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1 EINLEITUNG

Die malignen Lymphome, welche zur Gruppe der bdsartigen ha&matologischen
Erkrankungen gehdren, verzeichnen in den letzten Jahren eine zunehmende
Inzidenz und Mortalitat. Lymphome und Leukdmien sind mit einem Anteil von 7,2 %
bei Frauen und 7,6 % bei Mannern die vierthaufigste Todesursache. Die Einteilung
der malignen Lymphome erfolgt in das Hodgkin- Lymphom und die heterogene
Gruppe der Non- Hodgkin- Lymphome (NHL), welche wiederum in B- und T- Zell-
Lymphome unterteilt werden. Die Einteilung dieser Erkrankungen erfolgt aufgrund
der Morphologie, der Immunhistotypisierung und der genetischen Veranderungen.
Die Einteilung der malignen Lymphome war in der Vergangenheit uneinheitlich,
wobei verschiedene Klassifikationssysteme Verwendung fanden. So hatte in Europa
seit Mitte der 70er Jahre die Kiel- Klassifikation Gultigkeit (1, 2). In Amerika stand sie
Anfang der 80er Jahre der Working- Formulation und spater auch der REAL-
Klassifikation gegenuber. Mit Einfihrung der neuen WHO- Klassifikation (3) gibt es
nunmehr ein weltweit anerkanntes, einheitliches System, welches eine bessere
Transparenz und Vergleichbarkeit von Studienergebnissen gewahrleistet.

Das Mantelzell- Lymphom (MCL) wurde zunéachst als Germinozytom, in der Kiel-
Klassifikation als centrocytisches (cc) Lymphom, bezeichnet, wobei es in die Gruppe
der niedrigmalignen B- Zell- Lymphome eingeordnet wurde (1). Die endgultige
Bezeichnung, Mantelzell- Lymphom, erfolgte im Jahre 1992 durch Banks und
Mitarbeiter (4). Diese Zuordnung als niedrigmalignes Lymphom erwies sich jedoch
als ungeeignet, da das MCL klinisch aggressiver verlauft als andere niedrigmalignen
Lymphome und somit eher in die Gruppe der hochmalignen Lymphome einzuordnen
ist (5, 6). In der WHO- Klassifikation werden die malignen Lymphome analog der
Kiel- Klassifikation in ein B- und T- Zellsystem eingeteilt, wobei eine zusatzliche
Unterscheidung in Vorlaufer- und reifzellige Lymphome erfolgt (3). Die Translokation
t(11;14), welche typisch fiur dieses Lymphom ist, wurde erstmals 1991 von Williams
und Mitarbeitern beschrieben (7). Es entsteht durch die Translokation eine
Umlagerung des Onkogens bcll von Chromosom 11 in den Immunglobulin-
Schwerkettenlokus auf Chromosom 14. Infolgedessen kommt es zu einer
Uberexpression von Cyclin D1, dessen kodierende Region in der Nihe des bcll-
Bruchpunktes auf Chromosom 11 lokalisiert ist. Das Zellzyklusprotein Cyclin D1

bildet zusammen mit den Cyclin- abhangigen Kinasen (CDK) 4 und 6 einen Komplex,



welcher die Umwandlung des Produktes des Retinoblastomgens (pRb) in seine
phosphorilierte Form férdert. Bei diesem Prozess wird ein Transkiptionsfaktor E2F
frei, der wiederum den Ubergang der Zelle von der G1- in die S- Phase fordert. Als
Folge entsteht eine unkontrollierte Proliferation der entsprechenden Zelle.

Die Patienten mit einem MCL haben das schlechteste Gesamtiberleben aller
Lymphompatienten, gepragt durch haufige Rezidive nach Chemotherapie (8). Als
Standardtherapie wird heute die Immun- Chemotherapie verwendet (Rituximab-
CHOP), wobei bei Patienten unter 60 Jahren eine autologe periphere Blutstammzell-
Transplantation in Betracht gezogen werden sollte. Ergebnisse zeigen, dass die
Ansprechraten und das progressionsfreie Uberleben verlangert werden konnten,
allerdings konnte noch kein Plateau im Gesamtuberleben erreicht werden (9).

In neuen Studienansatzen wurden Patientenkollektive untersucht, welche einen
langsam progredienten Verlauf und Gesamtiberlebensraten von lber zehn Jahren
aufwiesen (10). Es wurde vor allem versucht klinische Prognosefaktoren zu
identifizieren, welche eine Differenzierung gegeniber den Patienten mit einer sehr
schlechten Prognose erlaubt. Zu diesen Prognosefaktoren gehoren eine hohe LDH,
ein fortgeschrittenes Stadium, ein schlechter Performance Status und ein hohes Alter
(6). Weitere wichtige Prognosefaktoren sind die proliferationsassoziierten Proteine
wie zum Beispiel Topoisomerase- 2- alpha Uberexpression, welche mit einem
schlechten klinischen Verlauf und einer kiirzeren Gesamtuberlebenszeit assoziiert ist
(11). Eine Uberexpression des Repp86 (restrictedly expressed proliferation-
associated protein 86 kDa) fuhrt ebenfalls zu einer verkirzten medianen
Uberlebenszeit (12). Das fur die DNA- Replikation wichtige Minichromosome
Maintenance Protein 6 (MCMB®6) ist ebenfalls ein bedeutender Proliferationsmarker,
wobei gezeigt wurde, dass Patienten mit mehr als 75% positiven MCM6- Zellen eine
deutlich geringere mediane Uberlebenszeit haben, als Patienten mit weniger als 25%
positiven MCM6- Zellen (13). Das Ziel dieser Studien war es, Prognosefaktoren zu
ermitteln, um in Zukunft Stratifikationsmerkmale fir Therapiestudien zu haben, um so
Patienten mit aggressiveren Verlaufen adaquat zu behandeln.

Der Internationale Prognose Index (IPl), der fur die hochmalignen Lymphome
entwickelt wurde, wurde auch zur Prognoseeinschatzung des MCL verwendet (6).
Allerdings wurde in Studien gezeigt, dass der IPI bei diversen Patientenkollektiven
mit MCL nicht signifikant ist (14). Infolgedessen ist im Jahre 2008 der erste, fur das

MCL spezifische, Prognoseindex (PI) erarbeitet worden: der Mantle Cell Lymphoma



International Prognostic Index (MIPI) (15). Der MIPI wird in eine Niedrig-, eine
Mittlere- und eine Hochrisikogruppe unterteilt, wobei das Alter, der Performance
Status, der Laktatdehydrogenasewert und die Leukozytenzahl in diesem Index
einbezogen sind (15).

Man hat bei Patienten mit Tumorerkrankungen entdeckt, dass das koérpereigene
Immunsystem eine Rolle fur den Krankheitsverlauf spielt. So werden beim
Nierenzellkrebs und beim Melanom unter immunstimulierenden Therapien mit
Interleukinen- 2 auch Spontanremissionen gesehen. Auch bei anderen
Krebserkrankungen wurde der Einfluss des Immunsystems auf den Tumor
untersucht.

Als Meilenstein kann sicherlich die Arbeit von Zhang und Mitarbeiter angesehen
werden (16). In dieser Arbeit konnte bei Frauen mit einem Ovarialkarzinom gezeigt
werden, dass diejenigen Patientinnen, die viele T- Lymphozyten in ihrem Tumor
aufwiesen, eine bessere 5- Jahres Uberlebensrate von 73,9% hatten als
Patientinnen mit einer geringen Anzahl an T- Zellen (11,9% Uberlebensrate) (16). In
den folgenden Jahren konnte auch bei anderen bdsartigen Erkrankungen, wie
beispielsweise dem malignen Melanom, ein solcher Zusammenhang dargestellt
werden (17). Diesbeziiglich wurde gezeigt, dass bei Vorhandensein von vielen
CD25- und CD134- positiven Zellen die Patienten eine gunstigere Prognose haben,
einhergehend mit einer geringeren Melanomgréf3e und mit weniger Fernmetastasen
(17). Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass bei gleichartigem
Krankheitsstadium eine erhéhte intratumorale T- Zellkonzentration zu einer
gunstigeren Prognose bei diesen soliden Tumorerkrankungen fihrt.

Bei malignen Lymphomen, die bdsartige Erkrankungen des Immunsystems sind,
spielen die korpereigenen T- Zellen im Tumor (Lymphom) ebenfalls eine
prognostische Bedeutung. So konnte die Arbeitsgruppe um Tzankov und Mitarbeiter
bei einem Kollektiv von 926 Patienten zeigen, dass eine hohe Dichte an FoxP3-
positiven T- Zellen (=Tregs) einen positiven Einfluss auf die Prognose beim
follikularen Lymphom (p= 0.053), beim diffusen grof3zelligen B- Zell- Lymphom (p=
0.051) sowie beim klassischen M. Hodgkin (p= 0.004) hatte (18). Auch Carreras und
Mitarbeiter konnten beim follikularen Lymphom nachweisen, dass Patienten mit einer
hohen Anzahl an Tregs ein verbessertes Gesamtiberleben haben. Hierbei hatten
Patienten mit mehr als 10% Tregs eine 5- Jahres- Uberlebensrate von 80%,

wohingegen Patienten mit weniger als 5 % Tregs lediglich eine 5- Jahres-



Uberlebensrate von 50% aufwiesen (p= 0.01) (19). Ein weiteres Beispiel fir die
prognostische Bedeutung von tumorinfiltrierenden T- Zellen bei hamato-
onkologischen Erkrankungen konnten Hasselblom et al in einer retrospektiven Studie
von 195 Patienten mit primarem diffusem grof3zelligem B-Zell-Lymphom darstellen.
Man sah, dass eine niedrige Anzahl an CD8- positiven T- Zellen (= Cytotoxische T-
Zellen= CTL) mit einer besseren Prognose in Bezug auf das Gesamtiberleben und
die progressionsfreie Uberlebenszeit einhergeht (20). Ahnliche Ergebnisse konnten
durch Murris et al demonstriert werden. So konnte beim priméaren diffusen
grof3zelligen B-Zell-Lymphom nachgewiesen werden, dass Patienten mit mehr als
15% aktivierten CTL einen schlechteren klinischen Verlauf zeigten, einhergehend mit
einer geringeren progressionsfreien- sowie schlechteren Gesamtiiberlebenszeit, im
Gegensatz zu Patienten mit weniger als 15 % aktivierten CTL (21).

Man sieht folglich an den dargestellten Beispielen, dass tumorinfiltrierende T- Zellen
sowohl einen positiven als auch einen negativen Verlauf bei Erkrankungen aus dem
hamatologischen Formenkreis vorhersagen und somit als prognostische Faktoren
eingesetzt werden kdnnen. Beim Mantelzell- Lymphom gibt es noch keine grof3eren
Untersuchungen hinsichtlich der Relevanz von tumorinfiltrierenden Zellen.

Ziel dieser Arbeit ist es, anhand eines sehr groRen Patientenkollektivs mit Mantelzell-
Lymphom den Einfluss von CD3-, CD8-, sowie der regulatorischen FoxP3- positiven
T-Zellen auf das MCL zu untersuchen und ihre mdglichen prognostischen Werte zu

ermitteln.



2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patientencharakteristika

In der vorliegenden Arbeit wurden formalinfixierte und in Paraffin eingebettete
Lymphknotenbiopsate von insgesamt 94 Patienten (72 Manner, 22 Frauen)
untersucht. Diese waren in zwei grofRen deutschen Therapiestudien behandelt
worden (22, 23).

Die Patienten hatten folgende Charakteristika: Das mediane Lebensalter betrug 65
Jahre (Durchschnitt 63.5 Jahre, Spannweite 41-86 Jahre). Der WHO Performance
Status war bei der Mehrheit der Patienten gut bis sehr gut mit einem Wert von 0 oder
1 (n= 71, 76%). 21 Patienten (22%) hatten einen WHO Performance Status von 2
oder mehr. 53 Patienten (56%) hatten B- Symptome wie Fieber, Nachtschweild oder
Gewichtsverlust, 39 Patienten (41%) hatten keine B- Symptome. Es handelte sich
Uberwiegend um fortgeschrittene Stadien Ill und IV (n=80, 85%), ein geringerer Telil
hatte ein lokales Ann- Arbor- Stadium | oder Il (n= 14, 15%). In 57 Fallen (61%) lag
eine  Knochenmarkinfiltration vor, 36 Patienten (38%) waren ohne
Knochenmarkbefall. Einen extranodalen Befall hatten 83 (88%) Patienten, 11
Patienten (12%) hatten keinen extranodalen Befall. Der Internationale Prognose
Index (IPI) war bei 71 Patienten (76%) bei Gber/ gleich 2, bei 23 Patienten (24%) war
er 0 oder 1. Die Therapie war in der Regel eine Chemotherapie. 36 Patienten (38%)
erhielten Chlorambucil+Prednison, 34 (36%) Cyclophosphamid+Vincristin+Prednison
(COP) , 10 Patienten (11%) Cyclophosphamid+Doxorubicin+Vincristin+Prednison
(CHOP), 9 Patienten (10%) eine alleinige Extended field- Bestrahlung und 3
Patienten (3%) keine Therapie, von 2 Patienten (2%) lagen keine Informationen vor.

2.2 Immunhistochemische Untersuchung

Es lagen zum Beginn der Untersuchung schon fertige ungefarbte Schnittpraparate
zur Verfugung. Alle Praparate waren bereits in der Hamatoxylin und Eosin (H&E)-
und nach Giemsa- Farbung von einem Referenzpathologen (RP) zur Sicherung der
Diagnose beurteilt worden.

Um die Epitope wieder fir den Antikérper erkennbar zu machen, kam es zum Einsatz
der Antigendemaskierung nach Cattoretti (24). Hierbei werden die Schnitte in einem
Dampfdrucktopf fir 2 Min. 45 Sek. in einer 0,01 molaren Zitratpuffer- Lésung im

kochenden Puffer behandelt. Die Zitratpuffer- Losung wird ihrerseits hergestellt durch



Lésung von 10,5 g Zitronensauremonohydrat (Fa.Merck, Darmstadt, Deutschland) in
5 Liter Aqua dest, wobei anschlieiend eine Titrierung mit 2 molarer NaOH (Fa.
Merck) auf einen pH- Wert von 6,0 erfolgt. Die Praparate wurden anschlie3end fir 30
Minuten bei Raumtemperatur und 5 Minuten unter flieRendem Leitungswasser
abgekuhlt bevor sie in Waschpuffer (TBS-Puffer) eingelegt worden sind, welcher aus
68,5 g TRIS-HCI, 9 g TRIS-NaOH (beide Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen,
Deutschland) und 87,8 g NaCl (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) in 10 | Aqua
dest. bestand. Mit 1 molarer HCI (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland) wurde der
Waschpuffer dann auf einen 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.

Samtliche Gewebsexzitate der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe spezifischer
Primar- Antikdrper immunhistochemisch untersucht (siehe Tabelle 1).

Zunachst wurden die Praparate mit einem Primarantikorper in einer Losungsmenge
von 100 ul pro Schnitt in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur fir 1 Stunde

inkubiert (siehe Tabellel).

Tabelle 1: Ubersicht tiber die verwendeten Priméarantikorper

Antikorper Antigen Bezugsquelle Farbe- Methode

Anti- CD3 CD3 Neomarkers Strept- ABC
Anti- CD8 CD8 Dako APAAP
Anti- FoxP3 FoxP3 Cell Signaling Strept- ABC

Die Primarantikdrper werden aus einer Maus gewonnen und sind spezifisch gegen
das zu untersuchende Antigen gerichtet. Um die Primarantikérper zu verdinnen
wurde eine Lésung aus 20 ml RPMI (Seromed, Berlin, Deutschland), 20 ml bei 57° C
Uber 60 Minuten warmeinaktiviertes Rinderserum (Sigma, St. Louis, USA), 0,2 g
Natriumacid (Merck, Deutschland) und 160 ml Aqua dest. verwendet, welche auf
einen pH- Wert von 7,4 titriert wurde. Das Rinderserum soll unspezifische
Hintergrundreaktionen verringern, wobei das Natriumacid einer bakteriellen
Besiedlung der Ldsung entgegenwirken soll. Fir das Verdinnungsmedium der

Sekundarantikérper wurde dieser Lésung noch 10 Vol% inaktiviertes Humanserum



hinzugeflugt, mit dem Ziel das Risiko anti- humaner Kreuzreaktionen zu verringern.
Nach Ablauf der Inkubationszeit mit dem Primé&rantikdrper und im Anschluss an
jeden weiteren Farbeschritt erfolgte eine Spilung der Praparate mit Waschpuffer.

Mit Hilfe der APAAP- und der Strept- ABC- Farbe Methode erfolgte die

immunhistochemische Begutachtung der Gewebeproben.

2.2.1 APAAP- Methode

Die Paraffinschnitte fur die CD8- Farbung wurden mit der Alkalische- Phosphatase-
Anti- Alkalische- Phosphatase- Technik (APAAP) gefarbt (25). Um eine Farbung mit
dieser Technik zu ermdoglichen, bendétigt man einen Primarantikdrper, einen
Sekundarantikorper, den APAAP- Komplex, bestehend aus Alkalischer Phosphatase
(AP) mit daran gebundenem Anti- Alkalische- Phosphatase- Antikdrper (AAP) sowie
eine Entwicklungslésung, um die Antigen- Antikorper- Reaktion zu visualisieren.

Als Sekundarantikérper diente der Kaninchen- Anti- Maus Bruckenantikérper Z 259
(DAKO, Hamburg, Deutschland), welcher zusammen mit den Gewebsproben in einer
Verdinnung im Verhaltnis von 1:100 fir 30 Minuten bei 25°C inkubiert und
anschlieBend mit Waschpuffer gespult wurde. Nach diesem Schritt erfolgte die
Inkubation der Praparate fur 30 Minuten bei 25°C mit dem APAAP- Komplex. Dieser
Komplex besteht aus 10 mg/ml Alkalischer Phosphatase (AP) (Sigma-Aldrich,
Deisenhofen, Deutschland) und einem Anti- Alkalische- Phosphatase- Antikorper
(AAP), welcher im Institut flr Pathologie der Universitat Kiel aus Zelluberstand (A88-
12) gewonnen wurde. Um die Farbereaktion zu intensivieren, erfolgte eine
zweimalige Wiederholung der Inkubation mit dem Brickenantikorper und dem
APAAP- Komplex bei Einwirkzeiten von je 10 Minuten, wobei die Schnitte
abschlieBend erneut mit Waschpuffer gespult worden sind. Bei der Entwicklung der
Farbreaktion wurden in einem ersten Schritt drei Teillésungen hergestellt, aus
welchen die endgultige Entwicklungslésung gemischt wurde. Im Folgenden werden
die Zusammensetzungen der drei Teilldsungen dargestellt:

Die erste Losung bestand aus 175 ml Entwicklungspuffer, welcher aus 1,5 g TRIS-
HCIl und 4,9 g TRIS Base (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland), 62,5 ml
Propandiolpuffer (Merck, Deutschland) und 100 mg Levamisol (Sigma-Aldrich,
Deisenhofen, Deutschland) zusammengesetzt war. Das Levamisol dient zur
Inhibierung der Aktivitat der endogenen alkalischen Phosphatase. Die zweite

Lésung, bestehend aus 50 mg Natriumnitrit (Merck, Deutschland), gel6st in 1250 pnl



Aqua bidest., wurde im Anschluss ebenso wie die dritte Losung, welche aus 125 mg
Naphtol- AS- Biphosphat (Enzymsubstrat der alkalischen Phosphatase) (Merck,
Deutschland) gel6st in 1500 pl N,N-Dimethylformamid (Merck, Deutschland) bestand,
hinzugegeben. Dies geschah unter Zugabe von 500 ul Neufuchsin- Losung (Merck,
Deutschland) aus 5 g Neufuchsin in 100 ml 2 molarer Salzsaure. Die vollstandige
Entwicklungslésung wurde mit 2 molarer HCl und mit Hilfe von einem pH- Meter
(WTW, Weilheim, Deutschland) und nachfolgender Papierfiltration (Papierfilter 545 Y2
Schleicher und Schuell, Dassel, Deutschland) auf den pH- Wert von 8,7 eingestellt.
AnschlieBend wurden die Schnittpraparate in der hergestellten Entwicklungslésung
fur 30 Minuten auf einem Schittler (Gerhard, Bonn, Deutschland) bei
Raumtemperatur inkubiert. Nachdem zweimal mit Aqua dest. gespult wurde erfolgte
eine Kemgegenfarbung mit Hamalaun nach Mayer (Merck, Darmstadt, Deutschland),
welche 5 Minuten andauerte. Die nun gefarbten Praparate wurden insgesamt 10
Minuten mit Leitungswasser geblaut und dann in einer aufsteigenden 80-, 96- und
100- prozentigen Ethanolreihe dehydriert und fir 5 Minuten in Xylol eingelegt. Zum
Abschluss erfolgte eine Eindeckung der Gewebsproben mit Pertex (Medite, Burgdorf,
Deutschland).

2.2.2 StreptABC- Methode

Eine weitere immunhistochemische Farbemethode stellt neben der zuvor
vorgestellten APAAP- Methode die Streptavidin- Biotin- Peroxidase- Complex-
Technik (StreptABC) (modifiziert nach Hsu et al) dar (26). Die Farbemethode wurde
fur die CD3- und FoxP3- Farbung angewandt. Zunachst erfolgt das zuvor
beschriebene Verfahren der Antigendemaskierung, jedoch wurden vor Beginn der
Farbeschritte die Schnittpraparate zwecks Blockierung der endogenen Peroxidase
fur 10 Minuten einem Gemisch, bestehend aus 4 ml einer 30- prozentigen
Wasserstoffperoxid- Lésung (Merck, Deutschland), in 200 ml Methanol (Merck,
Deutschland) ausgesetzt. Danach erfolgte unter Raumtemperatur fir 60 Minuten die
Inkubation der Paraffinschnitte mit jeweils 100 ul Primarantikdrper, verdinnt mit einer
Lésung aus 1- prozentigem bovinem Serum- Albumin (BSA, Sigma- Aldrich,
Deisenhofen, Deutschland) in TBS- Puffer. Es erfolgte erneut eine dreimalige
Spulung mit Waschpuffer. Den Sekundarantikdrper stellte bei monoklonalen
Primarantikdrpern das biotonylierte Kaninchen- Anti- Maus- 1gG E354 (DAKO,

Hamburg, Deutschland), bei polyklonalen Primarantikérpern hingegen das



biotinylierte Schwein- Anti- Kaninchen- IgG E353 (DAKO, Hamburg, Deutschland)
dar. Der Sekundarantikorper wurde jeweils im Verhaltnis von 1:200 mit inaktiviertem,
1:10 in TBS- Puffer verdinntem Humanserum verdinnt. Nach 30 minttiger unter
Raumtemperatur stattfindender Inkubation der Schnitte mit dem Sekundarantikorper
erfolgte daraufhin die Spllung der Schnitte mit Waschpuffer. AbschlieBend wurde
ein Peroxidase- konjugierter Streptavidin- Biotin- Komplex (DAKO, Hamburg,
Deutschland) hinzugefugt.

2.3 Kontrollen

Zwecks  Positivkontrolle  der  Antikérper  wurde  formalinfixiertes  und
paraffineingebettetes Tonsillengewebe mitgefarbt, wohingegen als Negativkontrolle
der primare Antikorper durch Serum ersetzt wurde. Diese Kontrollen wurden bei
jedem Farbevorgang durchgefihrt

2.4 Auswertung der immunhistochemischen Farbung

Die gefarbten Praparate wurden lichtmikroskopisch an einem Durchlichtmikroskop
(Axioskop, Zeiss, Deutschland) untersucht. Die Auswertung beinhaltet das Z&hlen
der gefarbten Zellen in jedem Praparat bei 40 facher VergréRerung, welches einem
High Power Field (HPF) analog der Auswertung von Zhang und Mitarbeitern
entspricht (16). Es wurde pro High- Powerfield (Gesichtsfeld) die Anzahl der
markierten Zellen bestimmt, wobei bei jedem Préparat insgesamt zehn High Power
Fields auszahlt wurden. Anschliel3end wurde der Mittelwert und der maximale Wert
(Hot Spot) bestimmit.

2.5 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung wurde mit dem Programm Graph Path Prism (Version
11) durchgefiihrt. Bei der Analyse im Hinblick auf die Uberlebenszeit wurde auf die

Kaplan- Meier- Methode zurtickgegriffen.



3 ERGEBNISSE

3.1. Immunhistochemische Befunde

3.1.1 CD3- Farbung

Die CD3- Farbung ist eine membranstandige braune Farbung (siehe Abbildung 1).
Nur eindeutige und ausreichend gut gefarbte Praparate wurden ausgewertet. In
sieben Fallen konnten die Praparate aus technischen Grinden nicht ausgewertet
werden. 87 gefarbte Schnittpraparate waren gut zu beurteilen. Der minimale Wert lag
bei 1/HPF, der maximale Wert bei 209/HPF (siehe Abbildung 2). Der Mittelwert
betrug 56/HPF, die Standardabweichung bei 44/HPF. In der Hotspot- Analyse war

der minimale Wert bei 1/HPF, der maximale Wert bei 259/HPF mit einem Mittelwert
von 97/HPF und einer Standardabweichung von 64/HPF.

Abbildung 1: Immunhistochemischer Nachweis von CD3- positiven T-Zellen (braun

gefarbt, siehe Pfeil- Kennzeichnung) im Mantelzell-Lymphom. StreptABC- Farbung,
VergroRerung x400.
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In der Box- Plot Analyse der CD3- Farbung liegt der Median bei 53/ HPF, die 25%
Perzentile bei 22/ HPF, die 75% Perzentile bei 89/ HPF (Abbildung 2). In der
Hotspot- Analyse liegt der Median bei 100/ HPF, die 25% Perzentile bei 49/ HPF und
die 75% Perzentile bei 140 /HPF (Abbildung 2, Abbildung 8).

3001

250+

200+

150

100

positive Zellen/ HPF

50+

CD3 CD3 Hotspots

Abbildung 2 : Verteilung der T Zellen nach der CD3- Farbung im Durchschnitt

(links) und bei den Hotspots (rechts) als Box-Plot Analyse (mit Spannweite, Median,

oberes und unteres Quartil).
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3.1.2 CD8- Farbung

Die CD8- Untersuchung ist durch die APAAP Entwicklung eine rote Farbung, welche
wie die CD3- Farbung ebenfalls membranstandig ist (siehe Abbildung 3). 78
Praparate konnten gut ausgewertet werden. Bei 16 Farbungen waren die Antigene
trotz Wiederholungen nicht ausreichend detektierbar. Der minimale Wert lag bei 0/
HPF, der maximale Wert bei 138/ HPF (Abbildung 4), der Mittelwert betrug 19/ HPF,
die Standardabweichung 23/ HPF. In der Hotspot- Analyse war der minimale Wert
bei 1/HPF, der maximale Wert bei 232/ HPF (Abbildung 4, Abbildung 8), der
Mittelwert bei 39/ HPF und die Standardabweichung bei 41/HPF.

Abbildung 3: Immunhistochemischer Nachweis von CD8- positiven T- Zellen (rot

gefarbt, Pfeil) im Mantelzell- Lymphom. APAAP- Farbung, Vergro3erung x400.
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In der Box- Plot Analyse der CD8- Farbung liegt der Median bei 11/ HPF, die 25%
Perzentile bei 1/ HPF, die 75% Perzentile bei 31/ HPF (Abbildung 4). In der Hotspot-
Analyse liegt der Median bei 29/ HPF, die 25% Perzentile bei 5/ HPF und die 75%
Perzentile bei 63 /HPF (Abbildung 4).
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CD8 CD8 Hotspots

Abbildung 4 : Verteilung der T Zellen nach der CD8- Farbung im Durchschnitt und

bei den Hotspots als Box-Plot Analyse (mit Spannweite, Median, oberes und unteres
Quartil).
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3.1.3 FoxP3- Farbung

Die FoxP3- Farbung ist eine Kernfarbung. Diese ist durch die Entwicklung mit der
StreptABC- Methode braun (siehe Abbildung 5). 73 gefarbte Préparate waren sicher
auswertbar. In 21 Fallen waren die Farbungen zu schwach oder falsch negativ, da in
jedem Praparat mindestens eine positive Zelle nachweisbar sein sollte. Der minimale
Wert lag bei 0/ HPF, der maximale Wert bei 104/ HPF (Abbildung 6), der Mittelwert
betrug 27/ HPF, die Standardabweichung lag bei 25/ HPF. In der Hotspot- Analyse
war der minimale Wert bei O/HPF, der maximale Wert bei 224/ HPF (Abbildung 6,
Abbildung 8), der Mittelwert bei 57/ HPF und die Standardabweichung bei 48/HPF.

Abbildung 5: Immunhistochemischer Nachweis von FoxP3- positiven T- Zellen

(braun gefarbt) im Mantelzell- Lymphom. StreptABC- Farbung, Vergroerung x400.
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In der Box- Plot Analyse der FoxP3- Farbung liegt der Median bei 18/ HPF, die 25%
Perzentile bei 8 HPF, die 75% Perzentile bei 40 HPF (Abbildung 6). In der Hotspot-
Analyse liegt der Median bei 42/ HPF, die 25% Perzentile bei 17/ HPF und die 75%
Perzentile bei 90 /HPF (Abbildung 6).
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Abbildung 6 : Verteilung der T- Zellen nach der FoxP3- Farbung im Durchschnitt

und bei den Hotspots als Box- Plot Analyse (mit Spannweite, Median, oberes und
unteres Quartil).
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3.2 CD4- Analyse

Leider standen nicht mehr geniugend Leerpraparate von allen Patienten zur
Untersuchung der CD4- Farbung zur Verfugung. Die Anzahl an CD4- Zellen pro
Schnitt wurde aus der Differenz der Durchschnittswerte von den CD3- Zellen und
den CD8- Zellen ermittelt, da die CD3- positiven Zellen in der Regel Uberwiegend
aus CD4- und CD8- Zellen bestehen.

Der minimale Wert lag bei 0/ HPF, der maximale Wert bei 170/ HPF (Abbildung 7,
Abbildung 8), der Mittelwert betrug 51/ HPF, die Standardabweichung lag bei 39/
HPF, der Median bei 44/ HPF, die 25% Perzentile bei 20/ HPF, die 75% Perzentile
bei 81/ HPF (Abbildung 7). In der Hotspot- Analyse war der minimale Wert bei
O/HPF, der maximale Wert bei 208/ HPF (Abbildung 7), der Mittelwert bei 79/ HPF
und die Standardabweichung bei 52/HPF. Der Median liegt bei 73/ HPF, die 25%
Perzentile bei 37/ HPF, die 75% Perzentile bei 114/ HPF (Abbildung 7).
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Abbildung 7 : Verteilung der T- Zellen nach den CD4- Zellen im Durchschnitt als

Box- Plot Analyse (mit Spannweite, Median, oberes und unteres Quartil).
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Abbildung 8 : Verteilung der T- Zellen (CD3, CD4, CD8 und FoxP3) als Box- Plot

Analyse (mit Spannweite, Median, oberes und unteres Quartil).
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3.3 Korrelation der Anzahl der T- Zellen mit dem Gesamtiberleben

3.3.1 CD3

In der Untersuchung der Anzahl an CD3- Zellen im Tumor in Bezug auf das
Gesamtuberleben wurde ein Cut- off- Wert von 55 CD3- positiven Zellen/ HPF
genommen. Die Univarianz- Kaplan- Meier- Analyse zeigte mit einem p-Wert von
0.00215 einen signifikanten Unterschied im Gesamtiberleben zwischen den beiden
Vergleichsgruppen. In der Gruppe >55 CD3- positive Zellen/ HPF hatten die
Patienten ein medianes Gesamtiiberleben von 28.0 Monaten. Die Gruppe mit <55
CD3- positive Zellen/ HPF hat ein langeres Gesamtuberleben von 42.3 Monaten
(p=0.0215, Hazard Ratio= 1.731, Abbildung 9, Tabelle 2).
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Abbildung 9: Kaplan- Meier- Analyse des Gesamtiberlebens in Monaten bei
unterschiedlicher Anzahl an CD3- positiven Zellen /HPF.
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Bei der Hotspot- Analyse der CD3- Untersuchung in Bezug auf das
Gesamtiberleben wurde ein Cut- off- Wert von 100 CD3- positive Zellen/ HPF
genommen. Die Univarianz- Kaplan- Meier Analyse zeigte mit einem p-Wert von
0.8376 keinen signifikanten Unterschied im Gesamtiiberleben zwischen den beiden
Vergleichsgruppen (Abbildung 10, Tabelle 2). In der Gruppe >100 CD3 positive
Zellen/ HPF hatten die Patienten ein medianes Gesamtuberleben von 31.0 Monaten.
Die Gruppe mit <100 CD3- positive Zellen/ HPF hat ein medianes Gesamtiuberleben
von 33.0 Monaten (p= 0.8376, Hazard Ratio= 0.9511).

CD3 Hotspots
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Abbildung 10: Kaplan- Meier- Analyse des Gesamtiberlebens in Monaten bei
unterschiedlicher Anzahl an CD3- positiven Zellen /HPF in Hotspots.

19



3.3.2CD8

Bei der Analyse der Anzahl an CD8- Zellen im Tumor in Bezug auf das
Gesamtiuberleben wurde ein Cut- off- Wert von mehr und weniger als 20 CD3-
positive Zellen/ HPF genommen. In der Univarianz- Kaplan- Meier- Analyse konnte
mit einem p- Wert von 0.0335 ein signifikanter Unterschied im Gesamtuberleben
zwischen den beiden Gruppen gezeigt werden. In der Gruppe >20 CD8- positive
Zellen/ HPF hatten die Patienten ein medianes Gesamtuberleben von 42.0 Monaten.
Die Gruppe mit <20 CD8- positive Zellen/ HPF hat ein Gesamtuberleben von 28.8
Monaten (p=0.0335, Hazard Ratio= 0.5622, Abbildung 11, Tabelle 2).
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Abbildung 11 : Kaplan- Meier- Analyse des Gesamtiiberlebens in Monaten bei

unterschiedlicher Anzahl an CD8- positiven Zellen /HPF .
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Fur die Hotspot- Analyse der CD8- Untersuchung in Bezug auf das
Gesamtiuberleben wurde ein Cut- off- Wert von 30 CD8- positive Zellen/ HPF
genommen. In der Univarianz- Kaplan- Meier- Analyse konnte mit einem p- Wert von
0.0348 ein signifikanter Unterschied im Gesamtiberleben zwischen den beiden
Vergleichsgruppen gezeigt werden (Abbildung 12, Tabelle 2). In der Gruppe >30
CD8- positive Zellen/ HPF war das mediane Gesamttberleben bei 42.3 Monaten. Die
Gruppe mit <30 CD8- positiven Zellen/ HPF hatte ein medianes Gesamtuberleben
von 27.0 Monaten (p=0.0348, Hazard Ratio 0.5861).
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Abbildung 12 : Kaplan- Meier- Analyse des Gesamtiiberlebens in Monaten bei
unterschiedlicher Anzahl an CD8- positiven Zellen /HPF in Hotspots.
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3.3.3 FoxP3

Fir die Korrelation der FoxP3- positiven Zellen im Tumor in Bezug auf das
Gesamtiuberleben wurde ein Cut- off- Wert von 25 FoxP3- positive Zellen/ HPF
genommen. Die Kaplan- Meier- Analyse zeigte mit einem p- Wert von 0.0177 einen
signifikanten  Unterschied im  Gesamtuberleben zwischen den beiden
Patientengruppen. In der Gruppe >25 FoxP3- positive Zellen/ HPF hatten die
Patienten ein medianes Gesamtiberleben von 38.2 Monaten. Die Gruppe mit <25
FoxP3- positive Zellen/ HPF hat ein deutlich kiirzeres Uberleben von 28.0 Monaten
(p=0.0177, Hazard Ratio= 0.5446, Abbildung 13, Tabelle 2).
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Abbildung 13 : Kaplan- Meier- Analyse des Gesamtiiberlebens in Monaten bei

unterschiedlicher Anzahl an FoxP3- positiven Zellen /HPF.
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Die Hotspot- Analyse der FoxP3- Untersuchung in Korrelation auf das
Gesamtiuberleben wurde mit einem Cut- off- Wert von 45 FoxP3- positive Zellen/
HPF vorgenommen. Die Kaplan- Meier- Analyse zeigte mit einem p- Wert von 0.0913
zwar keinen signifikanten Unterschied im Gesamtiberleben zwischen den beiden
Gruppen, jedoch konnte ein Trend fur die Gruppe mit mehr FoxP3- positiven Zellen
gezeigt werden (Abbildung 14, Tabelle 2). Die Patienten mit >45 FoxP3- positiven
Zellen/ HPF hatten ein medianes Gesamtiuberleben von 36.0 Monaten. Die Gruppe
mit <45 FOXp3- positiven Zellen/ HPF hatten ein medianes Gesamtuberleben von
28.8 Monaten (p= 0.0913, Hazard Ratio=0.6433).
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Abbildung 14: Kaplan- Meier- Analyse des Gesamtiberlebens in Monaten bei

unterschiedlicher Anzahl an FoxP3- positiven Zellen /HPF in Hotspots.
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3.3.4 CD4

Fir die Untersuchung der CD4 ermittelten Werte in Bezug auf das Gesamtuberleben
wurde ein Cut- off- Wert von 50 positive Zellen/ HPF genommen. Die Kaplan- Meier-
Analyse zeigte mit einem p- Wert von 0.2357 einen nicht signifikanten Unterschied
im Gesamtuberleben zwischen den beiden Vergleichsgruppen. In der Gruppe >50
CD4- positive Zellen/ HPF hatten die Patienten ein medianes Gesamtuberleben von
28.8 Monaten. Die Gruppe mit <50 CD4- positive Zellen/ HPF hatte ein
Gesamtluberleben von 29 Monaten (p= 0.2357, Hazard Ratio= 1.393, Abbildung 15,
Tabelle 2).
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Abbildung 15: Kaplan- Meier- Analyse des Gesamtiberlebens in Monaten bei

unterschiedlicher Anzahl an CD4- positiven Zellen /HPF.
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Bei der Hotspot- Analyse der CD4- Untersuchung in Bezug auf das
Gesamtiuberleben wurde ein Cut- off- Wert von 75 CD4- positive Zellen/ HPF
genommen. Die Kaplan- Meier- Analyse zeigte mit einem p- Wert von 0.3448 keinen
signifikanten  Unterschied im  Gesamtuberleben zwischen den beiden
Vergleichsgruppen (Abbildung 16, Tabelle 2). In der Gruppe >75 CD4- positive
Zellen/ HPF hatten die Patienten ein medianes Gesamtuberleben von 23.0 Monaten.
Die Gruppe mit <75 CD4- positive Zellen/ HPF hat ein medianes Gesamtiuberleben
von 31.0 Monaten (p= 0.3448, Hazard Ratio= 0.7582).
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Abbildung 16: Kaplan- Meier- Analyse des Gesamtiuberlebens in Monaten bei
unterschiedlicher Anzahl an CD4- positiven Zellen /HPF in Hotspots.
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Tabelle 2: Univarianz- Cox- Regressionsanalyse der medianen Uberlebenszeit und

der Verteilung der Anzahl der T- Zellen je nach Farbung

Uberlebenszeit

Antigen n (%) Median p-Wert Hazard Ratio
(Monate)

CD3

< 55 /HPF 45 42.3 0.0215 1.731

> 55 /HPF 42 28.0

n.a. 7

CD3 Hotspots

< 100 /HPF 43 33.0 0.8376 0.9511

> 100 /HPF 45 31.0

n.a. 7

CDS8

< 20 /HPF 52 28.8 0.0335 0.5622

> 20 /HPF 26 42.0

n.a. 16

CD8 Hotspots

< 30 /HPF 42 27.0 0.0348 0.5861

> 30 /HPF 37 42.3

n.a. 16

FoxP3

< 25 /HPF 43 28.0 0.0177 0.5446

> 25 /HPF 30 38.2

n.a. 21

FoxP3 Hotspots

< 45 /HPF 37 28.8 0.0913 0.6433

> 45 [HPF 36 36.0

n.a. 21

CD4 (CD3-CD8)

<50 /HPF 32 29.0 0.2357 1.393

> 50 /HPF 28 28.8

n.a. 34

CD4 (CD3-CD8) Hotspots

<75 /HPF 30 31.0 0.3448 0.7582

> 75 /HPF 28 23.0

n.a. 36

n.a.: nicht auswertbar
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4 DISKUSSION

Das Mantelzell- Lymphom (MCL) ist ein malignes Non- Hodgkin- Lymphom der B-
Zellreihe und wurde erstmals Mitte der 60er Jahre von Prof. Lennert beschrieben (1).
Charakteristisch fir das MCL ist eine Translokation t(11; 14), welche zu einer
Umlagerung des Onkogens bcl-1 von Chromosom 11 in den Schwerketten-
Immunglobulinlokus auf Chromosom 14 fihrt (7). Diese Translokation bewirkt eine
Uberexpression von bcl-1, einem Zellzyklusprotein, welches den Ubergang der Zelle
von der G1- in die S- Phase reguliert. Infolgedessen wird der Eintritt der Zelle in die
S- Phase gefordert und es kommt zur unkontrollierten Proliferation der jeweiligen
Zelle. Der schlechte klinische Verlauf dieser Erkrankung ist gekennzeichnet durch ein
medianes Uberleben von 3-4 Jahren, durch hohe Rezidivraten und durch ein
geringes Gesamtiberleben (5). Seit 2008 existiert mit dem MIPI ein Prognoseindex,
der spezifisch fur das MCL ist und folgende Prognosefaktoren beinhaltet:
Lebensalter, Performance Status, Laktatdehydrogenasewert und die Leukozytenzahl
(15).

Beim MCL kommen neben der klassischen aggressiven Form auch Verlaufe vor, bei
denen Patienten eine relativ gute Prognose mit Uberlebenszeiten von mehr als 10
Jahren haben (10). Es wurde in verschiedenen Arbeiten versucht Prognosefaktoren
zu identifizieren, die eine Differenzierung zwischen diesen beiden Verlaufsformen
erlauben. Diesbezlglich wurden neben dem Mitose- Index und dem Ki-67- Index die
proliferationsassoziierten Proteine hervorgehoben, die einen Einfluss auf den Verlauf
der Erkrankung haben (27). Hierzu zahlen Topoisomerase- II- alpha, MCM6 und
Repp86 (11, 12,13). Neben diesen proliferationsassoziierten Proteinen, die auch bei
anderen Tumorerkrankungen eine prognostische Bedeutung haben, konnte in
weiteren Untersuchungen gezeigt werden, dass auch tumorinfiltrierende
Immunzellen einen Einfluss auf den Verlauf und auf die Prognose der malignen
Erkrankungen haben. Aus dem Bereich der soliden Tumoren wurden beispielsweise
beim Ovarialkarzinom, beim malignen Melanom und beim hepatozellularen Karzinom
gezeigt, dass Patienten mit einer hohen Anzahl von tumorinfiltrierenden
Immunzellen, speziell von T- Lymphozyten, ein besseres Gesamtuberleben, weniger
Metastasen und insgesamt eine bessere Prognose haben (16, 17, 28). Zusatzlich zu
den soliden Tumoren wurden auch bei hamatologischen Erkrankungen, speziell den

malignen Lymphomen derartige Arbeiten durchgefihrt. So konnte beim follikularen
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Lymphom, beim diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphom und beim Morbus Hodgkin
gezeigt werden, dass tumorinfiltrierende Immunzellen den Verlauf und die Prognose
wesentlich beeinflussen (29, 30, 31). Patienten mit einer hohen Anzahl an
tumorinfiltrierenden T- Zellen haben eine bessere Prognose als Patienten mit
wenigen reaktiven T- Zellen im Tumor. Einen weiteren Beleg fur den Einfluss von
Immunzellen auf Tumorzellen stellt die allogene Blutstammzelltransplantation bei
Lymphom- Patienten dar. Neben der Tatsache, dass die neuen Immunzellen den
Empféanger als fremd erkennen (Transplantat gegen Wirt Reaktion), bekampfen diese
Zellen auch noch vorhandene maligne Lymphom oder Leukémiezellen und tdten
diese ab. Dieser Effekt wird auch als Transplantat gegen Lymphom Reaktion
bezeichnet. Ritgen und Mitarbeiter haben diesbeziglich gezeigt, dass mit
zunehmender  Transplantat gegen  Wirt Reaktion bei  abnehmender
Immunsuppression die Tumorlast nach allogener Transplantation bei Patienten mit
B- CLL deutlich verringert wird (32).

In Anbetracht dieser Ergebnisse ist das Ziel dieser Arbeit den Einfluss von
spezifischen tumorinfiltrierenden Immunzellen auf das MCL zu analysieren und zu
bewerten. Hierbei handelt es sich um CD3-, CD8- sowie FoxP3- positive T- Zellen.
Blutleukozyten (ca. 4000- 10000/ ul Blut) werden unterteilt in Granulozyten (ca. 60%
der Leukozyten), Monozyten (ca. 6% der Leukozyten) und Lymphozyten (ca. 30%
der Leukozyten). Alle dienen der Abwehr von pathogenen Mikroorganismen,
abgestorbenen korpereigenen Zellen, artfremden Proteinen sowie Virus- infizierten
und auch entarteten Zellen. Die Lymphozyten wiederum werden unterteilt in B- und
T- Lymphozyten, wobei ca. 80% der Lymphozyten B- und ca. 20 % T- Lymphozyten
sind. Bei den T- Lymphozyten unterscheidet man zwischen CD4- positiven T- Helfer
und CD8- positiven zytotoxischen T- Zellen (CTL). Das Verhéltnis von CD4- zu CD8-
positiven T- Zellen betragt ca. 4: 1 zu Gunsten der CD4- positiven T- Zellen.

Die Lymphozyten reifen in den primaren lymphatischen Organen, dem Knochenmark
und dem Thymus, wobei sich die B- Lymphozyten im Knochenmark und die T-
Lymphozyten im Thymus differenzieren. Nachdem im Knochenmark Vorstufen der
spateren T-Lymphozyten, die sogenannten Prd- Thymozyten, entstehen, wandern
diese zum Thymus und reifen zu Thymozyten heran (33).

Die entscheidenden Schritte der T- Zellentwicklung sind die Expression eines
Antigenrezeptors (T- Zell- Rezeptor= TCR) sowie die Expression bestimmter
Korezeptoren (CD4 und CD8) (34). Die Ontogenese im Thymus kann in 4 Schritte
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eingeteilt werden: Stadium der doppelten Negativitat, Stadium der doppelten
Positivitdt, Stadium der einfachen Positivitat und Reifung zur naiven T- Zelle (35,
36, 37).

Waéhrend der unterschiedlichen Schritte entsteht ein Vorlaufer des TCR, ein Pra-
TCR, bei dem die R- Kette des TCR mit einer a- Ersatzkette verpaart und zudem mit
CD3- Molekulen erganzt wird (38). Es erfolgen Selektionsprozesse von TCR-
tragenden T- Zellen, wobei zwischen positiver und negativer Selektion unterschieden
wird. Bei der negativen Selektion erfahren alle T- Zellen mit einem TCR, der nicht mit
MHC- Molekilen interagieren kann, den programmierten Zelltod (39). Die positive
Selektion hingegen fuhrt zu einer Hochregulation der TCR von T- Zellen, welche
MHC- Moleklle erkennen und mit ihnen interagieren kénnen. Abhangig davon, ob
der TCR besser mit MHC- Molekilen der Klasse | oder Klasse Il interagiert, entsteht
entweder eine einfach positive T- Zelle mit CD-8- oder eine mit CD- 4- Molekdl (40).

Die CD- Molekile (= Cluster of differentiation) sind membrangebundene
Glykoproteine, die verschiedene Funktionen, wie beispielsweise Rezeptor- oder
Signalfunktion, haben. Weiterhin nehmen die CD- Molekile, wie bereits erwahnt,
eine wichtige Rolle bei der interzellularen Kommunikation beispielsweise mit MHC-
Molekulen bei der Erkennung von kérpereigenen- und korperfremden Proteinen ein.
(41). Das CD3- Molekul ist in der Reifung der T- Lymphozyten als Pan- T- Zell-
Antigen anzusehen und ist auf allen T- Zellen exprimiert (42). Aufgrund dessen kann
der immunhistochemische Nachweis der CD3- Molekile Aufschluss uber die
Bedeutung von tumorinfiltrierenden Zellen in soliden Tumoren und bdsartigen
Erkrankungen des hamatologischen Systems geben.

Diesbeziiglich konnte beim Ostrogenrezeptor- negativem Mammakarzinom in der
Gruppe um West und Mitarbeiter gezeigt werden, dass eine adjuvante Anthrazyklin-
basierte Therapie nur bei Patienten mit einer hohen Dichte an tumorinfiltrierenden
intraepithelialen CD3- positiven T- Zellen ein verlangertes tumorfreies Uberleben
bewirkte (43). Weiterhin gelang es Zhang und Mitarbeitern in einer Untersuchung
den Einfluss von tumorinfiltrierenden T- Zellen auf die Prognose des
Ovarialkarzinoms nachzuweisen. Man sah, dass ein Vorhandensein von
Tumorinfiltrierenden T-Zellen mit einem verbesserten klinischen Verlauf assoziiert ist.
Hierbei konnten bei 54.8 % der Patienten mit einem Ovarialkarzinom intratumorale

CD-3- positive T- Zellen nachgewiesen werden. Die 5- Jahres- Uberlebensrate
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betrug 38 % bei Patienten mit tumorinfiltrierenden T- Zellen, im Gegensatz zu 4.5 %

bei Patienten ohne Selbige (16).

In der vorliegenden Arbeit wurden 94 Falle von CD3- positiven T- Zellen untersucht.
Hierbei sah man, dass Patienten mit weniger als 55 CD3- positiven T- Zellen/ HPF
ein signifikant verlangertes Gesamtiiberleben von etwa 14 Monaten aufwiesen, als
Patienten mit mehr als 55 CD3- positive T-Zellen/ HPF (p= 0.0215). Die Hotspot-
Analyse zeigte keine signifikanten Ergebnisse, wobei bei einem Cut- off- Wert von
100 CD3- positiven Zellen/ HPF Patienten mit weniger als 100 CD3- positiven Zellen/
HPF ein verlangertes Gesamtiiberleben von ca. 2 Monaten hatten, im Gegensatz zu
Patienten die mehr als 100 CD3- positive Zellen/ HPF hatten (p= 0.8376).

Insgesamt sind die von uns ermittelten Ergebnisse gegensatzlich zu den bisherigen
Ergebnissen und der allgemeinen Annahme, dass Patienten mit einer hohen Anzahl
von tumorinfiltrierenden T- Zellen eine bessere Prognose haben. Ein
Erklarungsansatz fir die diskrepanten Ergebnisse besteht mdoglicherweise in der
Tatsache, dass nicht alle T- Zellen eine giinstige Prognose auf hAmato- onkologische
Erkrankungen haben, jedoch wie bereits erwahnt die CD-3- Molekile auf allen T-
Zellen exprimiert sind. Somit werden bei einer immunhistochemischen Farbung der
CD3- Molekile auch die T- Zellen dargestellt, die moglicherweise eine unginstige
Prognose fur Patienten mit einer hamato- onkologischen Erkrankung haben. In einer
weiteren Dissertation Uber das MCL von F. Sirin (personliche Miteilung PD Dr.
Schrader) konnte beispielsweise gezeigt werden, dass eine erhdhte Anzahl an
Makrophagen eine unglinstige Prognose bei Patienten mit MCL bewirkt. Die
Makrophagen wiederum werden hauptsachlich von CD4- positiven T- Zellen, den T-
Helfer- Zellen aktiviert, welche, wie eingangs beschrieben, in einem Verhéaltnis von
ca. 41 zu den CD8- positiven T- Zellen stehen und somit deutlich haufiger
vorkommen. Somit l&sst sich erklaren, dass eine hohe Anzahl an CD3- positiven
Zellen beim MCL eine ungunstige Prognose hat, wobei eine Darstellung der CD4-
positiven T- Zellen zum Beleg dieser Hypothese notwendig ist und in folgenden
Arbeiten untersucht werden sollte.

Die Cytotoxischen T- Zellen (CTL) gehoren zu den Vertretern der spezifischen
zellularen Immunantwort und spielen eine wichtige Rolle in der Abwehr von
Krankheitserregern. Sie werden im Thymus gebildet und gepragt und gelangen

anschlieBend in die Peripherie, wo sie im Blut, in den Lymphknoten und in den
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Organen mit korpereigenen Zellen interagieren und diejenigen abtbéten, welche von
Krankheitserregern befallen und dementsprechend modifiziert sind (44). Die
Unterscheidung erfolgt mithilfe des T- Zell- Rezeptors und des MHC- I- Proteins,
wobei sich die MHC- |- Proteine an der Oberflache der korpereigenen Zellen
befinden und Peptide (Antigene) aus dem Inneren der jeweiligen Zelle an sie
gebunden sind. Die T- Zell- Rezeptoren befinden sich auf den CTL und binden nur
ein spezifisches Antigen, womit folglich alle T- Zell- Rezeptoren einer CTL fir ein
Antigen spezifisch sind und alle anderen Antigene nicht erkennen kdnnen (45).

Um nicht falschlicherweise korpereigene Zellen zu attackieren erfahren die CTL im
Thymus einen Reifungsprozess, bei dem nur diejenigen CTL Uberleben, die nicht auf
korpereigene MHC- gebundene Peptide reagieren. Alle anderen CTL, was etwa 95%
der unreifen CTL entspricht, werden in den programmierten Zelltod (Apoptose)
geschickt, sodass gewabhrleistet ist, dass keine CTL den Selektionsprozess
Uberleben, die den eigenen Organismus attackieren wirden. Dieser Mechanismus
wird als zentrale Toleranz bezeichnet (40). Wenn die CTL durch ein fur sie
spezifisches Fremd- Antigen, beispielsweise im Rahmen eines Virusbefalls, aktiviert
werden, schitten sie Perforine und Granzyme aus, welche die Fremd- Antigen-
prasentierende Zelle in den programmierten Zelltod treibt. Zusatzlich wird von den
aktivierten CTL das Interferon-y sezerniert, welches bei benachbarten Zellen die
Produktion von MHC- |- Proteinen erhdoht und es somit zu einer starkeren
Prasentation intrazellular abgebauter Peptide kommt. Dadurch wird die
Immunantwort im infizierten Bereich verstarkt, da mehr Antigene prasentiert und
somit befallene Zellen schneller erkannt und abgetotet werden kénnen (46). Die CTL
spielen eine besondere Rolle bei der allogenen Stammzelltransplantation. Eine der
Komplikationen der allogenen Stammzelltransplantation ist die Transplantat- gegen-
Wirt- Reaktion (GvHD), bei der es zu einer Abwehrreaktion der uUbertragenen
Spenderzellen gegen den Organismus des Empfangers kommt. Jedoch ist eine im
geringen Ausmall ausgepragte GvHD erwinscht, da die noch vorhandenen
Tumorzellen durch die Ubertragenen Spenderzellen zerstort werden. Diesen Effekt
bezeichnet man als Transplantat- gegen- Leukamie- Reaktion (GvL). Die CTL sind
hauptverantwortlich fur die GvHD bzw. GvL, sodass gezeigt werden konnte, dass
Patienten mit mehr CTL nach einer allogenen Transplantation eine bessere
Prognose hatten als Patienten mit einer geringeren Anzahl. In verschiedenen
Arbeiten wurde untersucht, inwiefern die Anzahl der CTL bei soliden Tumoren und
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bei hamato- onkologischen Erkrankungen eine Bedeutung fur das Gesamtiberleben
der Patienten hat.

In der Arbeitsgruppe um Kawai und Mitarbeiter konnte beim Nichtkleinzelligem
Bronchialkarzinom gezeigt werden, dass Patienten mit einer hohen Anzahl an CD8-
positiven T- Zellen im Vergleich zu Patienten mit einer geringen Anzahl an
Makrophagen und CD8- positiven T- Zellen ein signifikant (p= 0,070) besseres
Gesamtluberleben hatten (47). Beim primaren diffusen grof3zelligen B- Zell-
Lymphom hingegen, geht aus einer Untersuchung von Murris und Mitarbeiter hervor,
dass das Vorhandensein von > 15% an aktivierten CTL einen schlechteren klinischen
Verlauf, mit einem geringeren progressionsfreien- sowie einer schlechteren
Gesamtluberlebenszeit nach sich zieht (21). Auch die Arbeitsgruppe um Hasselblom
konnte in einer retrospektiven Studie von 195 Patienten mit primarem diffusem
grof3zelligem B- Zell- Lymphom zeigen, dass eine niedrige Anzahl an CTL
gleichbedeutend ist mit einer besseren Prognose in Bezug auf Gesamtiberleben und
progressionsfreiem Uberleben (20).

In der vorliegenden Arbeit wurden 94 Félle mit einem Mantelzell- Lymphom bezuglich
des Vorhandenseins von CD8- positiven Zellen und deren Auswirkung auf das
Gesamtluberleben untersucht. Sowohl in der Standardauswertung als auch in der
Hotspot- Analyse konnte ein signifikanter Unterschied in Bezug auf das
Gesamtluberleben festgestellt werden. Dabei leben Patienten mit mehr als 20 CD8-
positiven Zellen pro High- Powerfield (HPF) im Mittel 13 Monate langer als Patienten,
die weniger als 20 CD8- positive Zellen pro HPF haben(p= 0.0335). In der Hotspot-
Analyse betrug der Cut- off- Wert 30 CD8- positive Zellen/ HPF, wobei auch hier
Patienten mit mehr als 30 CD8- positive Zellen/ HPF ein signifikant langeres
Gesamtluberleben aufweisen, als Patienten mit weniger als 30 CD8- positive Zellen/
HPF (p= 0.0348).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in den bisherigen Arbeiten gezeigt wurde,
dass bei soliden Tumoren eine hohe Anzahl an CD8- positiven Zellen mit einer
besseren Prognose, wohingegen bei hAmato- onkologischen Erkrankungen, wie zum
Beispiel dem follikularen Lymphom, eine hohe Anzahl von CD8 Zellen im Tumor mit
einer schlechten Prognose einhergeht. Beim MCL jedoch ist eine hohe Anzahl an

CDB8- positiven Zellen mit einer guten Prognose assoziiert.
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B- und T- Zellen die selbstreaktiv sind, werden im Rahmen der Reifung in den
primaren lymphatischen Organen (Knochenmark, Thymus) durch Mechanismen der
zentralen Toleranz ausselektiert. Es gibt aber auch Mechanismen, die in der
Peripherie potentiell autoreaktive T- Zellen unterdriicken und uUberschiel3ende
Reaktionen des Immunsystems wahrend eines Infektes regulieren. Diese
Mechanismen werden als periphere Toleranz bezeichnet (48).

Die zentrale Toleranz richtet sich gegen T- Zellen, die wéahrend ihrer Reifung im
Thymus mit hoher Affinitat an Selbstpeptide binden, welche ihnen von dendritischen
Zellen prasentiert werden. Diese Zellen erhalten ein Signal, welches sie in die
Apoptose bringt und sie somit deletiert werden (Negativselektion). Einige von diesen
T- Zellen, die mit hoher Affinitat Selbstpeptide binden, werden nicht deletiert, sondern
differenzieren zu regulatorischen T- Zellen aus, welche eine wichtige Funktion in der
peripheren Toleranz spielen. Die periphere Toleranz beinhaltet Mechanismen,
welche autoreaktive T- Zellen in der Peripherie inaktivieren. Zu diesen Mechanismen
zahlen unter anderem die Anergie und die Suppression (49).

An der Immunsuppression als solche sind regulatorische T- Zellen (Treg) beteiligt,
welche als charakteristischen Marker CD25 (IL2R- alpha- Kette) tragen und den
Transkriptionsfaktor Foxp3 (forkhead box P3) exprimieren. Cytokine wie vor allem
TGF- 3 (transforming growth factor- 3) und Interleukin 10 (IL10), sowie direkte Zell-
Zell Kontakte sind Mechanismen, mit denen die Treg die Suppression bewirken.
Diesbeziglich inhibiert TGF- 3 die Proliferation von T- und B- Zellen und IL10 die
Aktivierung von Makrophagen sowie die Differenzierung von CD4+ T- Zellen zu T-
Helfer- 1 Zellen. In diesem Zusammenhang koénnen die Treg auch Tumorzellen
hemmen, welche ihre Tumorantigene - die in der Regel Selbstpeptide darstellen-
Uber MHC- | prasentieren.

Es sind zwei Klassen von Treg beschrieben: natirliche und induzierte Treg. Die
natirlichen Treg entstehen als eigene Reihe im Rahmen der T- Zell Differenzierung
im Thymus, wohingegen induzierte Treg wahrend der T- Zell Aktivierung in der
Peripherie gebildet werden (50).

Aus dem Formenkreis der soliden Tumoren konnte beim Hepatozellularen Karzinom
(HCC) gezeigt werden, dass eine hohe Konzentration an tumorinfiltrierenden Treg
mit einem hoheren Malignitatsgrad des Tumors sowie mit einer schlechteren
Differenzierung einhergeht und somit eine schlechte Prognose daraus resultiert. (51).

Weiterhin konnte selbige Erkenntnis, namlich, dass eine hohe Treg- Dichte einer
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negativen Prognose gleichbedeutend ist, beim Osophaguskarzinom (52), beim
Pankreaskarzinom (53), beim Magenkarzinom (54) und beim Kolorektalen Karzinom
(55) festgestellt werden.

Bei den hamatologischen Tumorerkrankungen, wie beispielsweise dem peripheren
T- Zell- Lymphom, konnte hingegen gezeigt werden, dass eine erhdhte Anzahl an
Treg mit einem besseren Gesamtiiberleben verbunden ist (56). Auch beim priméaren
kutanen T- Zell- Lymphom konnte bewiesen werden, dass eine hohe Anzahl an Treg
die Prognose verbessert (57). Beim klassischen Morbus Hodgkin zeigte sich ein
signifikant schlechteres Gesamtiuberleben (p< 0,01) sobald weniger als 25 % Treg
vorhanden waren (58). Ahnliches konnte beim follikularen Lymphom beschrieben
werden. In der Arbeit von Farinha und Mitarbeiter sah man, dass Patienten mit einer
hoheren Dichte an Tregs im Lymphom eine bessere progressionsfreie
Uberlebenszeit (p= 0.01) sowie ein langeres Gesamtiiberleben (p< 0.01) hatten (30).
Beim diffusen grof3zelligen B- Zell- Lymphom wurde ebenfalls beobachtet, dass ein
hoherer Anteil an Tregs mit einem signifikant verlangerten Gesamtuberleben
assoziiert ist (59).

In unserer Arbeit wurden 94 Félle mit FoxP3- positiven Tregs untersucht. Es zeigte
sich ein signifikant verlangertes Gesamtiberleben von etwa 10 Monaten bei
Patienten mit mehr als 25 FoxP3- positiven Tregs/ HPF im Gegensatz zu denjenigen,
die weniger als 25/ HPF aufwiesen (p= 0.0177). In der Hotspot- Analyse konnten
keine signifikanten Ergebnisse ermittelt werden. Bei einem Cut- off- Wert von 45
FoxP3- positiven Tregs/ HPF zeigte sich bei Patienten mit mehr als 45 FoxP3-
positiven Tregs/ HPF ein verlangertes Gesamtiberleben von etwa 7 Monaten
(p=0.0913). Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass FoxP3- positive Tregs,
ahnlich wie bei den Ubrigen hamato- onkologischen Erkrankungen, auch beim MCL

einen positiven Einfluss auf die Prognose haben.
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S ZUSAMMENFASSUNG

Das Mantelzell- Lymphom ist ein malignes Non- Hodgkin- Lymphom der B- Zellreihe
mit einem medianen Uberleben von 3 - 4 Jahren. Neben einer klinisch aggressiven
Form gibt es auch Patienten mit Uberlebensraten tiber 10 Jahre. Es gibt nur wenige
anerkannte Prognosefaktoren, die eine Differenzierung zwischen der aggressiven
und der langsam fortschreitenden Form ermdoglichen. Hierzu z&hlen beispielsweise
der Mitose- Index, der Ki- 67- Index sowie die proliferationsassoziierten Proteine. Es
wurde gezeigt, dass tumorinfiltrierende Immunzellen eine besondere Rolle fir den
klinischen Verlauf bei diversen Krebserkrankungen spielen, so auch bei Lymphomen.
Jedoch existieren nur wenige Studien die speziell die Bedeutung von Tumor
infiltrierenden CD3-, CD8- sowie FoxP3- positiven T- Zellen far das

Gesamtluberleben beim Mantelzell- Lymphom analysieren.

In der vorliegenden Arbeit wurden Lymphknotenbiopsate von 94 Patienten (72
Méanner, 22 Frauen) mit einem Mantelzell- Lymphom vor Therapiebeginn untersucht.
Es wurde die Anzahl von tumorinfiltrierenden CD3-, CD8- sowie FoxP3- positiven T-
Zellen immunhistochemisch bestimmt. Hierzu wurden in jedem Praparat die mit
monoklonalen Antikérpern dargestellten Zellen in zehn High- Powerfields (HPF)
gezahlt sowie ein Mittelwert erstellt. Die Ergebnisse wurden anschlie3end unter

Einbeziehung der klinischen Daten ausgewertet.

Wir konnten zeigen, dass Patienten mit MCL und vielen (Uber 20 Zellen/HPF) CD8-
positiven T- Zellen im Tumor ein statistisch signifikant langeres Uberleben mit 42
Monaten haben als Patienten mit einer niedrigeren Anzahl an CD8- positiven T-
Zellen (p= 0.0335). Bei der Untersuchung der tumorinfiltrierenden FoxP3- positiven
T-Zellen zeigte sich ebenfalls ein statistisch signifikant langeres Uberleben mit 38.2
Monaten bei Patienten mit einer hohen Anzahl (iber 25 /HPF), im Gegensatz zu
solchen mit einer niedrigen Anzahl (unter 25/HPF) an positiv markierten Zellen
(p=0.177). Auch die Hotspot- Analysen fiir CD8- und FoxP3- positive Zellen deckten
sich mit den Analysen der Durchschnittswerte. Allerdings sah man bei den CD3-
positiven Zellen ein gegensinniges Ergebnis. Denn die Auswertung ergab, dass
Patienten mit einer hohen Anzahl (Uber 55/HPF) an CD3- positiven T- Zellen ein

schlechteres Gesamtiberleben, als diejenigen mit einer niedrigen Anzahl (unter
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55/HPF) hatten (p=0.0215). Da CD3 jedoch auf allen reifen T- Zellen exprimiert wird
und somit auch auf CD8- und FoxP3- positiven T- Zellen, scheint diese Beobachtung
zunachst widersprichlich zu den zuvor dargestellten Ergebnissen zu sein. Jedoch
fehlt zur genauen Interpretation des Ergebnisses eine zusétzliche Untersuchung der
Lymphknotenpraparate auf CD4- positive T- Zellen, da diese einen Grol3teil der T-
Lymphozyten darstellen. Diese wurden aus der Differenz der CD3- und CD8- Zellen
pro Schnitt ermittelt. Hierbei fanden sich in Korrelation zu den Uberlebensdaten keine
signifikanten Unterschiede.

Zusammenfassend konnte folglich gezeigt werden, dass tumorinfiltrierende T- Zellen
(CD8 und FoxP3) einen wichtigen Prognosefaktor beim MCL darstellen. Patienten
mit einer hohen Anzahl an CD8- bzw. FoxP3- positiven T- Zellen haben ein
signifikant besseres Gesamtiiberleben als diejenigen mit einer niedrigeren Anzahl.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine hohe Anzahl an CD3- positiven T- Zellen

ein signifikant schlechteres Gesamtuberleben bei Patienten mit MCL bedeutet.
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