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1  EINLEITUNG 

 

Die malignen hämatologischen Erkrankungen weisen eine zunehmende Inzidenz und 

Mortalität auf. Neben Leukämien nehmen die Lymphdrüsenkrebserkrankungen, die 

so genannten malignen Lymphome, eine zunehmende Bedeutung in der 

Todesursachenstatistik ein. So sind Leukämien und maligne Lymphome heute die 

vierthäufigste Todesursache bei Männern (7,2%) und bei Frauen (7,6%).  

In Europa wurden die letzten Jahrzehnte die malignen Lymphome nach der Kiel-

Klassifikation eingeteilt (1). Diese Einteilung war eine morphologische Einteilung 

nach der Zellart. Zytische Lymphome waren niedrigmaligne und blastische 

Lymphome hochmaligne. Die klinische Relevanz dieser Klassifikation konnten Prof. 

Brittinger und Mitarbeiter 1984 in einer großen Untersuchung an über 1000 Patienten 

zeigen (2). Niedrigmaligne Lymphome verliefen klinisch langsam, hochmaligne 

Lymphome hatten einen aggressiven Verlauf. Nur eine Entität verlief klinisch eher 

aggressiv, obwohl es nach der Kiel-Klassifikation ein niedrigmalignes Lymphom ist, 

das Mantelzell-Lymphom. Diese Erkrankung war lange Jahre der Hauptkritikpunkt 

der Amerikaner am Kieler Klassifikationssystem. Seit wenigen Jahren werden die 

malignen Lymphome nach der neuen WHO Klassifikation eingeteilt (3). Diese 

unterteilt die Erkrankung wie die Kiel-Klassifikation in ein B- und T-Zell-System sowie 

in Vorläufer- und reifzellige Lymphome.      

Das Mantelzell-Lymphom (MCL) zeigt wie erwähnt klinisch einen aggressiven Verlauf 

mit einer medianen Überlebensrate von drei bis vier Jahren (4). Die Nomenklatur des 

MCL war viele Jahre uneinheitlich. Prof. Lennert nannte es zunächst Germinozytom 

und später auch Centrocytisches Lymphom (cc). Die endgültige Bezeichnung der 

Erkrankung als Mantelzell-Lymphom, nach dessen Wachstumsmuster in frühen 

Stadien, wurde 1992 festgelegt (5). Zytogenetisch konnten Williams und Mitarbeiter 

1991 (6) die für diese Erkrankung typische Translokation t(11;14) (q13;q32) 

identifizieren. Hierbei kommt es zu einer Umlagerung des bcl1 Onkoproteins von 

Chromosom 11 in den Immunglobulinschwerkettenlokus auf dem Chromosom 14, 

wodurch vermehrt bcl1 abgelesen und überexprimiert wird. Bcl1 kodiert Cyclin D1, 

ein wichtiger Regulator im Zellzyklus. 

Da einzelne Patienten mit einem MCL klinisch einen auffällig langsam progredienten 

Verlauf zeigen, wurde nach Prognosefaktoren gesucht, um die Patienten genauer zu 

identifizieren, die auch frühzeitig einer intensiven Therapie bedürfen. So sind 
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zahlreiche Studien zur Prognoseeinschätzung bezüglich histopathologischer, 

immunphänotypischer, genetischer und molekularer Merkmale durchgeführt worden.  

Die klinische Relevanz proliferationsassoziierter Proteine beim MCL ist von der Kieler 

Arbeitsgruppe um Prof. Parwaresch untersucht worden (7-10). Durch 

Genexpressionsanalyse konnte bestätigt werden, dass der Kontrollverlust des 

Zellzyklus sowie eine hohe Proliferation mit einer schlechten Prognose korrelieren  

(11). 

Zusätzlich zu den Änderungen im Zellzyklus sind Veränderungen in den DNA 

Reparaturmechanismen, den so genannten „DNA damage response pathways“ oft 

nachweisbar, zum Beispiel der Verlust des ATM-Gens sowie p53-Mutationen oder -

Deletionen. Letztere scheinen auch häufiger mit einer blastoiden Morphologie, einer 

erhöhten Proliferation und einer schlechteren Prognose assoziiert zu sein (12, 13). 

Aufgrund der in Malignomen häufig dysregulierten Balance zwischen Zellteilung, der 

Proliferation und dem programmiertem Zelltod, der Apoptose, wurde in der 

vorliegenden Arbeit die Expression von Proteinen untersucht, die zur Apoptose beim 

MCL beitragen. 

Zur Auslösung der Apoptose sind zwei Hauptwege beschrieben worden: ein 

extrinsischer, ligandengebundener Weg, der so genannte „death receptor pathway“, 

sowie ein intrinsischer, mitochondrialer Weg.  

Ziel dieser Arbeit ist es, die unterschiedlichen Proteine, die an der Apoptose beteiligt 

sind, zu untersuchen. Wir haben uns auf die Proteine konzentriert, die an dem so 

genannten „DNA damage response“ (p53) und am mitochondrialen Weg (BCL2, 

BAX) beteiligt sind, als auch auf Effektor-Proteine der Apoptose (Caspase 8, 

Caspase 3). Die Ergebnisse sollen dann mit dem klinischen Verlauf korreliert 

werden, ob unterschiedliche Expressionsprofile einen Einfluss auf das 

Gesamtüberleben haben? Außerdem sollen zum Vergleich auch klinische Parameter 

in einer multivariaten Analyse mituntersucht werden.  
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2  MATERIAL UND METHODEN 

 

2.1 Patienten 

Es wurden Lymphknotenbiopsaten von 93 Patienten (72 Männer, 21 Frauen) aus 

zwei deutschen Therapiestudien (1975-1980 und 1982-1985) in die Arbeit 

aufgenommen (2, 14). Der mediane Lebensalter betrug 65 Jahre (Durchschnitt: 63,2 

Jahre, Spannweite: 41-86 Jahre). Tabelle 1 zeigt die Charakteristika der 93 

Patienten. Alle Biopsien wurden vor Therapiebeginn gewonnen.  

 

2.2 Erstellung der Schnittpräparate 

Von den formalinfixierten und paraffineingebetteten Gewebsproben wurden am 

Schlittenmikrotom (Jung, Heidelberg, Deutschland) 3-5 µm dicke Schnitte angefertigt 

und nach Entspannung im Wasserbad (Medax Nagel, Kiel) bei 45-55 °C auf 3-

Aminopropyltrietoxysilan (APES)-beschichtete Adhäsions-Objektträger (Histobond, 

Marienfeld, Deutschland) übertragen. Nach einer Trocknungszeit von 24 Stunden im 

Wärmeschrank bei 37°C wurden die Paraffinschnitte für 30 Minuten in Xylol 

entparaffiniert und in einer absteigenden 100-, 96- und 80-prozentigen Ethanolreihe 

für jeweils 3 Minuten rehydriert.  

 

2.3 Morphologische Untersuchung 

Die Schnittpräparate wurden mit Hämatoxylin und Eosin (H&E) und nach Giemsa 

gefärbt, sowie nach Gomori versilbert. Die Schnitte wurden durch einen Referenz-

Hämatopathologen (Prof. Parwaresch) beurteilt und die Diagnose entsprechend den 

Kriterien der WHO-Klassifikation verifiziert (3). Jede Probe wurde einem der beiden 

histologischen Subtypen, klassisch oder blastoid, zugeteilt (15).    
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Tabelle 1: Charakteristika der 93 Patienten für die Untersuchungen 
 

Merkmale n (%) 

 

Geschlecht:                            

 

Männlich 

 

72 (77.4) 

   Weiblich 21 (22.6) 
  

Alter:                                     < 60. Lebensjahr 38 (40.9) 

             > 60. Lebensjahr 55 (59.1) 
    

B-Symptome:                            Ja 37 (39.8) 

 Nein 54 (58.1) 
  

Knochenmarksinfiltration:         Ja 56 (60.2) 

 Nein 36 (38.7) 
  

Stadium (Ann Arbor):               1+2 7 (7.5) 

                                                 3+4   79 (84.9) 
  

Performance Status (WHO):     0-1 71 (76.3) 

                                                  ≥ 2   20 (21.5) 
    

Extranodale Beteiligung:            Ja 82 (88.2) 

  Nein 11 (11.8) 
     

Lactatdehydrogenase (LDH):  Normal 71 (76.3) 

 Erhöht 14 (15.1) 
    

Internationaler Prognose Index (IPI-Score):    

  0-1 

 

24 (25.8) 

  ≥ 2 69 (74.2) 
     

Therapie:   

  Chlorambucil+Prednison 38 (40.9) 

  Cyclophosphamid+Vincristin+Prednison (COP)   31 (33.3) 

  Cyclophosphamid+Doxorubicin+Vincristin+Prednison (CHOP)  10 (10.8) 

  Alleinige Extended field-Bestrahlung  9 (9.7) 

  Keine Therapie 3 (3.2) 

  Unbekannt 2 (2.2) 

Histologischer Subtyp:  Klassisch 
 

76 (81.7) 

  Blastoid 17 (18.3) 
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2.4 Immunhistochemische Untersuchung 

Anschließend wurde die Antigendemaskierung (16) eingesetzt um die Epitope für 

den Antikörper wieder erkennbar zu machen.   

Dabei erfolgte die Antigendemaskierung im Dampfdrucktopf für 2 min 45 sec., indem 

die Gewebsschnitte in einer 0,01 molaren Zitratpuffer-Lösung im kochenden Puffer 

behandelt wurden. Zur Herstellung der Zitratpuffer-Lösung wurden 10,5 g 

Zitronensäuremonohydrat (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) in 5 Liter Aqua dest. 

gelöst und mit 2 normaler NaOH (Fa. Merck) auf einen pH-Wert von 6,0 titriert.  

Im Anschluss wurden die Präparate (zunächst) 30 Minuten bei Raumtemperatur und 

dann für 5 Minuten unter fließendem Leitungswasser abgekühlt und (zuletzt) in 

Waschpuffer eingelegt. Der Waschpuffer (TBS-Puffer) bestand aus 68,5 g TRIS-HCl, 

9 g TRIS-NaOH (beide Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) und 87,8 g 

NaCl (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) in 10 l Aqua dest. und wurde mit 1 

molarer HCl (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) auf  einem pH-Wert  von 7,4 

eingestellt. 

Das Epitop CD3 wurde mittels 0,02%iger Protease XXIV (Sigma, Deisenhofen, 

Deutschland) 15 Minuten bei pH 7,5 demaskiert. 

 

2.4.1 Immunhistochemische Färbemethoden 

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Gewebsexzisate mit Hilfe spezifischer Primär-

Antikörper immunhistochemisch untersucht (siehe Tabelle 2).  

Zur immunhistochemischen Begutachtung der zu untersuchenden Gewebsproben 

wurden die APAAP- und die StreptABC-Methode angewendet.  

 

2.4.1.1 APAAP-Methode 

Die so vorbereiteten Paraffinschnitte wurden mit der Alkalische-Phosphatase-Anti-

Alkalische-Phosphatase-Technik (APAAP) (17) gefärbt, für die ein Primärantikörper, 

ein Sekundärantikörper, der APAAP-Komplex aus Alkalischer Phosphatase (AP) mit 

daran gebundenem Anti-Alkalische-Phosphatase-Antikörper (AAP) und eine 

Entwicklungslösung zur Visualisierung der zu Grunde liegenden Antigen-Antikörper-

Reaktion notwendig sind. 
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Tabelle 2: Übersicht über die verwendeten Primärantikörper 
 
Antikörper Bezugsquelle Methode 

CD20 DAKO, Hamburg, Deutschland APAAP 

CD3 DAKO, Hamburg, Deutschland ABC 

CD5 Novocastra, Newcastle, UK APAAP 

CD23 Novocastra, Newcastle, UK APAAP 

Cyclin D1 Novocastra, Newcastle, UK ABC 

p53 Novocastra, Newcastle, UK APAAP 

Bcl2 Zytomed, Berlin, Deutschland APAAP 

Bax Acris, Hiddenhausen, Deutschland ABC 

Caspase 8 BD, Hannover, Deutschland ABC 

Aktivierte Caspase 3 BD, Hannover, Deutschland ABC 

 

 

Die Präparate wurden zuerst mit dem Primärantikörper, der aus der Maus gewonnen 

wird und spezifisch gegen das zu untersuchende Antigen gerichtet ist, in einer 

Lösungsmenge von 100 µl pro Schnitt in einer feuchten Kammer bei 

Raumtemperatur für 1 Stunde inkubiert.  

Als Verdünnungsmedium für die Primärantikörper diente eine Lösung aus 20 ml 

RPMI (Seromed, Berlin, Deutschland), 20 ml bei 57° C über 60 Minuten 

wärmeinaktiviertes Rinderserum (Sigma, St. Louis, USA) zur Verminderung von 

unspezifischen Hintergrundreaktionen, 0,2 g Natriumacid (Merck, Deutschland) zur 

Verhinderung einer bakteriellen Besiedlung der Lösung und 160 ml Aqua dest., die 

auf einen pH-Wert von 7,4 titriert wurde.  

Für die Verdünnung der Sekundärantikörper beziehungsweise des APAAP-

Komplexes wurde dieser Lösung zusätzlich 10 Vol% inaktiviertes Humanserum 

zugefügt, um mögliche anti-humane Kreuzreaktionen zu reduzieren. Nach dem Ende 

der Inkubationszeit mit dem Primärantikörper sowie im Anschluss an jeden weiteren 

Färbeschritt wurden die Präparate mit Waschpuffer gespült. Als Sekundärantikörper 

diente der Kaninchen-Anti-Maus Brückenantikörper Z 259 (DAKO, Hamburg, 

Deutschland), der aus Kaninchenserum gewonnen wird und gegen Immunglobuline 
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von Mäusen gerichtet ist. Die Gewebsproben wurden mit dem Sekundärantikörper in 

einer Verdünnung im Verhältnis von 1:100 für 30 Minuten bei 25 °C inkubiert und 

danach mit Waschpuffer gespült. Als Nächstes erfolgte die Inkubation der Präparate 

für 30 Minuten bei 25 °C mit dem APAAP-Komplex, einem Kopplungsprodukt aus 10 

mg/ml Alkalischer Phosphatase (AP) (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) und 

im Institut für Pathologie der Universität Kiel aus Zellüberstand (A88-12) 

gewonnenem Anti-Alkalische-Phosphatase-Antikörper (AAP).  

Zur Verstärkung der Farbreaktion wurde die Inkubation mit dem Brückenantikörper 

und dem APAAP-Komplex jeweils zweimal bei Einwirkzeiten von je 10 Minuten 

wiederholt, zuletzt wurden die Schnitte noch einmal mit Waschpuffer gespült. 

Zur Entwicklung der Farbreaktion wurden zunächst drei Teillösungen hergestellt, aus 

denen später die eigentliche Entwicklungslösung gemischt wurde. Die erste Lösung 

bestand aus 175 ml Entwicklungspuffer, zusammengesetzt aus 1,5 g TRIS-HCl und 

4,9 g TRIS Base (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland)  in 1000 ml Aqua dest. 

gelöst; 62,5 ml Propandiolpuffer, bestehend aus 21 g Propandiol (Merck, 

Deutschland) in 1000 ml Aqua dest., und 100 mg Levamisol (Sigma-Aldrich, 

Deisenhofen, Deutschland) zur Inhibierung der Aktivität der endogenen alkalischen 

Phosphatase. Anschließend wurde nacheinander eine zweite Lösung aus 50 mg 

Natriumnitrit (Merck, Deutschland), gelöst in 1250 µl Aqua bidest. unter Zugabe von 

500 µl Neufuchsin-Lösung (Merck, Deutschland) aus 5 g Neufuchsin in 100 ml 2 

molarer Salzsäure, sowie ein dritter Ansatz aus 125 mg Naphthol-AS-Biphosphat 

(Merck, Deutschland) als Enzymsubstrat der alkalischen Phosphatase, gelöst in 

1500 µl N,N-Dimethylformamid (Merck, Deutschland), hinzugegeben. Nach 

Einstellung der vollständigen Entwicklungslösung mit 2 molarer HCl auf den pH-Wert 

von 8,7  mittels pH-Meter (WTW,  Weilheim, Deutschland) und nachfolgender 

Papierfiltration (Papierfilter 545 ½, Schleicher und Schuell, Dassel, Deutschland) 

wurden die Schnittpräparate in der frisch hergestellten Entwicklungslösung für 30 

Minuten auf einem Schüttler (Gerhard, Bonn, Deutschland) bei Raumtemperatur 

inkubiert.  

Nach zweimaligem Spülen mit Aqua dest. erfolgte anschließend eine fünfminütige 

Kerngegenfärbung mit Hämalaun nach Mayer (Merck, Darmstadt, Deutschland). Die 

gefärbten Präparate wurden nach zehnminütigem Bläuen mit Leitungswasser in einer 

aufsteigenden 80-, 96- und 100-prozentigen Ethanolreihe dehydriert und für 5 
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Minuten in Xylol eingelegt. Abschließend wurden die Gewebsproben mit Pertex 

(Medite, Burgdorf, Deutschland) eingedeckt. Die gefärbten Gewebsproben konnten 

nun lichtmikroskopisch (Axioskop, Zeiss, Deutschland) untersucht werden. 

 

2.4.1.2 StreptABC-Methode 

Als zweite immunhistochemische Färbemethode wurde neben der APAAP-Methode 

die Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Complex-Technik (StreptABC) (modifiziert nach 

Hsu et al (18)) eingesetzt. Nach den oben beschriebenen Verfahren zur 

Antigendemaskierung und vor Beginn der Färbeschritte wurden die Schnittpräparate 

zunächst zur Blockierung der endogenen Peroxidase für 10 Minuten einem Gemisch 

aus 4 ml einer 30-prozentigen Wasserstoffperoxid-Lösung (Merck, Deutschland) in 

200 ml Methanol (Merck, Deutschland) ausgesetzt. Für 60 Minuten erfolgte dann bei 

Raumtemperatur die Inkubation der Paraffinschnitte mit je 100 µl Primärantikörper, 

der mit einer Lösung aus 1-prozentigem bovinem Serum-Albumin (BSA, Sigma-

Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) in TBS-Puffer verdünnt wurde. Nach dreimaligem 

Spülen mit Waschpuffer diente als Sekundärantikörper bei monoklonalen 

Primärantikörpern das biotinylierte Kaninchen-Anti-Maus-IgG E354 (DAKO, 

Hamburg, Deutschland), bei polyklonalen Primärantikörpern das biotinylierte 

Schwein-Anti-Kaninchen-IgG E353 (DAKO, Hamburg, Deutschland). Die 

Verdünnung des Sekundärantikörpers erfolgte jeweils im Verhältnis von 1:200 mit 

inaktiviertem, 1:10 in TBS-Puffer verdünntem Humanserum. Die Schnitte wurden 30 

Minuten lang bei Raumtemperatur mit dem Sekundärantikörper inkubiert und 

anschließend mit Waschpuffer gewaschen. Im Anschluss wurde ein Peroxidase-

konjugierter Streptavidin-Biotin-Komplex (DAKO, Hamburg, Deutschland) 

hinzugefügt.  

 

2.4.2 Kontrollen 

Als Positiv-Kontrolle der Antikörper wurde formalinfixiertes und paraffineingebettetes 

Tonsillengewebe mitgefärbt. Als Negativkontrolle wurde der primäre Antikörper durch 

Serum ersetzt. Die Kontrollen wurden bei jedem Färbevorgang durchgeführt. 
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2.4.3 Auswertung der immunhistochemischen Untersuchung 

Die Standardfärbungen (CD5, CD3, CD20, CD23 und Cyclin D1) wurden 

ausgewertet nach positiv, negativ oder nicht beurteilbar.  

Die Ergebnisse für Bax, Bcl2 und Caspase 8 (zytoplasmatische Färbung) wurden wie 

folgt eingeteilt (an Pagnano angelehnt (19)).:  

- weniger als 5% positive Tumorzellen = negativ 

- 5-50% positive Tumorzellen  

- mehr als 50% positive Tumorzellen   

Die p53-Färbung wurde wie folgt eingeteilt:  

- keine Anfärbung = negativ  

- unter 50% positive Tumorzellen   

- mehr als 50% positive Tumorzellen  

Die Zellen mit einer Kernanfärbung für die aktivierte Caspase 3 wurden in zehn 

Gesichtsfeldern mit 400-facher Vergrößerung (HPF) gezählt und Anzahl von 

positiven Zellen pro HPF ausgerechnet (an Soini and Pääkkä angelehnt (20)). 

Folgende Kategorien wurden gebildet:  

- weniger als 1 Zelle/HPF = negativ  

- 1 bis 2 positive Zellen/HPF = leicht positiv  

- mehr als 2 Zellen/HPF = stark positiv. 

 

2.5 Statistische Untersuchung 

Die statistische Analyse erfolgte mit der SPSS-Software (Version 11). Beim Vergleich 

der Expressionsraten dreier apoptotischer Marker in den histologischen Subtypen 

wurde die Analyse nach dem Likelihood-Quotienten durchgeführt; sollten nur zwei 

Marker verglichen werden, erfolgte dies mit dem Fisher-Test. Für Uni- und 

Multivarianzanalysen der apoptotischen Marker im Hinblick auf die Überlebenszeit 

wurde auf die Kaplan-Meier-Methode zurückgegriffen (21). Die Ki-67-Indices in den 

drei Stufen der aktivierten Caspase 3-Expression wurden mittels einfaktorieller 

Varianzanalyse (ANOVA) verglichen. 
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3 ERGEBNISSE 

 

3.1 Konventionelle Färbungen 

Die immunhistochemische Untersuchung der Studien ergab in allen Fällen (100%) 

eine Koexpression von CD20 und CD5. Bei 89 (96%) bzw. 91 (98%) Fällen fand sich 

eine fehlende Expression von CD23 bzw. CD3. Ein immunhistochemischer Nachweis 

der Cyclin D1 Expression gelang in 91 Fällen (98%). Nur Fälle mit einer eindeutigen 

Kernfärbung wurden als positiv gewertet.   

 

3.2 Immunhistochemische Befunde der Apoptosemarker  

3.2.1 p53-Expression 

In nur 6,8% der Fälle (Tabelle 3) konnte eine p53-positive Kernreaktion in mehr als 

50% der Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 1).  

 

Abbildung 1:  Immunhistochemischer Nachweis von p53, rot gefärbt sind positive 

Zellen. APAAP, Vergrößerung x400. 

 

Blastoide Subtypen traten nicht häufiger auf in der Gruppe mit mehr als 50% positive 

Zellen, als in der Gruppe mit weniger als 50% bzw. keinen positiven Zellen (Tabelle 

3, p=0,180). Verglichen mit den Patienten mit mehr als 50% p53-positiven Zellen 

(6,8%, 11,4 Monate mediane Überlebenszeit) hatten die Patienten mit weniger als 

50% positiven Zellen bzw. keinen positiven Zellen eine deutlich längere 

Überlebenszeit (29,6%, 22,9 Monate mediane Überlebenszeit bzw. 63,9%, 37,7 

20 µm
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Monate). Durch die Univarianz-Kaplan-Meier-Analyse konnte ein signifikanter 

Unterschied der Überlebenszeiten dieser drei Gruppen nachgewiesen werden 

(p<0,0001,  Abbildung 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2:  Kaplan-Meier Analyse des Gesamtüberlebens bei unterschiedlicher 

p53-Expression. 

 

3.2.2 Bcl-2-Expression 

Alle Proben aus diesem Kollektiv exprimierten Bcl-2. Mehr als 50% positive Zellen 

zeigten sich in 74 Fällen (82,2%, Abbildung 3, Tabelle 3), und Patienten, deren 

Lymphome eine derart hohe Bcl-2 Expression aufwiesen, hatten einen günstigeren 

Verlauf (32,0 Monate mediane Überlebenszeit) gegenüber den Patienten mit weniger 

als 50% Expression (mediane Überlebenszeit 21 Monate, p=0,040, Abbildung 4). 

Bezüglich der Bcl-2 Expression gab es keinen signifikanten Unterschied innerhalb 

der beiden histologischen Subtypen.  
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Abbildung 3:  Immunhistochemischer Nachweis von Bcl-2 im Mantelzell-Lymphom 

mit >50% positiven (rot gefärbt) Zellen. APAAP, Vergrößerung x400. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4:  Kaplan-Meier Analyse des Gesamtüberlebens bei unterschiedlicher 

Bcl-2-Expression.  
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(Tabelle 3, Abbildung 6) p=0,914). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen 

den beiden histologischen Subtypen nachgewiesen werden (p=0,384, Tabelle 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5: Immunhistochemischer Nachweis von Bax im Mantelzell-Lymphom mit 

>50% positiven (braun gefärbt) Zellen. ABC Färbung, Vergrößerung 

x400. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 6:  Kaplan-Meier Analyse des Gesamtüberlebens bei unterschiedlicher 

Bax-Expression.  
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3.2.4 Caspase 8-Expression 

In der Mehrheit der Fälle (56,6%) waren weniger als 50% der Zellen für Caspase 8 

positiv, in 23,8% der Fälle waren mehr als 50% der Zellen positiv (Abbildung 7). Die 

Gesamtüberlebenszeit blieb von der Caspase 8-Expression unbeeinflusst (Tabelle 3, 

p=0,423). Eine unterschiedliche Expressionsrate bezüglich der histologischen 

Subtypen konnte nicht nachgewiesen werden (Tabelle 3, p=0,494). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 7:  Immunhistochemischer Nachweis von Caspase 8 im Mantelzell-

Lymphom mit >50% positiven (braun gefärbt) Zellen. ABC Färbung, 

Vergrößerung x400. 
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Abbildung 8: Kaplan-Meier Analyse des Gesamtüberlebens bei unterschiedlicher 

Caspase 8-Expression. 

 

3.2.5 Aktivierte Caspase 3-Expression 

Die Minderheit der Fälle (44,0%) zeigten weniger als eine Caspase 3-positive 

Zelle/HPF. Bei 32,0% konnten eine bis zwei, bei 24,0% mehr als zwei positive 

Zellen/HPF identifiziert werden (Abbildung 9, Tabelle 3).  

 

Abbildung 9:  Immunhistochemischer Nachweis von aktivierter Caspase 3 in                 

einzelnen Tumorzellen (Pfeil), braun gefärbt sind positive Zellen. ABC, 

Vergrößerung x400. 
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In einer früheren Studie des gleichen Patientenkollektives wurde anhand der Ki-67-

Expression die Proliferationsrate untersucht (21). Der Ki-67-Index der aktivierten 

Caspase 3-negativen Gruppe (Mittelwert 11,8%, Medianwert 10,3%, Spanne 1,2-

33,4%) war signifikant niedriger als in der Gruppe mit einer bis zwei positiven 

Zellen/HPF (Mittelwert 21,8%, Medianwert 18,4%, Spanne 2,4-64,2%), und ebenfalls 

niedriger als in der Gruppe mit mehr als zwei positiven Zellen/HPF (Mittelwert 27,3%, 

Medianwert 24,4%, Spanne 2,4-52,3%, p<0,001, Abbildung 10). 

Verglichen mit Patienten mit einer bis zwei bzw. weniger als einer positiven 

Zelle/HPF, die eine mediane Gesamtüberlebenszeit von 27,0 bzw. 48,0 Monaten 

aufwiesen, hatten Patienten mit mehr als zwei positiven Zellen/HPF eine mediane 

Gesamtüberlebenszeit von 15,0 Monaten. Mittels Univarianz-Analyse der drei 

Kategorien der Caspase 3-Expression konnte in der Kaplan-Meier-Analyse ein 

signifikanter Unterschied der Gesamtüberlebenszeit nachgewiesen werden 

(Abbildung 12, Tabelle 3, p<0,001). Es gab keinen signifikanten Unterschied der 

Expression innerhalb der histologischen Subtypen (p=0,331).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 10: Ki-67 Index bei unterschiedlicher aktivierter Caspase 3-Expression. 
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Abbildung 11:  Box Plot Analyse der aktivierten Caspase 3-Expression mit 

                        Spannweite und Median. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 12:  Kaplan-Meier Analyse des Gesamtüberlebens bei unterschiedlicher 

aktivierter Caspase 3-Expression. 
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Tabelle 3: Univarianz-Cox-Regressionsanalyse der medianen Überlebenszeit und 

der Verteilung der histologischen Subtypen je nach Expression apoptotischer 

Proteine in 93 MCL-Fällen. 

 
  Überlebenszeit Histologischer Subtyp 

Antikörper n (%) Median  

(Monate) 

p-Wert Klassisch 

(n) 

Blastoid 

(n) 

p-Wert 

  p53 

Negativ 56 (63.6) 37.7  47 9  

<50% 26 (29.6) 22.9 <0.001 22 4 0.180† 

>50% 6 (6.8) 11.4  3 3  

  Bcl-2 

Negativ 0 (0)      

5-50% 16 (17.8) 21.0 0.040 12 4 0.492* 

>50% 74 (82.2) 32.0  61 13  

  Bax 

Negativ 2 (2.4) 40.0  1 1  

5-50% 45 (53.6) 23.0 0.914 39 6 0.384* 

>50% 37 (44.0) 32.0  29 8  

  Caspase 8 

Negativ 17 (20.2) 22.7  12 5  

5-50% 47 (56.0) 31.0 0.423 39 8 0.494† 

>50% 20 (23.8) 31.5  17 3  

  aktivierte  Caspase 3 

Negativ 33 (44.0) 48.0  30 3  

1-2 Zellen/HPF 24 (32.0) 27.0 <0.001 19 5 0.331† 

>2 Zellen/HPF 18 (24.0) 15.0  14 4  

 

† = Likelihood-Quotient; * = Fisher-Test (zweiseitig) 
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Eine multivariate Analyse aller 93 Patienten war aufgrund unvollständiger klinischer 

Informationen nicht möglich. Aufgrund dessen wurden nur die p53 Expression und 

die aktivierte Caspase 3 Expression mit eingeschlossen. Somit waren 55 Patienten 

mit kompletten Daten auswertbar. Hier fand sich, dass die aktivierte Caspase 3 

(p<0.001), der Internationale Prognose Index (IPI, p<0.001) sowie das Alter 

(p=0.036) unabhängige Prognosefaktoren sind. Die LDH, das Geschlecht, das 

Vorhandensein von B-Symptomen, eine Knochenmarkinfiltration, das Stadium der 

Erkrankung, der Performance Status und eine extranodale Beteiligung haben keinen 

Einfluss auf das Gesamtüberleben (Tabelle 4). 
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Tabelle 4: Uni- und Multivarianz-Cox-Regressionsanalyse von Apoptosemarkern und 

anderen prognostischen Faktoren bezüglich der Gesamtüberlebenszeit bei 55 von 93 

Patienten mit MCL mit vollständigen klinischen Daten. 

 
Merkmale Referenz-Level p-Wert 

  Univariat Multivariat 

p53 Negativ vs. <50% vs. >50% 0.001 0.202 

Bcl2 5-50% vs. >50% n.u. n.u. 

Bax Negativ vs. 5-50% vs. >50% n.u. n.u. 

Caspase 8 Negativ vs. 5-50% vs. >50% n.u. n.u. 

Aktivierte Caspase 3* Negativ vs. 1-2 Zellen/HPF vs. 

>2 Zellen/HPF 

0.001 <0.001 

Internationaler Prognose Index 0-1 vs. ≥2 <0.001 <0.001 

LDH Absoluter Wert 0.007 0.183 

Alter <60 vs. >60 <0.001 0.036 

Geschlecht Männlich vs. Weiblich 0.678 0.573 

B-Symptome Ja vs. Nein  0.597 0.643 

Knochenmarksinfiltration Ja vs. Nein 0.028 0.346 

Stadium 1+2 vs. 3+4 0.277 0.964 

Performance Status (WHO) 0+1 vs. ≥2 0.003 0.403 

Extranodale Beteiligung Ja vs. Nein 0.404 0.182 

  
n.u. = nicht untersucht in der multivariaten Analyse. 
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4 DISKUSSION 

 

Das Mantelzell-Lymphom wurde erstmals von Prof. Lennert (22) Mitte der 60er Jahre 

beschrieben. Es ist morphologisch den Zentrozyten sehr ähnlich und erhielt daher in 

der Kiel-Klassifikation zunächst den Namen Zentrozytisches Lymphom (englisch: 

centrocytic lymphoma), abgekürzt cc.  Dieses Lymphom ist zytogenetisch durch die 

Translokation t(11;14) gekennzeichnet. Hierbei kommt es zu einer Umlagerung des 

Onkoproteins Bcl-1 vom Chromosom 11 in den Immunglobulinschwerkettenlokus auf  

das Chromosom 14 (6). Durch diese Translokation wird Bcl-1, welches auch Cyclin 

D1 genannt wird, vermehrt abgelesen und gebildet. Dies ist ein wichtiges 

Zellzyklusprotein, das im Zellzyklus den Übergang der Zelle von der G1- in die S- 

Phase reguliert. Durch die Überexpression wird der Eintritt der Zelle in die S-Phase 

gefördert.   

Klinisch ist die Erkrankung durch einen ungünstigen Verlauf mit einer medianen 

Überlebenszeit von 3-4 Jahren gekennzeichnet (4). Als klinische Prognosefaktoren 

sind eine hohe LDH, ein schlechter Performance Status, ein fortgeschrittenes 

Stadium und ein hohes Lebensalter weitgehend anerkannt (4, 23). Den Stellenwert 

anderer Faktoren hinsichtlich ihrer prognostischen Aussagekraft wie der 

Internationale Prognose Index (IPI), die Zytologie, das Wachstumsmuster und hohe 

Proliferationsindices (Ki-67 und Mitose-Index) wurde lange Zeit in der Literatur sehr 

diskrepant diskutiert. Die klinische Bedeutung proliferationsassoziierter Proteine wie 

Ki-67, Repp86, Topoisomerase II alpha und MCM6 beim MCL ist von der Kieler 

Arbeitsgruppe (Prof. Parwaresch und PD Dr. Schrader) untersucht worden (7-10).  

Diese Daten sind übereinstimmend mit Genexpressionsanalysen, welche zeigen 

konnten, dass der Kontrollverlust des Zellzyklus sowie eine hohe Proliferation mit 

einer schlechten Prognose korrelieren (11). 

Zusätzlich zur Zellproliferation spielt der programmierte Zelltod, die Apoptose, eine 

Schlüsselrolle im Tumorwachstum. Eine erhöhte Proliferationsrate konnte beim 

Mantelzell-Lymphom als Risikofaktor für einen aggressiveren Verlauf nachgewiesen 

werden (7, 10, 21, 24). Andererseits wurde der Einfluss verschiedener 

apoptoseassoziierten Proteine in malignen Lymphomen in mehreren Studien 

untersucht (19, 20, 25-28). Obwohl die Expression apoptoseassoziierter Gene auf 

mRNA-Ebene verändert sein können (29, 30), sind Untersuchungen 

apoptoseassoziierter Proteine an Biopsiematerial und eine klinische Korrelation bis 
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jetzt nicht durchgeführt worden. Aus dem Grund ist es interessant zu untersuchen, 

ob ein Zusammenhang zwischen der Expression apoptoseassoziierter Proteine und 

dem klinischen Verlauf besteht. Zu diesem Zweck wurde ein Patientenkollektiv 

ausgewählt, welches klinisch gut charakterisiert ist und an dem schon 

proliferationsassoziierte Proteine untersucht wurden (21, 9, 8). Aufgrund der langen 

Nachsorge, der passenden Patientenzahl und der gleichmäßigen Behandlung 

innerhalb zweier Therapiestudien eignet sich diese Kohorte gut für die Untersuchung 

von Risikofaktoren beim Mantelzell-Lymphom.  Dieses wurde in einem Kommentar 

von Korkolopoulou und Vassilakopoulos (31) bestätigt.  

Als Antwort auf zellulären Stress, beispielsweise auf eine DNA-Schädigung, erfolgt 

eine Hochregulation des Transkriptionsfaktors p53. Beim MCL ist eine hohe p53-

Expression mit einem schlechteren klinischen Verlauf assoziiert (32-34). Es ist 

unklar, ob eine Überexpression von p53 hauptsächlich beim blastoiden Subtyp 

vorkommt (35-37). In unserer Untersuchung waren blastoide Subtypen mit einer p53-

Überexpression nicht überproportional häufig vertreten (mehr als 50% positive 

Zellen, Tabelle 3, p=0,180). In unserer Untersuchung konnten wir die prognostische 

Relevanz der p53-Expression beim Mantelzell-Lymphom bestätigen. Patienten mit 

mehr als 50% p53-positiven Zellen hatten jedoch eine kürzere Gesamtüberlebenszeit 

(6,8%, 11,4 Monate) als Patienten mit weniger als 50% (29,6%; 22,9 Monaten) bzw. 

gar keinen positiven Zellen (63,9%, 37,7 Monate, p<0,0001, Abbildung 2). Ob beim 

MCL ein Zusammenhang zwischen p53-Expression und Mutationen oder Deletionen 

besteht, ist unklar. Es scheint jedoch aufgrund der fehlenden Korrelation zwischen 

der Menge an p53-mRNA und Mutationen oder Deletionen im p53-Gen sehr 

unwahrscheinlich, dass eine Korrelation zwischen genetischer Änderung und 

Proteinexpression nachgewiesen werden wird (13). Deswegen könnte die p53-

Expression einen vom p53-Genstatus unabhängigen prognostischen Faktor 

darstellen. 

 

Die Bcl-2-Familie spielt eine Rolle in der intrinsischen, mitochondrialen Apoptose-

Kaskade. Die Protein-Familie kann in zwei Gruppen unterteilt werden: einerseits in 

Apoptose-Antagonisten wie Mcl-1, Bcl-x und Bcl2, und andererseits in Agonisten wie 

Bad und Bax. Das Verhältnis von Apoptose-Agonisten zu –Antagonisten bestimmt 

letztendlich die Apoptose-Bereitschaft einer Zelle (38). Eine Überexpression von Bcl-

2 konnte in bis zu 40% diffuser großzelliger B-Zell-Lymphome nachgewiesen werden 
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und ist bei diesen Lymphomen mit einer schlechteren Prognose assoziiert (39 bis  

42). Beim Mantelzell-Lymphom ist eine Genüberexpression von Bcl-2 häufig 

nachweisbar, obwohl die klinische Relevanz dieses Ergebnisses unklar war (25,  29, 

43, 44). Auch hier konnte eine Bcl-2-Überexpression in allen Fällen nachgewiesen 

werden. Anders als beim diffusen großzelligen B-Zell-Lymphom hatten Fälle mit einer 

starken Bcl-2-Überexpression (mehr als 50% der Fälle) einen günstigeren Verlauf 

(mediane Überlebenszeit 32,0 Monate vs. 21 Monate, p=0,040, Abbildung 4). Wir 

konnten zum ersten Mal zeigen, dass eine erhöhte Bcl-2-Expression einen 

prognostisch günstigen Faktor beim Mantelzell-Lymphom darstellt. 

 

Die klinische Relevanz der Bax-Expression in malignen Lymphomen ist unklar (19, 

27, 45, 46). In wenigen Studien kleiner MCL-Kollektive wurde die Bax-Expression 

mittels immunhistochemischer Methoden untersucht (19, 25, 47). Den Ergebnissen 

zu diffusen großzelligen B-Zell-Lymphomen entsprechend zeigte unsere Studie, dass 

die Bax-Expression keinen Einfluss auf die Prognose beim MCL hat (Tabelle 3, 

p=0,914, Abbildung 6) (19, 47). Zusammengefasst beeinflusst die Expression des 

pro-apoptotischen Bax den klinischen Verlauf beim MCL nicht.    

 

Apoptoseassoziierte Effektor-Proteine sind beispielsweise Caspase 8 und Caspase 

3. Die Caspasen bilden eine Proteasen-Familie, welche beim Menschen mindestens 

11 Mitglieder ausmacht, die in der Degradations-Phase der Apoptose aktiviert 

werden (48). Die meisten Fälle unseres Kollektives (56,6%) hatten weniger als 50% 

Caspase 8-positive Zellen, und es bestand kein Zusammenhang zwischen der 

Caspase 8-Expression und der Gesamtüberlebenszeit (Tabelle 3, p=0,423, 

Abbildung 8).  

 

Caspase 8 kann Caspase 3 aktivieren, Letzteres liegt im Zytoplasma gesunder 

Zellen als Proenzym vor. Nach Aktivierung der Caspase 3 erfolgt eine Verlagerung in 

den Zellkern, wo das Enzym eine Schlüsselrolle in der gemeinsamen Endstrecke der 

Apoptose spielt (20). In einer neuen Studie (49) wurden 52 Fälle von Non-Hodgkin-

Lymphomen immunhistochemisch auf unter anderem aktivierte Caspase 3 

untersucht, und sämtliche fünf Mantelzell-Lymphom-Fälle waren negativ. Dagegen 

waren in einer anderen Studie (26) von 11 Mantelzell-Lymphom-Fällen acht für 

Caspase 3 positiv. Mit einem Primärantikörper, der nur die aktivierte, nukleäre Form 
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des Enzyms markiert, ließen sich in unserer Studie nur wenige morphologisch intakte 

Zellkerne, dafür nahezu alle apoptotischen Zellkerne anfärben (Abbildung 9). Die 

Färbung für aktivierte Caspase 3 scheint deswegen auch als zuverlässiger 

Apoptose-Marker beim Mantelzell-Lymphom einsetzbar zu sein. 44,0% der Fälle 

hatten weniger als eine positive Zelle/HPF, 32,0% eine bis zwei Zellen, und 24,0% 

mehr als zwei positive Zellen/HPF (Tabelle 3). Letztere Patienten hatten eine 

mediane Überlebenszeit von 15,0 Monaten, deutlich kürzer als Patienten mit einer 

bis zwei (27,0 Monate) oder keiner positiven Zelle/HPF (48,0 Monate, p<0,001, 

Abbildung12, Tabelle 3,4). Interessanterweise war die aktivierte Caspase 3-

Expression bezüglich des histologischen Subtyps gleich (p=0.331). Die Ergebnisse 

zeigen, dass eine hohe Apoptoserate, an der Expression aktivierter Caspase 3 

gemessen, einen ungünstigen prognostischen Faktor darstellt. 

Caspase 8 kann in der Apoptose-Kaskade weiter abwärts gelegene Caspasen, wie 

die Caspase 3, aktivieren und spielt eine Rolle in der anfänglichen Phase der 

Apoptose-Auslösung. Entsprechend ist in dieser Studie die Zahl Caspase 8-positiver 

Zellen deutlich höher als die Zahl Caspase 3-positiver Zellen (Tabelle 3). Des 

Weiteren spiegelt die aktivierte Caspase 3-Expression die Zahl apoptotischer und 

prä-apoptotischer Zellen beim MCL genauer wider. Diese Ergebnisse basieren auf 

Präparate, die vor Beginn einer Behandlung gewonnen sind. 

Zusätzlich konnte anhand der Ki-67-Indices gezeigt werden, dass Fälle mit einem 

hohen Apoptose-Index (hohe Caspase 3-Expression) auch eine hohe 

Proliferationsrate hatten (Abbildung 10). 

 

Aufgrund der eingeschränkten Menge klinischer Daten konnte die Multivarianz-

Analyse nur für aktivierte Caspase 3 und p53 durchgeführt werden. Diese 

apoptoseassoziierten Proteine zeigten die höchstsignifikanten Werte in der 

Univarianzanalyse (beide p<0,001). Von 93 Patienten wurden 55 in die 

Multivarianzanalyse aufgenommen. Die aktivierte Caspase 3-Expression stellt einen 

unabhängigen, anderen Apoptose-Markern überlegenen prognostischen Faktor dar, 

der dem internationalen prognostischen Index gleich ist (p<0,001, Tabelle 4). In der 

Multivarianzanalyse konnte der p53-Expression keine prognostische Aussagekraft 

zugeschrieben werden (p=0,202).  
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die p53-Expression als prognostischer 

Marker beim Mantelzell-Lymphom eine Rolle spielt, jedoch ist die Expression der 

aktivierten Caspase 3 aussagekräftiger. Die Apoptoserate anhand der Expression 

aktivierter Caspase 3 zu messen, scheint ein wertvoller prognostischer Marker 

bezüglich der Überlebenszeit von Patienten mit MCL zu sein, und kann mit dem 

internationalen prognostischen Index gleichgestellt werden. Die prognostische 

Wertigkeit der aktivierten Caspase 3 Expression zeigt sich darin, dass nicht nur in 

der univariaten Analyse sondern auch in der multivariaten Analyse dieser 

Prognosefaktor statistisch hoch signifikant ist. Beim MCL besteht ein enger 

Zusammenhang zwischen der Expression aktivierter Caspase 3 und der 

Proliferationsrate. Diese scheinen auf biologischer Ebene eng miteinander 

verflochten zu sein und sind mit einem klinisch ungünstigeren Verlauf assoziiert. 
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5  ZUSAMMENFASSUNG 

 

Neben der Zellteilung, der Proliferation, spielt der programmierte Zelltod, die 

Apoptose, bei  vielen Tumorerkrankungen als Prognosefaktor eine wichtige Rolle. 

Bei der Apoptose wird auf molekularer Ebene sowohl ein extrinsischer (Liganden-

gebundener) als auch ein intrinsischer (mitochondrialer) Auslösemechanismus 

beschrieben. Es gibt nur wenige Daten über die Expression apoptotischer Proteine 

beim Mantelzell-Lymphom und deren Bedeutung für den klinischen Verlauf.  

In dieser Arbeit wurde die Expression von p53, einem Indikator einer DNA-

Schädigung, von Regulationsproteinen des intrinsischen Weges (Bcl2 und Bax) 

sowie von Effektor-Proteinen der Apoptose (Caspase 8 und aktivierte Caspase 3) bei 

93 Patienten mit einem Mantelzell-Lymphom untersucht und mit dem klinischen 

Verlauf verglichen.  

Früheren Arbeiten entsprechend korrelierte eine erhöhte Expression von p53 mit 

einer kürzeren Gesamtüberlebenszeit. Im Gegensatz zum diffusen großzelligen B-

Zell-Lymphom konnten günstigere Verläufe bei Patienten mit einer erhöhten 

Expression des anti-apoptotisch wirkenden BCL2 nachgewiesen werden. 

Interessanterweise zeigte sich eine hohe Apoptose-Rate vor Therapiebeginn, an der 

Expression aktivierter Caspase 3 gemessen, als einen sehr zuverlässigen Marker für 

ungünstigere Verläufe (p<0,001). Diese Daten weisen darauf hin, dass die Apoptose-

Rate an sich einen wichtigen prognostischen Marker beim MCL darstellt. 

In dieser Untersuchung konnte erstmalig an einem großen Patientenkollektiv mit 

einem Mantelzell-Lymphom gezeigt werden, dass der immunhistochemische 

Nachweis der Expression von aktivierter Caspase 3 ein unabhängiger 

Prognosefaktor für das Gesamtüberleben ist.  
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