Kohorte mit fortgeschrittenen
follikularen Lymphomen untersucht. Die mittlere Zeit bis zum Therapieversagen
betrug fur die Gruppe 33 Monate bei einer mittleren Nachbeobachtungszeit von 108
Monaten. Bei sechs Patienten zeigte sich eine Progression unter Therapie, bei einem
Patienten ein stabiler Krankheitsverlauf, bei 76 Patienten ein Rezidiv der Erkrankung,
neun Patienten verstarben in Remission. Das Funfjahrestiberleben betrug 80%, das
10-Jahresiberleben 74%.

In einer univariaten Cox-Regression zeigte keine der erhobenen Variablen eine
Korrelation mit der Zeit zum Therapieversagen und dem Gesamtiberleben, ein
perifollikulares Muster FoxP3 positiver Zellen zeigte jedoch einen Trend zu einer
kirzeren Zeit zum Therapieversagen (p= 0,089; Abb. 5A) und einem schlechteren
Gesamtuberleben (p= 0,069; Abb. 5B). In einer multivariaten Cox-Regression
adjustiert fur den FLIPI wurden diese Werte signifikant (p= 0,02 fur die Zeit zum
Therapieversagen und p= 0,025 fir das Gesamttberleben). Die Hazard ratio betrug
1,80 fur die Zeit zum Therapieversagen und 2,29 fur das Gesamtiiberleben.

Fur die Studie fur lokalisierte follikulare Lymphome lagen wegen fehlender
Entblindung keine klinischen Daten vor.
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Abb. 5: Zeit bis zum Therapieversagen und Gesamtuiberleben abhangig vom
Vorhandensein eines perifollikularen Musters. Ein perifollikulares Muster FoxP3
positiver Zellen zeigt einen Trend zu einer kirzeren Zeit zum Therapieversagen (A)
und einem schlechteren Gesamtiiberleben (B). Dargestellt sind Kaplan Meier Kurven.

PFM= perifollikulares Muster.

3.6 Muml-Expression in follikularen Lymphomen

Die Muml-Expression in follikularen Lymphomen sowie deren Variabilitat wurde an
TMAs mit Proben von 210 Patienten mittels konventioneller immunhistochemischer
Farbung untersucht. Die Farbung war in insgesamt 169 Fallen auswertbar. Der Anteil
Mum2l positiver Zellen war sehr variabel mit einem Medianwert fir Mum1 positive
Zellen innerhalb der malignen Follikel von 4,7% bei einem Minimum von 0,3% und
einem Maximum von 61,3%, einem Mittelwert von 7,5% und einer
Standardabweichung von 9%. Mehr als 20% Muml positive Zellen waren in 13
Fallen (8%) nachweisbar, mehr als 30% in 6 Fallen (4%).

3.7 Charakterisierung der Differenzierung Muml positiver Zellen in
follikuldaren Lymphomen

Zur Charakterisierung der Differenzierung der Mum1l positiven Zellen innerhalb des
follikularen Lymphoms wurde der Immunphanotyp dieser Zellen mittels

Doppelmarkierungen bestimmt. Eine Fluoreszenz-Doppelfarbung mit dem
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Transkriptionsfaktor Bcl6 wurde zur Bestimmung eines Keimzentrumsphanotyps der
Mum1l positiven Zellen verwendet. Die Farbung war in insgesamt zehn Féallen von 22
auswertbar. Im Mittel waren 66,7% aller Zellen innerhalb des follikularen Lymphoms
positiv fur Bcl6 (Einzelwerte zwischen 29,5% und 85,2%). Der Mittelwert der Mum1
Expression innerhalb des follikularen Lymphoms lag bei 23,3% (Einzelwerte
zwischen 2,3% und 88,7%). Im Mittel zeigten 52,8% der Mum1 positiven Zellen eine
Koexpression des Keimzentrumsmarkers Bcl6 (Einzelwerte zwischen 33,9% und
81,8%, Abb. 6A und B).

Um zu Uberprifen, ob Muml positive Zellen im follikularen Lymphom eine
plasmazytische Differenzierung aufweisen, wurden vier Falle konventionell fir Mum1
gefarbt und die Farbung mit einer in situ-Hybridisierung fur mRNA der
Immunglobulin-Leichtketten kappa und lambda kombiniert. Insgesamt 4,8% der
Muml positiven Zellen zeigten eine Koexpression mit der Leichtkette kappa, 1,7%

eine Koexpression mit der Leichtkette lambda (Abb. 6C und D).
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Abb. 6: Phanotyp Muml positiver Zellen in follikularen Lymphomen. In
follikularen Lymphomen zeigen Mum1 positive Zellen eine variable Koexpression von
Bcl6 (A und B, rote Farbung= Bcl6, grine Farbung= Mum1l). In der Mehrzahl der
Muml positiven Zellen werden die Immunglobulin-Leichtketten kappa (C) und
lambda (D) nicht exprimiert (Kombinierte immunhistochemische Farbung/in-situ
Hybridisierung, rot= Muml, braun= kappa/lambda, VergréRerung 100-fach,
Bildausschnitte 400-fach)
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3.8 Proliferationsrate von Mum1l positiven Zellen in reaktiven Keimzentren
und malignen Follikeln

Ob die deregulierte Expression von Muml in Keimzentrumszellen auch zu einer
Deregulation von funktionellen Ablaufen der B-Zell-Differenzierung fuhrt, wurde
anhand von Fluoreszenz-Doppelfarbungen mit dem Proliferationsmarker Ki67 in
reaktiven Keimzentren und follikularen Lymphomen untersucht.

Insgesamt neun reaktive Keimzentren aus drei Tonsillen wurden zur Gewinnung von
Normalwerten  verwendet. Die  reaktiven  Keimzentren  zeigten eine
Kompartimentalisierung der Proliferationsaktivitat mit einer hochproliferativen dunklen
und einer niedrigproliferativen hellen Zone. Mum1l positive Zellen waren in den
beiden Zonen unterschiedlich haufig vertreten (Abb. 7A). In der hochproliferativen
Zone betrug der Mittelwert 2,7%, in der niedrigproliferativen Zone 12,6% (p< 0,0001;
Abb. 7B). Mum1 wurde in beiden Zonen signifikant haufiger in nicht proliferierenden
Zellen exprimiert (Abb. 7C).

Die Follikel der follikularen Lymphome zeigten keine Kompartimentalisierung (Abb.
8A und B). Die mittlere Proliferationsrate betrug 17,0% mit Mittelwerten der einzelnen
Falle zwischen 5,4% und 28,0% bei einer Standardabweichung von 8,87%. Der
Anteil Mum1 positiver Zellen zeigte eine weite Streuung mit einem Mittelwert von
26,3% und Werten zwischen 3,9% und 91,1%. Die Standardabweichung betrug
29,23%. Im Gegensatz zu den reaktiven Follikeln wurde hier Muml signifikant

haufiger in proliferierenden Zellen exprimiert (p= 0,0212; Abb. 8C).
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Abb. 7: Mum1-Expression und Proliferation in reaktiven Keimzentren. Reaktive
Keimzentren sind geteilt in eine niedrig-proliferierende helle Zone und eine hoch-
prolifierierende dunkle Zone (A; Fluoreszenzmehrfachfarbung, rote Farbung= Ki67,
grune Farbung= Mum1). Mum1l positive Zellen finden sich signifikant haufiger in der
hellen Zone (B). Sowohl in der hellen (C) als auch in der dunklen Zone (D) wird
Muml haufiger in Ki67 negativen Zellen exprimiert (Scatter plots, jeder Punkt

reprasentiert einen Fall, die Querbalken stellen Mittelwerte dar).
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Abb. 8: Muml Expression und Proliferation in follikularen Lymphomen.
Follikulare Lymphome zeigen keine Zonierung (A und B;
Fluoreszenzmehrfachfarbungen, rote Farbung= Ki67, grine Farbung= Mum1l). Hier
wird Mum1 signifikant haufiger in Ki67 positiven Zellen exprimiert (C, Scatter plot,

jeder Punkt reprasentiert einen Fall, die Querbalken stellen Mittelwerte dar).

3.9 Korrelation der Muml-Expression mit histologischen und klinischen
Merkmalen des follikularen Lymphoms

Im Rahmen der klinischen Studie wurden flir die Patienten der histologische Grad,
die Ausbreitung der Erkrankung in Form des Ann-Arbor-Stadiums sowie der FLIPI
erhoben.

Informationen zu histologischen Grad waren fir insgesamt 136 Patienten vorhanden
(Grad 1. 114, Grad 2: 22). Signifikante Unterschiede hinsichtlich der Muml
Expression zeigten sich hier nicht (Mittelwert Grad 1: 7,2%, Mittelwert Grad 2: 10,9
%, p= 0,22). Auch zwischen den Ann-Arbor-Stadien 3 (55 Patienten) und 4 (108
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Patienten) ergab sich kein signifikanter Unterschied (Mittelwert Stadium 3: 7,7%,
Mittelwert Stadium 4: 7,7%, p= 0,64).

Bei Einteilung der Patienten in die Risikogruppen des internationalen Prognoseindex
fur follikulare Lymphome zeigte sich jedoch ein signifikanter Unterschied. In héheren
Risikogruppen war ein hoéherer Anteil an Muml positiven Zellen nachweisbar. Die
Mittelwerte betrugen in der Niedrigrisikogruppe 5,7%, in der mittleren Risikogruppe
6,3% und in der Hochrisikogruppe 9,1% (p= 0,00356).

3.10 Muml-Expression in Bezug auf den klinischen Verlauf follikularer
Lymphome

Um die Korrelation des Mum1 Gehalts mit dem klinischen Verlauf zu untersuchen,
wurden die Zeit bis zum Therapieversagen und das Gesamtiiberleben untersucht.
Fur die Zeit bis zum Therapieversagen lagen Daten fiir insgesamt 160 Patienten vor.
Die mittlere Nachbeobachtungzeit betrug 61 Monate. Bei einer Einteilung der
Patienten in drei Gruppen nach dem Anteil der Mum1 positiven Zellen (< 10%: 125
Patienten; 10-20%: 22 Patienten und > 20%: 13 Patienten) ergab sich fir die Gruppe
< 10% eine mittlere Zeit bis zum Therapieversagen von 48 Monaten, fir die beiden
anderen Gruppen die mittlere Zeit zum Therapieversagen noch nicht erreicht, dieser
Unterschied war jedoch nicht signifikant (p= 0,14). Bei Zusammenlegung der beiden
héherexprimierenden Gruppen (< 10% versus > 10%) zeigte sich ebenfalls kein
signifikanter Unterschied (p= 0,057). Bei einer Analyse ausschlief3lich der Patienten
mit einem Hochrisiko FLIPI ergab sich eine bessere Zeit bis zum Therapieversagen
bei einem Muml Anteil von > 10% verglichen mit einem Anteil von < 10% (mittlere
Zeit bis zum Therapieversagen nicht erreicht versus 41 Monate, p= 0,0279).

Da die Kombination von Chemotherapie mit monoklonalen Anti-CD20-AntikGrpern zu
einer deutlichen Verbesserung des klinischen Verlaufs bei Patienten mit follikukéren
Lymphomen fuhrt, wurde die Zeit bis zum Therapieversagen gesondert flr Patienten
untersucht, die Immun-Chemotherapie erhalten hatten. Es waren Daten von 81
Patienten verfigbar, von denen 67 Patienten < 10% Muml1 positive Zellen aufwiesen,
9 Patienten 10-20% und 5 Patienten >20%. Die mittlere Nachbeobachtungszeit
betrug 41 Monate. Weder beim Vergleich der drei Gruppen noch beim Vergleich der
niedrigexprimierenden Gruppe mit den beiden hdéherexprimierenden Gruppen ergab

sich eine signifikant unterschiedliche Zeit bis zum Therapieversagen.
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Daten zum Gesamtiiberleben lagen fur insgesamt 169 Patienten vor. Hiervon zeigten
133 Patienten Mum1-Expression in < 10% der Zellen, 23 Patienten in 10-20% der
Zellen und 13 Patienten in > 20% der Zellen. Das mittlere Gesamtuiberleben war in
keiner der drei Gruppen erreicht bei einer mittleren Nachbeobachtungszeit von 70
Monaten. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des
Gesamtluberlebens zwischen den drei Gruppen (p= 0,52). Auch beim Vergleich von
Patienten mit < 10% Mum1 positiven Zellen und Patienten mit > 10% Mum1 positiven

Zellen zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p= 0,41).
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4 Diskussion

Follikulare Lymphome leiten sich von den B-Zellen des Keimzentrums ab (Swerdlow
et al. 2008). Im Keimzentrum reifen naive B-Zellen zu antikdrpersezernierenden
Plasmazellen heran, reguliert einerseits durch ein spezifisches zellulares Milieu,
andererseits durch die aufeinanderfolgende Herauf- und Herabregulation der
Expression verschiedener B-Zell-Transkriptionsfaktoren. Ob diese Faktoren oder ihre
Deregulation im Krankheitsverlauf von follikularen Lymphomen eine Rolle spielen
und sich somit als prognostische Marker eignen wirden, wurde anhand von Proben
von Patienten untersucht, die im Rahmen einer randomisierten Studie behandelt
wurden.

Das zellulare Milieu von reaktiven Keimzentren besteht aus T-Zellen, Makrophagen
und follikularen dendritischen Zellen, die in unterschiedlichen Anteilen in der hellen
und dunklen Zone des Keimzentrums vorkommen (Allen et al. 2007a). Auch in
follikularen Lymphomen kommen diese Zelltypen in unterschiedlichem Ausmal als
nicht-neoplastisches Begleitinfiltrat vor (Klapper 2011). Die Tatsache, dass diese
Zellen in reaktiven Keimzentren einen wichtigen Einfluss auf Proliferation, Apoptose
und Differenzierung von Keimzentrums-B-Zellen haben (Allen et al. 2007a; Allen et
al. 2007b), legt die Frage nahe, ob auch die malignen B-Zellen im follikularen
Lymphom durch das Begleitinfiltrat beeinflusst werden. Gen-Expressions-Analysen
zeigen, dass Anzahl oder Aktivierung dieser nicht-neoplastischen Zellen mit dem
klinischen Verhalten von follikularen Lymphomen korrelieren (Dave et al. 2004). Eine
Signatur, die sich aus Genen von T-Zellen und Makrophagen zusammensetzt, ist mit
einer guten Prognose assoziiert, wahrend eine Signatur aus Genen von follikuléaren
dendritischen Zellen und Makrophagen mit einer schlechteren Prognose assoziiert
ist. Mit diesem Genexpressionsmodell ist es mdglich, die Prognose von follikularen
Lymphomen unabhangig vom internationalen Prognoseindex vorherzusagen (Dave
et al. 2004). Genexpressionsanalysen sind jedoch in der Routinediagnostik wegen
des hohen Arbeits- und Kostenaufwandes, der schwierigen Normalisierung und
Kalibrierung bei Untersuchung einzelner Falle und der schwierigen Anwendbarkeit an
formalinfixiertem Material bisher nicht einsetzbar. Immunhistochemische Farbungen
hingegen sind eine gut etablierte Methode in der Ruotinediagnostik. Daher wurde

von mehreren Arbeitsgruppen versucht, die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen
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in prognostisch verwertbare immunhistochemische Farbungen zu Ubersetzten.
Verschiedene, gegen T-Zellen und Makrophagen gerichtete Antikdrper wurden
verwendet (Carreras et al. 2006; Tzankov et al. 2008; Alvaro et al. 2006; Lee et al.
2006; Farinha et al. 2010; Richendollar et al. 2011; Glas et al. 2007; Wahlin et al.
2010). Die T-Zell-Marker FoxP3 und PD-1 zeigten hierbei heterogene, in einigen
Studien jedoch vielversprechende Ergebnisse (de Jong et al. 2009).

Einige Gruppen fanden eine Korrelation zwischen hohem Anteil an FoxP3 positiven
Zellen und besserem Gesamtiberleben (Carreras et al. 2006; Tzankov et al. 2008)
oder niedrigeren FLIPI-Risikogruppen (Alvaro et al. 2006; Carreras et al. 2006). Die
Analyse von verschiedenen Verteilungsmustern der FoxP3 -positiven Zellen zeigte in
einer Studie ein Uberlebensvorteil bei perifollikularem Verteilungsmuster (Lee et al.
2006), in einer anderen Studie ein schlechteres Gesamtiiberleben und ein hdheres
Transformationsrisiko bei einem follikularen Verteilungsmuster im Vergleich zu einem
diffusen Verteilungsmuster (Farinha et al. 2010). In zwei Studien war der Gehalt
FoxP3 positiver Zellen nicht relevant fur die Prognose (Richendollar et al. 2011; Glas
et al. 2005).

PD-1 in follikularen Lymphomen wurde in drei Studien untersucht. Hiervon zeigten
zwei eine positive Korrelation zwischen Prognose und PD-1 positiven Zellen
(Carreras et al. 2009; Wahlin et al. 2010), in der dritten Studie dagegen war ein hoher
Anteil an PD-1 positiven Zellen korreliert mit einem schlechteren Uberleben
(Richendollar et al. 2011). Auch eine mdgliche funktionelle, Inerleukin 4-vermittelte
Beziehung zwischen follikularen T-Helfer-Zellen und den Zellen des follikularen
Lymphoms wurde beschrieben (Pangault et al. 2010).

In unserer Studie fanden wir keine Korrelation von Gesamtiberleben mit dem Gehalt
an PD-1 oder FoxP3 positiven T-Zellen. Ein perifollikulares Verteilungsmuster war, im
Widerspruch zu einer vorangegangenen Studie (Lee et al. 2006), assoziiert mit
einem schlechteren Uberleben in einem multivariaten Cox-Modell, adjustiert fiir den
FLIPI.

Die Diskrepanzen unserer und anderer Ergebnisse mit den Ergebnissen der
Genexpressionsstudien lassen sich auf verschiedenen Weisen erklaren. Zuerst ist es
wichtig zu bemerken, dass weder FoxP3 noch PD-1 Teil der prognostischen
Genexpressionssignaturen waren, die gedanklicher Ausgangspunkt fur die meisten
Arbeiten zum Begleitinfiltrat bei follikularen Lymphomen waren. Weiterhin ist eine

Genexpressionssignatur eine komplexe Information aus einer Vielzahl an Genen, die

36



maoglicherweise auch interagieren. Diese Information lasst sich nicht mit einer
immunhistochemischen Farbung fur ein einzelnes Protein oder einen Zelltyp
reproduzieren.

Auch fur die Widerspriche zwischen den immunhistochemischen Studien finden
sich Erklarungen. Hier wurden die Daten zunachst an verschiedenen Arten von
Proben erhoben: einige Gruppen verwendeten TMAs (Alvaro et al. 2006; Farinha et
al. 2010; Farinha et al. 2005; Lee et al. 2006; Richendollar et al. 2011; Tzankov et al.
2008), andere Ganzschnitte (Carreras et al. 2006; Carreras et al. 2009; Glas et al.
2007). Zusatzlich wurden die meisten Studien an einer einzelnen Institution
durchgefihrt, sodass die Proben Uber einen langen Zeitraum gesammelt werden
mussten. Dies fuhrte dazu, dass die Patienten eine Vielzahl verschiedener
Therapieschemata erhielten. Insbesondere hinsichtlich neuerer Ergebnisse, die
zeigen, dass der Einfluss des Begleitinfiltrats auf den Verlauf von follikularen
Lymphomen abhangig ist von der angewendeten Therapie (de Jong et al. 2009),
liefert dies eine Erklarung fur Diskrepanzen.

FoxP3 ist beim Menschen, im Gegensatz zu Mausen, durch T-Zell-Rezeptor-
Aktivierung induzierbar in einer kleinen Gruppe CD4+CD25- T-Zellen, die dadurch
regulatorische Aktivitat entwickeln (Walker et al. 2003). Eine transiente, in vitro
induzierte FoxP3 Expression hingegen ist nicht assoziiert mit regulatorischer
Funktion, hierflr scheint eine dauerhafte Expression von FoxP3 notwendig zu sein
(Gavin et al. 2006). Trotz der moéglichen induzierbaren Expression von FoxP3 in
nicht-regulatorischen T-Zellen, handelt es sich doch bei einem grof3en Teil der FoxP3
positiven Zellen um T-Zellen mit regulatorischer Aktivitat (Walker et al. 2003), sodass
FoxP3 als immunhistochemischer Marker fur T verwendet werden kann.

PD-1 wird von T-Lymphozyten innerhalb des Keimzentrums exprimiert, wahrend
aul3erhalb von Keimzentren in physiologischem lymphatischen Gewebe keine PD-1
positiven Zellen nachweisbar sind (Dorfmann et al. 2006). somit qualifiziert sich PD-1
als immunhistochemischer Marker fur Tgp.

In unserer Studie verwendeten wir ausschlie3lich Ganzschnitte von Lymphknoten
von Patienten, die innerhalb von prospektiven, randomisierten Studien behandelt
wurden. Hierdurch lag einerseits ausreichend Material zur Datengewinnung vor,
andererseits waren die Therapien einheitlich und der Verlauf der Patienten Uber
lange Zeitrdume hinweg dokumentiert. Ein Nachteil dieser Kohorte ist die Tatsache,

dass die Patienten nicht mit anti-CD20 Antikdrpern behandelt wurden, die heute zur

37



Standardtherapie fur fortgeschrittenen folllikulare Lymphome gehéren und die
Prognose der Patienten signifikant verbessert haben (Hiddemann et al. 2005).
Follikulare Lymphome sind eine Erkrankung mit einem relativ langsamen Verlauf,
sodass Analysen des Gesamtiiberlebens eine lange Nachbeobachtungszeit
voraussetzen, die fur mit anti-CD20 Antikdrpern behandelte Patienten derzeit noch
nicht vorliegen. Das Ergebnis, dass FoxP3 und PD-1 Immunhistochemie zur
Prognoseerstellung fur Patienten mit fortgeschrittenen follikularen Lymphomen von
eingeschranktem Wert sind, kann somit auf heute behandelte Patienten
maoglicherweise nicht ohne Weiteres Ubertragen werden.

Unser zweites Ergebnis, dass das Begleitinfiltrat des follikularen Lymphoms sich in
verschiedenen Stadien und FLIPI-Risikogruppen unterscheidet, ist jedoch als
therapieunabhangig zu interpretieren, da diese Daten schon vor Therapiebeginn
erhoben werden. Somit haben diese Daten aller Wahrscheinlichkeit nach auch
Bedeutung fir follikulare Lymphome mit Anti-CD20-Therapie. Insbesondere die
Verédnderungen des Begleitinfiltrats in den verschiedenen Stadien kénnten Einblicke
in die Pathogenese von follikularen Lymphomen gewahren. Die Stadien
reprasentieren die Ausbreitung der Erkrankung im Korper und kénnten somit auch
als Korrelat fur das zeitliche Fortschreiten der Erkrankung beziehungsweise fir die
Dauer der Erkrankung vor Diagnose und Therapieeinleitung verstanden werden.
Unter dieser Annahme wirde sich eine Entwicklung von einem reaktiven
Begleitinfiltrat, reich an follikularen T-Helfer-Zellen und arm an regulatorischen T-
Zellen, hin zu einem malignen Begleitinfiltrat, reich an regulatorischen T-Zellen und
arm an follikularen T-Helfer-Zellen zeigen. Es muss jedoch darauf hingewiesen
werden, dass diese Hypothese auf einem Vergleich unterschiedlicher Patienten
basiert. Eine Untersuchung mehrerer Lymphknoten desselben Patienten zu
unterschiedlichen Zeitpunkten, idealerweise ohne dazwischenliegende Therapie
(zum Beispiel wahrend einer "watch and wait" Phase), ware erstrebenswert. Solche
Proben lagen uns allerdings nicht vor, da wahrend einer watch and wait Phase fir
gewohnlich nicht ein weiteres Mal biopsiert wird, wenn die Diagnose bereits gestellt
wurde.

Interessant ist diese Hypothese auch hinsichtlich neuer Daten zu initialen Stadien
des follikularen Lymphoms. Im Blut zirkulierende Zellen mit einer Translokation
t(14;18) in gesunden Individuen (Limpens et al. 1995) und Bcl2-positive Keimzentren

in Lymphknoten mit erhaltener Architektur, sogenannte follikulare Lymphome in situ
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(Cong et al. 2002), und patrtielle Infiltration von Lymphknoten (Adam et al. 2005)
wurden als Vorgangerlasionen des voll ausgepragten follikularen Lymphoms
postuliert. Auch wurden Untergruppen des follikularen Lymphoms beschrieben, wie
gastrointestinale follikulare Lymphome (Schmatz, 2011), kutane
Keimzentrumslymphome (Senff et al. 2007; de Fernandez Larrea et al. 2011) oder
padiatrische follikulare Lymphome (Oschlies et al. 2010) die in niedrigen Stadien
diagnostiziert werden und auch bei zeitlich fortgeschrittener Erkrankung nicht im
Korper disseminieren. Unterschiede des Begleitinfiltrats in friihen und lokalisierten
Erkrankungen im Vergleich zum disseminierten, fortgeschrittenen follikularen
Lymphom konnten in Zukunft die Rolle des Begleitinfiltrats in der Pathogenese des
follikularen Lymphoms weiter aufklaren. Hier sind weitere Untersuchungen
notwendig.

Die Reifung von naiven B-Zellen zu antikdrpersezernierenden Plasmazellen im
Keimzentren wird unter anderem reguliert durch die Transkriptionsfaktoren Bcl6 und
Mum2l/Irf4. Wahrend Bcl6 die Bildung und Aufrechterhaltung des Keimzentrums
bewirkt, steuert Muml/Irf4 die Differenzierung zur Plasmazelle und den
Keimzentrumsaustritt der differenzierten Plasmazelle (Cattoretti et al. 2006). Im
reaktiven Keimzentrum hemmt Mum1/Irf4 die Expression von Bcl6 durch Bindung im
Bereich des Bcl6-Promotors (Saito et al. 2007), sodass eine Koexpression beider
Transkriptionsfaktoren unter physiologischen Bedingungen nur in einer kleinen
Anzahl von Zellen vorkommt. Diese konnen als Zellen im Ubergang vom Zentrozyten
zur Plasmazelle verstanden werden (Cattoretti et al. 2006). Folikulare Lymphome als
Bcl6-positives malignes Korrelat des Keimzentrums wurden zunachst als Mum21/Irf4-
negative Lymphome betrachtet. Im Rahmen von weiteren Untersuchungen stellte
sich jedoch heraus, dass eine Untergruppe der follikularen Lymphome mit
besonderen Eigenschaften Muml/Irf4- Expression in einem Teil der Zellen zeigt.
Diese Lymphome zeigten signifikant haufiger als Muml/Irf4-negative follikulare
Lymphome eine Negativitat fir den Keimzentrumsmarker CD10 sowie ein Fehlen der
Translokation t(14;18). Ebenfalls haufiger beobachtet wurde ein histologischer Grad
3. Die Muml/Irf4 positiven Lymphome zeigten in den bisher publizierten Studien
einen tendenziell glnstigeren Verlauf, dies st jedoch bei kurzen
Nachbeobachtungszeiten und kleinen Gruppen in den bisherigen Untersuchungen
nur eingeschrankt verwertbar (Naresh 2007; Karube et al. 2007).

Wir haben in unserer Studie den Phanotyp von Muml/Irf4-positiven Zellen in
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reaktiven Keimzentren und follikularen Lymphomen durch Fluoreszenz-
Mehrfachfarbungen néaher charakterisiert, um zu klaren, ob die Expression dieses
Proteins mit einem Keimzentrums-Austritts-Phanotyp einhergeht. Weiterhin wurde an
Proben von in Studien behandelten Patienten Muml/Irf4-Expression in follikuléaren
Lymphomen und die Korrelation mit dem klinischen Verlauf untersucht.

Wie bereits in anderen Arbeiten berichtet, zeigte sich ein breites Spektrum der
Mum1/Irf4-Expression mit in den meisten Fallen niedrigen Werten, jedoch einer
kleinen Untergruppe mit Mum1/Irf4 Expression in Uber 20% der Zellen. Um die
Mum1/Irf4 positiven Zellen in follikularen Lymphomen n&her zu charakterisieren,
wurden Mehrfachfarbungen durchgefuhrt. Das follikulare Lymphom gilt als Neoplasie
der Keimzentrumszellen, der Keimzentrumstranskriptionsfaktor Bcl6 wird in einem
grolRen Teil der Tumorzellen exprimiert. Im Gegensatz zu reaktiven Keimzentren
wurde im follikularen Lymphom Muml/Irf4 in variablem Ausmall mit Bcl6
koexprimiert. Somit sind in follikularen Lymphomen nicht nur eine grdl3ere Anzahl
Mum2l/Irf4 positiver Zellen vorhanden, sondern es findet eine Expression in Bcl6
positiven Zellen statt, die unter physiologischen Umstanden Muml/Irf4 negativ
waren. Mechanismen der Muml/Irf4-Uberexpression und pathologischen
Koexpression wurden in verschiedenen hamatologischen Neoplasien beschrieben.
In multiplen Myelomen fuhrt eine Translokation t(6;14) zu einer Verlagerung des IRF4
Gens unter die Kontrolle des Immunglobulinschwerketten-Promotors (lida et al. 1997;
Yoshida et al. 1999). Eine Translokation des IRF4 Gens unter die Kontrolle von
Immunglobulin-Promotoren  konnte auch in einer Subgruppe gréf3tenteils
padiatrischer follikularer Lymphome und diffuser grof3zelliger B-Zell-Lymphome
nachgewiesen werden. Auch hier zeigte sich in einem grofl3en Teil der Falle eine Bcl6
Koexpression. Weiterhin waren alle Félle gekennzeichnet durch das Fehlen einer
Translokation t(14;18) (Salaverria et al. 2011). Adulte diffuse grof3zellige B-Zell-
Lymphome kdnnen eine Koexpression von Irf4 und Bcl6 zeigen, verursacht durch
Briiche oder Mutationen im Bereich der Irf4-Bindungsstellen des BCL6-Promotors
(Saito et al. 2007).

Muml positive Zellen in reaktiven Keimzentren weisen eine plasmozytische
Differenzierung auf und werden als Zellen der spaten Keimzentrumsreaktion kurz vor
Verlassen des Keimzentrums interpretiert (Cattoretti et al. 2006). Um zu untersuchen,
ob es sich bei den Mum1l/Irf4 positiven Zellen in follikularen Lymphomen ebenfalls

um plasmozytisch differenzierte Zellen handelt, wurde eine immunhistochemische
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Farbung fur Muml/Irf4 kombiniert mit einer in-situ Hybridisierung fur RNA der
Immunglobulin Leichtketten kappa und lambda. Nur in einem geringen Prozentsatz
der Mum1l positiven Zellen konnte Leichtketten RNA nachgewiesen werden. Bei
Muml positiven Zellen in follikularen Lymphomen handelt es sich somit um Bcl6
positive Tumorzellen, die eine pathologische Koexpression von Mum1 aufweisen und
nicht plasmozytisch differenziert sind. Muml/Irf4 Expression in follikularen
Lymphomen scheint somit von physiologischen Regulationsmechanismen und
Funktionen des Transkriptionsfaktors entkoppelt zu sein.

Um weitere Hinweise auf eine Deregulation von Mum1/Irf4 in follikularen Lymphomen
zu finden, haben wir die Proliferationsaktivitat von MumZl/Irf4 positiven Zellen unter
reaktiven und malignen Bedingungen mittels Fluoreszenzmehrfachfarbungen
untersucht. In reaktiven Keimzentren zeigte sich ein Uberwiegen Mum1/Irf4 positiver
Zellen in der niedrigproliferativen hellen Zone. Der uUberwiegende Anteil der
Mum1/Irf4 positiven Zellen war Ki67 negativ. Dieses Bild passt zu plasmazytisch
differenzierten Zellen kurz vor dem Keimzentrumsaustritt. In follikularen Lymphomen
waren Mum1l/Irf4 positive Zellen ebenso wie proliferierende Zellen ungeordnet im
Follikel verteilt. Die Auswertung der Mehrfachmarkierung zeigte, dass ein Mum1/Irf4
hier Uberwiegend in proliferierenden Zellen exprimiert wird.

Die pathologische Koexpression mit Bcl6, der Verlust der Differenzierungsfunktion
sowie die pathologische Proliferationsaktivitat weisen darauf hin, dass Muml/Irf4-
Expression eine Rolle in der Pathogenese des follikularen Lymphoms spielen kénnte.
Daher haben wir die Rolle von Mum1/Irf4 Uberexpression im klinischen Verlauf an
Proben von Patienten untersucht, die im Rahmen von prospektiven, randomisierten
Studien behandelt wurden. Hier zeigte sich lediglich innerhalb der Gruppe der
Hochrisiko-FLIPI Patienten eine langere Zeit bis zum Therapieversagen. Eine
Korrelation mit dem Gesamtiberleben war nicht nachweisbar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neue Einblicke in die Biologie von follikularen
Lymphomen gewonnen, obwohl wir somit weder flr das nicht-maligne Begleitinfiltrat
noch fur den Transkriptionsfaktor Mum1/Irf4 eine prognostische Rolle in follikularen
Lymphomen nachweisen konnten. Untersuchungen des Begleitinfiltrats in frihen
Stadien oder dauerhaft lokalisierten Varianten von follikularen Lymphomen kdnnten
noch weitere Informationen tber den Zusammenhang zwischen Begleitinfiltrat und
Krankheitsausbreitung liefern. Auch die deregulierte Expression von Mum1/Irf4 und

der zumindest partielle Funktionsverlust werfen weitere Fragen auf. Der
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Mechanismus der Uberexpression in adulten follikularen Lymphomen ist nicht
geklart, ebenso wenig der Einfluss auf weitere, unter physiologische Bedingungen
durch Mum1/Irf4 kontrollierte Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel Blimpl oder
Xbpl. Von grol3em Interesse wird in diesem Zusammenhang auch die Expession von
Myc sein, da erst kirzlich die Interaktion von Bcl6 und Myc im Keimzentrum gezeigt

wurde (Dominguez-Sola et al. 2012)
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5 Zusammenfassung

Follikulare Lymphome sind die zweithaufigsten Non-Hodgkin-Lymphome in der
westlichen Welt (Swerdlow et al. 2008). Der klinische Verlauf ist heterogen und
schwer vorhersagbar. Da follikulare Lymphome morphologisch und auf zellularer
Ebene reaktive Keimzentren imitieren, wurden in den vergangenen Jahren
untersucht, ob Faktoren, welche die B-Zell-Differenzierung in Keimzentren
kontrollieren, auch Einfluss auf den Verlauf von follikularen Lymphomen haben.
Genexpressionsstudien haben gezeigt, dass Genexpressionssignaturen, die aus
Signalen des reaktiven Begleitinfiltrats bestehen, eine Aussage Uber den Verlauf der
Erkrankung erlauben (Dave et al. 2004; Glas et al. 2005). Ebenso wurde gezeigt,
dass in einer kleinen Gruppe follikularer Lymphome der B-Zell-Transkriptionsfaktor
Mum1l Uberexprimiert wird, wobei die klinische Bedeutung unklar bleibt (Naresh
2007; Karube et al. 2007).

In der hier vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von T-Zellsubpopulationen und der
Expression des Transkriptionsfaktors Mum1/Irf4 auf den klinischen Verlauf und auf
weitere Eigenschaften des follikularen Lymphoms untersucht. Diese Untersuchungen
wurden an Lymphomproben von Patienten durchgefiihrt, die im Rahmen von
prospektiven Studien behandelt wurden. Zusatzlich wurden Muml/Irf4-positive
Zellen weiter charakterisiert.

Bei der Untersuchung anderer klinischer Parameter zeigte sich eine Veranderung der
Zusammensetzung des T-Zell-Infiltrats im Rahmen der Ausbreitung der Erkrankung
im Korper. Die Muml/Irf4-positiven Zellen im follikularen Lymphom  zeigen
biologische Unterschiede zu Mum1l/Irf4-positiven Zellen in reaktiven Follikeln
hinsichtlich der vermehrten Koexpression von Bcl6 und ihrer erhdhten
Proliferationsaktivitat.

Ein perifollikulares Verteilungsmuster FoxP3 positiver Zellen ist mit einem
schlechteren Verlauf der Erkrankung assoziiert, der Anteil der FoxP3- und PD-1-
positiven T-Zell-Subpopulationen korreliert jedoch nicht mit dem klinischen Verlauf.
Eine Korrelation der Muml-Expression mit dem Kklinischen Verlauf war nicht
nachweisbar.

Sowohl die zellulare Zusammensetzung des Begleitinfiltrats innerhalb des

Lymphomgewebes als auch die unphysiologische Koexpression von B-Zell-
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Transkriptionsfaktoren scheinen eine Rolle in der Biologie der Erkrankung zu spielen,
obwohl sich weder die T-Zell-Marker FoxP3 und PD-1 noch der Transkriptionsfaktor
Mum21/Irf4 als immunhistochemische prognostische Marker fur follikulare Lymphome
anwenden lassen. Weiterfihrende Untersuchungen an frihen oder lokalisierten
Varianten von follikularen Lymphomen kénnten in Zukunft weitere Einblicke in
Mechanismen der Entstehung und des Fortschreitens von follikularen Lymphomen

geben.
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