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1. Einleitung

1.1 Follikulare Lymphome

In der WHO-KIlassifikation der Tumore des hamatopoetischen Systems wird das
follikulare Lymphom (FL) der Gruppe der reifzelligen B-Zell-Neoplasien zugeordnet
und stellt in den westlichen Landern die zweithaufigste Untergruppe der B-Zell-
Lymphome dar (Swerdlow SH et al., 2008). Follikulare Lymphome gehodren zu den
indolenten Non-Hodgkin-Lymphomen. Der Krankheitsverlauf ist sehr heterogen.
Typischerweise zeigt sich ein langsamer Krankheitsverlauf mit vielen, in Frequenz
zunehmenden Rezidiven und abnehmender Therapiesensibilitat. Die meisten
Lymphome weisen zum Zeitpunkt der Diagnose bereits ein fortgeschrittenes Stadium
auf (Project, 1997), dabei liegt die mittlere Uberlebensrate bei 10 Jahren (Horning
and Rosenberg, 1984; Johnson et al., 1995). Uber 30 Prozent der follikuléaren
Lymphome transformieren histologisch innerhalb von 15 Jahren in ein diffus
grofl3zelliges B-Zell-Lymphom, welches mit einem aggressiveren Krankheitsverlauf
assoziiert ist (Montoto et al., 2007). Klinisch kann das follikulare Lymphom nach der
Ann-Arbor Klassifikation eingeteilt werden. Entsprechend der Krankheitsausbreitung
wird die Neoplasie in vier Stadien unterteilt. Bei den Stadien 1 und 2 ist die Neoplasie
auf eine Seite des Zwerchfells begrenzt, bei den Stadien 3 und 4 hat sich die
Neoplasie auf beide Seiten des Zwerchfells ausgebreitet und gilt als fortgeschrittene
Erkrankung. Der internationale Prognoseindex fur follikulare Lymphome (FLIPI)
bieten eine klinische Einteilung, um eine Aussage Uber den Krankheitsverlauf des
follikularen Lymphoms zu treffen. Er beinhaltet die Ann-Arbor-Klassifikation, das Alter
des Patienten, die Anzahl der betroffenen Lymphknoten, den Lactat

Dehydrogenase Spiegel (LDH) und die Hamoglobin Konzentration. Mithilfe dieser
klinischen Daten wird der Patient in eines der drei Risikoprofile eingeteilt (Buske et
al., 2006; Solal-Céligny et al., 2004). Follikulare Lymphome sind vorwiegend im
Lymphknoten lokalisiert, befallen aber auch extranodale Standorte. Daten der
deutschen Studiengruppe fur niedrig-graduierte Lymphome konnte zeigen, dass 67%
der follikularen Lymphome das Knochenmark, 36% die Milz und 3% den Waldeyer
Rachenring infiltrieren. Auch extralymphatische Gewebe wie der Gastrointestinaltrakt
(7%), die Leber (7%), die Lunge (5%) und die Haut kdnnen befallen sein (Klapper
and Wacker, 2007). Es gibt eine Reihe von Therapieoptionen wie die
Chemotherapie, die Immunchemotherapie und die myeloablative Therapie mit
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darauffolgender Stammzelltransplantation. Die Einfuhrung der Behandlung mit dem
monoklonalen Anti-CD-20 Antikorper hat zu einer Besserung des klinischen Verlaufs
bezliglich des Gesamtiiberlebens und des progressionsfreien Uberlebens geflhrt
(Hiddemann et al., 2005). Das follikulare Lymphom gehort zu den Tumoren der
Keimzentrum-B-Zellen bestehend aus Centrozyten und Centroblasten. Anhand des
Gehaltes an Centroblasten wird das follikulare Lymphom histologisch in drei Grade
eingeteilt; dazu werden Hamatoxilin-Eosin-gefarbte Praparate pro mikroskopisches
Gesichtsfeld in 400-facher VergroRerung untersucht: Eins bis funf Centroblasten
Grad 1, 6-15 Centroblasten Grad 2 und Grad 3 mit mehr als 15 Centroblasten pro
Gesichtsfeld. Grad 3 wird weiter unterteilt in einen Grad 3A. Neben Centroblasten
sind bei Grad 3A noch Centrozyten anwesend. Bei Grad 3B kommen ausschlief3lich
Centroblasten vor. Im Hinblick auf den Immunphanotyp und die genetischen
Eigenschaften zeigen follikulare Lymphome mit dem Grad 1/2 und Grad 3A auf der
einen Seite und auf der anderen Seite follikulare Lymphome mit dem Grad 3B und
das diffus grof3zellige B-Zell-Lymphom eine enge Assoziation (Horn et al., 2011;
Koch et al., 2016; Ott et al., 2002). Wahrend man ursprunglich davon ausging, dass
hohere Grade eines follikularen Lymphoms mit einem ungunstigen Krankheitsverlauf
assoziiert sind (Swerdlow SH et al., 2008), konnten jungere Arbeiten zeigen, dass
Grad 3A und 3B eines follikularen Lymphoms einen gunstigeren Krankheitsverlauf
aufweisen (Maeshima et al., 2013; Wahlin et al., 2014), insbesondere unter
Immunchemotherapie (Ganti et al., 2006; Wahlin et al., 2012). Die charakteristische
genetische Veranderung des follikularen Lymphoms ist die Translokation
t(14;18)(932,921) (Fukuhara et al., 1979; Yunis et al., 1982). Sie vollzieht sich bereits
bei der Entstehung der B-Zellen im Knochenmark (Kuppers and Dalla-Favera, 2001).
Durch die Translokation t(14;18) (932,921) gelangt das anti-apoptotisch wirkende
BCL2-Gen in die sterische Nahe zu dem in B-Zellen stark exprimierten
Immunglobulinschwerkettengen. Durch die Translokation t(14;18)(q32,921) kommt
es zu einer Uberexpression des BCL2-Gens (Kuppers and Dalla-Favera, 2001). Die
Translokation t(14;18)(932,921) alleine fuhrt nicht obligat zur Entstehung eines
follikularen Lymphoms; die Anzahl an B-Zellen im Blutsystem, welche die
Translokation tragen, nimmt im Alter zu, ohne dass die Patienten zwangslaufig ein
Lymphom entwickeln (Roulland et al., 2005; Schuler et al., 2005). Selbst Patienten,
deren t(14;18)(g32,921)-positive B-Zellen in das Keimzentrum eintreten, bleiben oft
gesund (Roulland et al., 2006). Wahrend in frihen Stadien nur bei 50% der
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follikularen Lymphome die Translokation t(14;18) vorliegt, lasst sich in
fortgeschrittenen Stadien die Translokation bei 85% der follikularen Lymphome
nachweisen. Die Abwesenheit der Translokation in fruhen Stadien lasst alternative
molekulare Mechanismen in der Pathogenese des follikularen Lymphoms vermuten
(Leich et al., 2016). Zu weiteren Mechanismen, die das physiologische Gleichgewicht
zwischen Zellproliferation und Apoptose beeintrachtigen, gehdren eine verminderte
Beseitigung des BCL2-Gens durch BAX, eine fehlerhafte FAS vermittelte Apoptose
oder fehlerhafte anti-apoptotisch wirkende Proteine (Akyurek et al., 2006;
Schwaenen et al., 2009). In der Tumorgenese sind daruber hinaus eine verminderte
Expression des CRSP3 Gens, welches als Metastasensuppressor fungiert und das
MAP3KY7 Gen beteiligt, welches in den Signalweg der NF-kappaB-Aktivierung
involviert ist (Schwaenen et al., 2009). Es wird angenommen, dass follikulare
Lymphome aus Zellen des Keimzentrums entstehen (Swerdlow SH et al., 2008).
Diese Annahme stutzt sich auf die Beobachtung, dass bei reaktiven Keimzentren und
malignen Follikeln Ahnlichkeiten bezlglich des histologischen Wachstumsmusters,
der Zytologie und des Immunphanotyps gibt. Das follikulare Lymphom scheint auch
das Mikroenvironment des physiologischen Keimzentrums zu imitieren. So zeigen
sich im Mikroenvironment des follikularen Lymphom die gleichen nicht-
neoplastischen Zellen wie im reaktiven Keimzentrum (Klapper, 2011). Zu den nicht-
neoplastischen Zellen gehoren follikulare T-Helfer-Zellen (Carreras et al., 2009;
Wahlin et al., 2010) regulatorische T-Zellen (Carreras et al., 2009), zytotoxische T-
Zellen (Wahlin et al., 2007), Mastzellen (Taskinen et al., 2008), follikulare
dendritische Zellen (Jong et al., 2009), Makrophagen (Farinha et al., 2005) und
Blutgefalie (Farinha et al., 2010c). Dieses sogenannte Mikroenvironment ist in seiner
Zusammensetzung heterogen mit der Prognose assoziiert. Diese mittels
Genexpression und Immunhistochemie erhobenen Ergebnisse werden kontrovers
diskutiert. Die Arbeitsgruppe hat in vorausgegangenen Arbeiten darstellen konnen,
dass die Zusammensetzung des Mikroenvironments mit dem Krankheitsstadium zum
Zeitpunkt der Diagnose korreliert. Anhand ihrer Ausbreitung im Korper werden
follikulare Lymphome in Ann-Arbor-Stadien unterteilt. In frihen Stadien, also
lokalisierten follikularen Lymphomen ahnelt das Mikroenvironment einem
physiologischen Keimzentrum d.h. es zeigt sich ein hoher Gehalt an follikularen T-
Helfer-Zellen und ein niedrigerer Gehalt an regulatorischen T-Zellen im Vergleich zu
spaten Stadien (Koch et al., 2012). Bei dem follikularen Lymphom als einer langsam
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wachsenden, klinisch oft lange inapparanten Neoplasie, konnte dies mit der Dauer
der Krankheitsausbreitung und Evolution gleichzusetzen sein. Aus dieser
Beobachtung ist die Hypothese abgeleitet worden, dass das Mikroenvironment des
follikularen Lymphoms, ahnlich wie die Lymphomzellen selbst, einer Evolution Uber
die Zeit unterliegen (Loeffler et al., 2015; Okosun et al., 2014). Zur Darstellung des
Mikroenvironments follikularer Lymphome haben sich folgende Marker als gunstig
erwiesen: Forkhead Box Protein 3 (FoxP3) als Marker fur regulatorische T-Zellen,
Programmed Death-1 (PD-1) um follikulare T-Helfer-Zellen zu detektieren, Cluster of
Differentiation 68 (CD-68) als Marker fur Makrophagen und Cluster of Differentiation

21 (CD-21) um follikulare dendritische Zellen zu erfassen.

1.2 FoxP3

FoxP3 ist auf dem X-Chromosom lokalisiert und codiert fur den Forkhead-winged-
helix-Transkriptionsfaktorregulator (Brunkow et al., 2001). Der Transkriptionsfaktor
FoxP3 stellt einen spezifischen immunhistochemischen Marker fur T-regulatorische
Zellen dar (Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003; Khattri et al., 2003).
Untersuchungen konnten zeigen, dass die Expression von FoxP3 sich in erster Linie
auf die CD25"CD4* T-regulatorischen- Zellen im Thymus und in der Peripherie
beschrankt. Die FoxP3-Expression in CD25*CD4*T-Zellen korreliert mit der
regulatorischen Funktion der Zellen (R.Walker et al., 2003). Eine Transduktion von
FoxP3 fuhrt in naiven T-Zellen zu einer herabgesetzten Ansprechbarkeit auf eine T-
Zell-Rezeptor (TCR)- Stimulation, einer Inhibierung der Zytokinproduktion und einer
Hochregulierung von Zelloberflachenmolekulen, die in CD25*CD4* T-regulatorischen
Zellen eine regulatorische Funktion Ubernehmen (Takahashi et al., 1998; Thornton
and Shevach, 1998). Diese Untersuchungen unterstutzen die Hypothese Uber die
Wichtigkeit des FoxP3-Gens in regulatorischen Funktionen der CD25*CD4*T-
regulatorischen-Zellen (Hori et al., 2003). Bei Mutationen im FoxP3-Gen entwickeln
sich bei Patienten und im Scurfy Mausstamm zahlreiche Autoimmunerkrankungen,
wie das sog. ,immune dysregulation, polyendocrinopathy enteropathy and x-linked
heritage Syndrome® (IPEX) oder das ,X-linked autoimmunity-allergic dysregulation-
Syndrome® (XLAAD) (Bennett et al., 2001; Brunkow et al., 2001; Chatila et al., 2000;
Wildin et al., 2001). Ein Charakteristikum vieler solider Tumore und hamatologischer
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Neoplasien ist ein erhohter Gehalt an regulatorischen T-Zellen (Beyer and Schultze,
2006). Bereits 1980 wurde beschrieben, dass T-Zellen in Mausen verantwortlich sind
fur die Unterdrickung der immunologischen Anti-Tumorantwort (Berendt and North,
1980) sowie die Unterdrickung der autologen zytotoxischen antitumoralen
Immunantwort (Chakraborty et al., 1990). Die Rolle von FoxP3 in follikularen
Lymphomen wurde von einigen Arbeitsgruppen untersucht. Es zeigte sich, dass ein
hoher Gehalt bzw. bestimmte Infiltrationsmuster von FoxP3-positiven Zellen einen
gunstigen Einfluss auf den klinischen Verlauf der Krankheit aufwiesen. (Carreras et
al., 2006; Farinha et al., 2010a; Glas et al., 2007; Lee et al., 2006a; Tzankov et al.,
2008). In der vorliegenden Arbeit ist Fox-P3 der Biomarker fur regulatorische T-

Zellen.

1.3 PD-1

Programmed-death-1 (PD-1) ist ein Mitglied der immunglobulingen Superfamilie
(Ishida et al., 1992). Im Mausmodell ist die Expression der PD-1 mRNA auf den
Thymus beschrankt und nimmt durch einen induzierten T-Zelltod (Injektion von
monoklonalen CD-3 Antikorpern anti-CD3 mAb) zu. Man geht also davon aus, dass
die Aktivierung des PD-1 Gens in den Ablauf des programmierten Zelltods involviert
ist (Ishida et al., 1992). Die PD-1 Expression ist aber nicht obligat fur den Apoptose-
Signalweg (Agata et al., 1996). Die Expression des homologen humanen hPD-1
korreliert hingegen vielmehr mit der Aktivierung und funktionellen Differenzierung von
T-Zellen (Vibhakar et al., 1997). Eine Aktivierung von T-Zellen, B-Zellen, Monozyten
und dendritischen Zellen induziert die Expression von PD-1 (Folkl and Bienzle,
2010). PD-1 wird von Immunzellen einschlief3lich B- und T-Zellen exprimiert, aber
auch von Zellen, die nicht dem Immunsystem zugehdrig sind (Folkl and Bienzle,
2010). Uber seine Liganden PD-L1 und PD-L2 ist das PD-1-Protein an
inhibitorischen Signalwegen beteiligt (Nishimura and Honjo, 2001). Bei der
physiologischen adaptiven Immunantwort auf exogene Antigene werden PD-1 und
PD-L1 auf aktivierten T-Zellen hochreguliert (Keir et al., 2008). Die Bindung von PD-
L1 oder PD-L2 an den PD-1 Rezeptor fuhrt in T-Zellen zur Hemmung der
Proliferation und Zytokinproduktion (Freeman et al., 2000; Latchman et al., 2001). So
wird die Induktion der Anergie, Toleranz und der programmierte Zelltod erleichtert,



indem das Ausmalf} und die Dauer der Immunantwort begrenzt wird (Keir et al.,
2008). Eine Reihe von Neoplasien exprimieren PD-L1. Darauf basierend haben
Ishidaat al. die Hypothese aufgestellt, dass PD-L1 die Tumorzellen bei dem
Entkommen vor dem Immunsystem unterstutzt (M. Ishida, et al., 2002). PD-1 ist in
die Regulierung von Autoimmunerkrankungen involviert. So entwickeln PD-1
defiziente Mause Lupus ahnliche Autoimmunerkrankungen oder autoimmune
Kardiomyopathien (Nishimura et al., 2001, 1999). Basierend auf ihrer Funktion sind
monoclonale PD-1-Antikorper vielversprechende Therapeutika in der Behandlung
von Autoimmunerkrankungen, AIDS, TransplantationsabstoRung (Okazaki and
Honjo, 2007), hamatologischen Neoplasien (Berger et al., 2008) und
Bronchialkarzinomen. Anti-PD-L1 Antikorper spielen eine relevante Rolle in der
Therapie vieler solider Tumore zum Beispiel dem nichtkleinzelligen
Bronchialkarzinom (NSCLC). Die Inhibition des Liganden PD-L1 fuhrt zu einer
Tumorregression und stabilisiert die Krankheit langanhaltend (Brahmer et al., 2012).
PD-1 ist ein Marker fur T-Zellen des Keimzentrums (follikulare T-Helfer Zellen) in
reaktiven und neoplastischen lymphatischen Gewebe (Roncador et al., 2007).
Dorfman et al. konnten die Expression PD-1 positiver Zellen im
angioimmunoblastischen T-Zell-Lymphom nachweisen, dabei exprimierten Tumor
assoziierte follikulare dendritische Zellen dieser Tumorentitat PD-L1, den Liganden
von PD-1 (Dorfman et al., 2006). Wahrend das klassische und das Lymphozyten-
pradominante Hodgkin-Lymphom sich nicht immunoreaktiv fur PD-1 zeigten,
exprimierten die Rosetten des Lymphozyten-pradominanten Hodgkin-Lymphom,
welche die neoplastischen Zellen umgeben, PD-1 (Dorfman et al., 2006). In
follikularen Lymphomen sind PD-1 positive Zellen Teil des sogenannten
Mikroenvironment. Wahrend in der Arbeit von Carreras et al. der Gehalt an PD-1
positiven Zellen mit einer guten Prognose assoziiert ist (Carreras et al., 2009), zeigte
sich bei Richendollar et al. eine Assoziation mit einer schlechten Prognose
(Richendollar et al., 2011). Smeltzer et al. konnte zeigen, dass das
Verteilungsmuster PD-1-positiver Zellen Einfluss auf die Prognose hat. Ein diffuses
Verteilungsmuster war mit einer schlechten Prognose assoziiert (Smeltzer et al.,
2014). In der vorliegenden Arbeit ist PD-1 der Biomarker fur follikulare T- Helfer-
Zellen.



1.4 CD-68

CD-68 ist ein transmembranes Glykoprotein vom Typ 1 (Holness and Simmons,
1993). CD-68 zeigt strukturelle Ahnlichkeiten mit den Lysosomal-assoziierten
Membranproteinen (LAMP’s) und gehort zu der LAMP-Familie der Glykoproteinen
(Holness et al., 1993). Das humane CD-68 Gen ist auf dem Chromosom 17p13
lokalisiert (Holness and Simmons, 1993). Das Intron 1 dient als spezifischer
Makrophagen Transkriptions-Enhancer (Greaves et al., 1998). Uber die Funktion von
CD-68 ist wenig bekannt, aber sein Vorkommen in Endosomen suggeriert eine Rolle
im Peptidtransport oder in der Antigenentwicklung (Barois et al., 2002). CD-68 ist
bekannt als spezifischer myeloischer Oberflachenmarker und wird hauptsachlich von
Makrophagen exprimiert (Betjes et al., 1991). Die CD-68 Expression zusammen mit
weiteren Makrophagen spezifischen Genen werden in Progenitorzellen durch
Wachstumsfraktoren wie M-CSF und GM-CSF wahrend der Differenzierung
zwischen der lymphoiden und myeloischen Zellreihe induziert (Greaves and Gordon,
2002; Kondo, 2010). Im geringen Ausmalf wird CD-68 in CD-19 positiven B-
Lymphozyten und CD-4 positiven T-Lymphozyten exprimiert. Patienten mit chronisch
entzundlichen Darmerkrankungen weisen eine CD-68 Expression in ihren
Granulozyten auf (Amanzada et al., 2013) auf. Auch Zellen, die nicht dem
hamatopoetischen System zugehorig sind, einschliel3lich Fibroblasten,
Endothelzellen (Gottfried et al., 2008) und Muskelzellen in Aterienwanden (Andreeva
et al., 1997), exprimieren im geringen Ausmaf CD-68. Myeloische und nicht-
myeloische Zellen verwenden verschiedene Promoter. Dies erklart die Unterschiede
im CD-68-Expressionslevel (Chistiakov et al., 2016). CD-68 identifiziert Makrophagen
und wird haufig in Neoplasien als diagnostischer und prognostischer
immunhistochemischer Marker verwendet (Chistiakov et al., 2016). Makrophagen
haben das Potenzial fur eine pro- sowie antitumorale Aktivitat. Das Mikroenvironment
des Tumors vermittelt den Wechsel des Phanotyps der Makrophagen von einem
proinflammatorischen und antitumoralen wirkenden Typ 1 (M1) hin zu einem
antiinflammatorischen Tumor fordernden Typ 2 (M2) (Mantovani et al., 2006). M1
polarisierte Makrophagen wirken proinflammatorisch und spielen eine Rolle in der
Phagozytose, der Antigenentwickung, der Antigenprasentation und induzieren die
Differenzierung von TH1 T-Zellen (Mantovani et al., 2002; Mills et al., 2000). CD-68

positive Zellen, sogenannte Tumor-assoziierte Makrophagen (TAMs), die



Charakteristika des Makrophagen Typ 2 Phanotypus aufweisen, wirken
antiinflammatorisch. Sie sezernieren Molekule, welche die Akkumulation von
antitumoral wirkenden Zellen, z.B. zytotoxische CD-8*-T-Zellen, im Tumor verhindern
und rekrutieren weitere antiinflammatorisch wirkende Zellen z.B. regulatorische T-
Zellen (Coffelt et al., 2009; Dunn et al., 2004; Savage et al., 2008). Zudem erleichtern
TAMs die hamatogene und lymphogene Metastasierung von Tumoren (Dunn et al.,
2004; Goswami et al., 2005; Wyckoff et al., 2004). Auch fordern TAMs die
Angiogenese und Lymphangiogenese, indem sie proangiogenetische Faktoren, z.B.
VEGEF in hypoxischen Geweben und pro-lymphangiogenetische Faktoren
hochregulieren (Coffelt et al., 2009; Goerdt et al., 1999; Schoppmann et al., 2002;
Solinas et al., 2009). Die Rolle von Makrophagen im Mikroenvironment des
follikularen Lymphoms wird kontrovers diskutiert. Eine Zusammensetzung mit
pradominant Makrophagen wurde sowohl mit einer guten (Dave et al., 2004) als auch
mit einer schlechten Prognose (Blaker et al., 2016) assoziiert. Die Auswirkungen der
Makrophagen auf den Verlauf der Erkrankung hangt von der Art der Behandlung ab
(Kridel et al., 2015). Im klassischen Hodgkin-Lymphom (cHL) bewies sich CD-163 als
ein spezifischerer Makrophagen Marker (Klein et al., 2014). In der vorliegenden

Arbeit ist CD-68 der Biomarker fur Makrophagen.

1.5 CD-21

Follikulare dendritische Zellen (FDC) exprimieren drei Typen von C3-Rezeptoren:
Komplement-Rezeptor 1 (CR1), 2 (CR2) und 3 (CR3) (Reynes et al., 1985). CR1 und
CR2 gehoren zu der sogenannten RCA-Familie (regulators of complement activation
(RCA) gene cluster), die aus Komplementfaktoren bindenden und regulatorisch
wirkenden Proteinen besteht (Hourcade et al., 1989). Die zwei Rezeptoren dieser
Familie CR1 und CR2 werden von kollinearen, aber sich nicht iberlappenden Genen
auf Chromosom 1q32 kodiert (Bora et al., 1989; Rey-Campos et al., 1988). CR1
wurden auf humanen Erythrozyten, neutrophilen Granulozyten, eosinophilen
Granulozyten, Monozyten, B-Lymphozyten, einer Subpopulation von T-Lymphozyten,
glomerularen Podozyten und auf follikularen dendritischen Zellen in Gefrierschnitten
von Lymphfollikeln und Tonsillen nachgewiesen (Gerdes et al., 1983; Hogg et al.,
1984; van der Valk et al., 1984). CR-2 wird synonym als Komplement-3d-(C3d)-
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Rezeptor, Ebstein-Barr-Virus(EBV)-Rezeptor (Cooper et al., 1988) oder Cluster of
differentation 21 (CD-21) bezeichnet. Der CR-2 ist ein
Oberflachenmembranglykoprotein, welches auf normalen B-Lymphozyten, follikular
dendritischen Zellen und Epithelzellen exprimiert wird. CR2 interagiert vorzugsweise
mit C3dg, das abschlielende Fragment der dritten Komplement-Aktivierungskaskade
(Cooper et al., 1990). CR2 verknupft die angeborene Immunantwort auf Pathogene
und korperfremde Antigene mit der adaptiven Immunantwort, indem es C3d bindet.
C3d fuhrt in B-Zellen zur verstarkten Immunantwort auf Antigene (Hannan, 2016).
Hauptsachlich wird CR2 aber auf follikular dendritischen Zellen exprimiert (Reynes et
al., 1985). Daruberhinaus spielt CR2 eine Rolle in der Pathogenese der Ebstein-Barr-
Virus (EBV)-Infektion. EBV bindet an CR2 auf B-Lymphozyten und vermittelt die
Internalisierung des Virus mit anschliel3ender Infektion der Zelle (Carel et al., 1990).
Im follikularen Lymphom gehoren follikulare dendritische Zellen zum sogenannten
Mikroenvironment. Die Rolle follikular dendritischer Zellen wurde in verschiedenen
Studien analysiert. Ausgebildete Netzwerke CD-21-positiver follikularer dendritischer
Zellen zeigten sich als ein negativer prognostischer Marker in Bezug auf
Gesamtiiberleben, progressionsfreies Uberleben und ein hoheres
Transformationsrisiko (Blaker et al., 2016). In der Arbeit von Smeltzer et al. konnte
gezeigt werden, dass das Verteilungsmuster der follikular dendritischen Zellen
ebenfalls mit der Prognose assoziiert ist. Follikulare Lymphome, deren follikulare
dendritische Zellen vorwiegend intrafollikular lokalisiert sind, transformierten friher in
ein diffus groRzelliges B-Zell-Lymphom, indem FDC das Uberleben von malignen B-
Lymphozyten fordert (Smeltzer et al., 2014). In der vorliegenden Arbeit ist CD-21 der
Biomarker fur follikulare dendritische Zellen.



1.6 Fragestellung und Ziele

Follikulare Lymphome stellen in den westlichen Landern das zweithaufigste
Lymphom dar. Das follikulare Lymphom imitiert das Keimzentrum sowie dessen
Mikroenvironment. Die Arbeitsgruppe hat in vorrausgegangenen Arbeiten darstellen
konnen, dass die Zusammensetzung des Mikroenvironments mit dem
Krankheitsstadium zum Zeitpunkt der Diagnose korreliert. In fruhen Stadien ahnelt
das Mikroenvironment einem physiologischen Keimzentrum im Vergleich zu spaten
Stadien (Koch et al., 2012). In dieser Arbeit wurde das Mikroenvironment des
follikularen Lymphoms im Krankheitsverlauf, d.h. zur Primardiagnose und zum

Zeitpunkt des Rezidivs im Hinblick auf folgende Fragestellungen untersucht.

1. Verandert sich das Mikroenvironment des follikularen Lymphoms zwischen
Primardiagnose und Rezidiv?

2. Wie verandert sich die Zusammensetzung des Mikroenvironments? Welche
Zelltypen zeigen einen Anstieg, welche Zelltypen eine Absenkung des Zellgehaltes
zwischen Primardiagnose und Rezidiv?

3. Welche Bedeutung haben die Veranderungen der Zusammensetzung des
Mikroenvironments? Lasst sich aus den Veranderungen eine Hypothese ableiten,
welche die mit jedem Rezidiv zunehmende Therapierefraktaritat der Lymphome

erklaren konnte?
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2. Material und Methoden

2.1 Gewebeproben

Die Gewebeproben wurden in der Datenbank der Sektion Hamatopathologie und
Lymphknotenregister Kiel manuell identifiziert. Die Kohorte umschloss Falle aus den
Stadten Bremen, Flensburg, Kiel, Lubeck, Neumunster, Oldenburg, Ostercappeln
und Wuppertal. Zudem wurden Falle aus dem Verbundsprojekt der deutschen
Krebshilfe (MMML) in die Kohorte miteingeschlossen und alle Einsendungen des
Lymphknotenregisters Kiel von 1990 bis 2014. Die Datenbank wurde auf sequentielle
Biopsien, d.h. Gewebeproben bei Primardiagnose und zum Zeitpunkt des Rezidivs
untersucht. In die Kohorte wurden Gewebeproben von Patienten mit follikularen
Lymphom Grad 1, Grad 2 und Grad 3A eingeschlossen. Patienten mit Grad 3B bei
Primardiagnose oder bei einem Rezidiv wurden von der Kohorte ausgeschlossen.
Analysen konnten zeigen, dass follikulare Lymphome Grad 3B und diffus grof3zellige
B-Zell-Lymphome im Hinblick auf den Immunophanotyp und die genetischen
Eigenschaften eine enge Assoziation zeigen (Horn et al., 2011; Koch et al., 2016; Ott
et al., 2002). Anhand ihrer histologischen Nummer wurden die in Paraffin
eingebetteten Gewebeblocke sowie die Schnittpraparate im Archiv der Sektion
Hamathopathologie und Lymphknotenregister manuell herausgesucht. Die
Gewebeblocke wurden daraufhin auf gentigend Material fur die Anfertigung weiterer
Schnitte untersucht. Die bereits angefertigten Schnittpraparate wurden
mikroskopisch untersucht. Zum einen wurden die Diagnose sowie der histologische
Grad zum anderen die Qualitat der Schnitte Uberpruft. Dabei wurde sowohl auf die
Qualitat der Fixierung und der immunhistochemischen Farbungen als auch auf
mogliche Areale mit diffusem Wachstum und die Abgrenzbarkeit der einzelnen
Follikel geachtet. Die Marker FoxP3, PD-1, CD-21 und CD-68 wurden an den
Lymphomproben untersucht. Sieben der Proben konnten aufgrund von wiederholt
schlechtem immunhistochemischen Farbeergebnis fur die Marker FoxP3, PD-1 und
CD-68 nicht ausgewertet werden. Es handelte sich jeweils um die gleichen Proben.
Die endgultige Fallzahl der Kohorte, die analysiert werden konnte, umschloss die
Gewebeproben von 46 Patienten. Die endgultige Anzahl der Gewebeproben betrug
97. Von allen 46 Patienten standen folgende klinische Daten zur Verfugung:
Diagnosedatum der Primardiagnose und des Rezidivs, Geschlecht und Alter des
Patienten und die Lokalisation des Lymphoms. Bei 12 von 46 Patienten lagen
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Informationen Uber das Therapieschema vor. Von 45 Patienten bei Primardiagnose
und von 44 Patienten bei Rezidiv war die Graduierung dokumentiert. Das Ann-Arbor-
Stadium konnte bei 9 Primarfallen und bei 4 Rezidivfallen ermittelt werden. Alle
Untersuchungen wurden in Ubereinstimmung mit den Empfehlungen der
Ethikkommission zur Verwendung von Gewebeproben aus dem Archiv des
Lymphknotenregisters (AZ447/10) durchgefuhrt. Alle patientenbezogenen Daten
wurden in pseudonymisierter Form nur innerhalb des gesicherten Datennetzes der
Universitat Kiel gespeichert. Die Publikation der Ergebnisse erfolgte in vollstandig

anonymisierter Form.

2.2 Immunhistochemische Farbung

Zu der Untersuchung der Expression von FoxP3, PD-1, CD-68 und CD-21 wurden
konventionelle immunhistochemische Farbungen an in Paraffin eingebetteten
Gewebeproben durchgefuhrt. Eine Zusammenfassung der verwendeten Antikorper,
Chemikalien, Losungen und Gerate findet sich in den Tabellen 1, 2, 3 und 4.

Von den in Paraffin eingebetteten Gewebeproben wurden zunachst ca. 2um dicke
Schnitte angefertigt, diese wurden auf einen beschichteten Objekttrager gebracht
und uber Nacht bei 37-42 °C im Brutschrank getrocknet.

Die immunhistochemischen Farbungen fur FoxP3, PD-1 und CD-68 wurden manuell

durchgefuhrt. Die Farbung fur CD-21 wurde komplett automatisiert durchgefuhrt.

2.2.1 Manuelle immunhistochemische Farbung fiir FoxP3, CD-68, PD-1

Die Schnittpraparate wurden in Xylol fir mindestens 20 min. deparaffinisiert.
Anschliellend wurden die Praparate in drei aufeinanderfolgenden Behaltern mit Xylol
gewaschen und in einer absteigenden Alkoholreihe (3x 100%, 2x 96%, 1x 70%)
rehydriert.

Mithilfe eines 10 minutigen Aufenthaltes in einer Methanol H2O2- Losung wurde die
endogene Peroxidase, die zu einer nachteiligen Hintergrundfarbung fihren wirde,
geblockt.

Manche Epitope sind formalinsensitiv und zeigen unter Formalinfixierung
Anderungen in ihrer dreidimensionalen Struktur. Diese Konformationsanderung

kommt durch intramolekulare und intermolekulare Quervernetzungen sog. Cross-
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Links zustande. Folglich kann es zu einem Verlust der Immunreaktivitat kommen.
Man spricht hier von einer ,Maskierung“ des Antigenes bzw. des Epitops (Key,
2006).

Zur Antigendemaskierung wurden die Praparate in einem Citratpuffer pH 6 unter
Druck im Dampfkochtopf fur drei Minuten gekocht. Auf diese Weise kann die
Formalin induzierte Konformationsanderung ruckgangig gemacht werden (Shi et al.
1991). Der pH des Citrapuffers wurde vor jeder Farbung Uberpruft.

Nach dem Kochvorgang wurden die Schnitte erst zugig mit Leitungswasser gesplilt,
um eine Austrockung zu vermeiden und dann in Tris-Waschpuffer gestellt. Hier
kuhlten die Praparate auf Raumtemperatur ab.

Die Primarantikorper wurden im Verhaltnis 1:200 (FoxP3),1:100 (CD-68) und 1:50
(PD-1) mit ,AntibodyDiluent verdunnt®.

Auf jedes Schnittpraparat wurden mindestens 100ul Antikorperlosung aufgetragen
und bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer fur eine Stunde inkubiert. Der
Antikorper wurde mithilfe des Tris-Puffers entfernt.

AnschlieRend wurden fur die immunhistochemische Farbung von FoxP3 und CD-68
drei bis vier Tropfen des Sekundarantikorpers auf die Praparate aufgebracht und fur
30 Minuten feucht inkubiert, gefolgt von einer Waschung im Tris-Puffer. Fir die
immunhistochemische Farbung der PD-1 Expression wurde fur 20 Minuten 100-
200yl einer Verstarkerlosung (PostBlockReagent) inkubiert. Hierdurch findet eine
Signalverstarkung statt, indem mehr Signalmolekule am Ort des Antigens binden
(Boenisch, 2006). Wieder fand eine Waschung im Tris-Puffer statt, bevor 100-200pul
des zweiten Sekundarantikorpers (HRP-Polymer (Mouse/Rabbit)) aufgetropft
wurden.

Nach 30 min. wurden die Praparate im Tris-Waschpuffer gespult. Als Chromogen
wurde Diaminobenzidin (DAB) fur alle Farbungen verwendet. Dieser wurde angesetzt
aus 1000l Chromogenpuffer zusammen mit 1-2 Tropfen Chromogen. Beim
Auftropfen von 100ul DAB entwickelte sich ein braunes Endprodukt.

Nach ausgiebiger Spulung der Praparate mit Leitungswasser erfolgte eine
dreiminutige Kernfarbung mit Hamalaun nach Mayer.

Die Schnittpraparate wurden dann mit Leitungswasser gespult und anschlie3end fur
mindetsens 10 Minuten in Leitungswasser stehen gelassen. Der pH des
Leitungswassers lasst die Kerne ,blauen®.
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Abschlielliend wurden die Praparate in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert
(1x 70%, 2x 96%, 3x 100%) und maschinell gedeckelt.

2.2.2 Automatisierte immunhistochemische Farbung

Die immunhistochemische Farbung fur CD-21 lief automatisiert auf dem Leica Bond

Automaten. Der Ablauf der automatisierten Farbung ist ab dem Schritt der

Endparaffinisierung der Schnitte bis zum Schritt der Kernfarbung nach Hamalaun

nach Mayer vergleichbar mit der manuellen Farbung. Die Praparate werden fur die

CD-21 Farbung mit ER1 (pH 6) vorbehandelt. Die Primarantikorper werden im

Verhaltnis 1:25 verdinnt.

Primarantikorper

Hersteller

Mouse-anti-human-FoxP3

abcam ab20034 (Cambridge, England)

Mouse-anti-human-CD68

Dako M0876 (Hamburg)

Mouse-anti-human-CD-21

NovoCastra-Leica NCL-CD21-2G9
(Wetzlar)

Mouse-anti-human-PD-1

abcam ab52587 (Cambridge, England)

Sekundarantikorper

Hersteller

Universale Immuno-peroxidase
Polymer Anti-Mouse and Anti-Rabbit
(readytouse)

Medac: Histofine Simple Stain MAX PO
(Multi) Bestellnr.: 414154F (Wedel)

PostBlockReagent (readytouse)

Zytomed: ZytoChem Plus Bestellnr.
POLHRP-100 (Berlin)

HRP-Polymer (Mouse/Rabbit)
(readytouse)

Zytomed: ZytoChem Plus Bestellnr.
POLHRP-100 (Berlin)

Tabelle 1: Antikorper und Hersteller
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Chemikalien Hersteller

Aluminiumkaliumsulfat Merck Nr. 1.01047 (Darmstadt)
Antibody-Diluent Medac: B1-31C (Wedel)

Aqua destillata DeltaSelect Nr. 23705-12A (Munchen)
Chloralhydrat Merck Nr. 1.02425 (Darmstadt)
Citronensaure-Monohydrat Merck Nr.1.00244 (Darmstadt)
Diaminobenzidin Dako Nr. K3468 (Hamburg)

Ethanol Merck Nr. 1.00983 (Darmstadt)

Hamalaun nach Mayer (1:4 (Dest.)) Merck Nr. 1.15938 (Darmstadt)

Methanol Merck Nr. 1.06009 (Darmstadt)
Natriumchlorid (NaCl) Merck Nr. 106400(Darmstadt)
Natronlauge (NaOH) 2N Merck Nr. 1.09136 (Darmstadt)
Pertex® Eindeckelmedium Medite Nr. Per 30000 (Burgdorf)
Trisma-Base Sigma Nr. T1503 (Darmstadt)
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Tris-HCI

Tween 20

Sigma Nr. T3253 (Darmstadt)

Merck Nr. 8.22184 (Darmstadt)

Wasserstoffperoxid (H202, 30%)

Xylol

Merck Nr. 1.07210 (Darmstadt)

Merck Nr. 1.08681 (Darmstadt)

Tabelle 2: Chemikalien und Hersteller

Losung

Herstellung

1%iges Wasserstoffperoxid

200 ml Methanol, 6ml H202 30%

Tris-Waschpuffer + 0,05 % Tween

9,0 g Tris-Base (Sigma), 68,5 g Tris-
HCL (Sigma), 87,8 g NaCl (Merck) auf
10 I aquadest. und 5 ml Tween 20
(Merck) titrieren

Citratpuffer 10 mM: pH 6

10,5 g Citronensaure-Monohydrat
(Merck) mit ca. 65 ml NaOH (2N)
(Merck) einstellen und auf 5 | aquadest.
titrieren

Hamalaun

1 g Hamatoxylin, 1 | aquadest., 0,2 g
Natriumjodat, 50 g
Aluminuiumkaliumsulfat, 50 g
Chloralhydrat, iber Nacht stehen
lassen, 1g Citrat

Tabelle 3: Lésungen und Puffer
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Gerate Hersteller

Axioskop Mikroskop Zeiss (Oberkochen)
Dampfdrucktopf Tefal (Offenbach)
Deckglaschen Menzel- Glaser (Braunschweig)

Marienfeld, Lauda-Konigshofen Leica

Objektrager (Nussloch)

Pipetten und —spitzen Eppendorf (Hamburg)

Promounter RCM2000

CoverslippingMachine Medite (Burgdorf)

Rasterokkular Zeiss (Oberkochen)

Tabelle 4: Gerate und Hersteller

2.3 Manuelle Auswertung der konventionellen immunhistochemischen

Farbungen

Die Analyse erfolgte quantitativ Uber Morphometrie mittels Zahlokkular. Zunachst

wurden morphologisch gut auswertbare Areale identifiziert. Dazu wurden die

immunhistochemisch gefarbten Schnittpraparate bei 100facher VergroRerung auf

Areale untersucht, die eine intensive Farbung aufwiesen und ausreichend fixiert

waren.

Fir die Auswertung der FoxP3 und der PD-1 Expression wurden in 400facher

VergroRerung fur jedes Praparat positive Zellen unter 100 Zellen in jeweils drei
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follikularen und drei interfollikularen Arealen ausgezahlt. Die CD68-Farbung wurde
nur innerhalb der Follikel ausgewertet, da die einzelnen Zellen in den interfollikularen
Arealen schwer voneinander abgrenzbar waren. Dabei wurden alle Zellelemente
unabhangig davon, ob der Zellkern im Schnitt enthalten war, als positiv ausgewertet.
Aus den drei Einzelwerten der follikularen beziehungsweise interfollikularen Areale
wurde jeweils ein Mittelwert gebildet. Dieser wurde fur die nachfolgende statistische
Analyse verwendet.

Die Auswertung der CD-21 Farbung erfolgte semiquantitativ. Die Falle wurden in vier
Gruppen von 0-3 unterteilt. In der Gruppe 0 fanden sich keine Netzwerke CD-21
positiver Zellen. In den Gruppen 1 und 2 zeigten sich reduzierte Netzwerke CD-21
positiver Zellen. In der Gruppe 1 nahmen diese weniger als 50% und in der Gruppe 2
mehr als 50% der Follikel ein. Der Gruppe 3 zugehorige Falle zeigten vollstandig
erhaltene Netzwerke CD-21 positiver Zellen.

2.4 Statistische Analyse

Der Vergleich der Anteile PD-1 positiver Zellen und FoxP3 positiver Zellen in den
neoplastischen Follikeln und im interfollikularen Raum, sowie der Anteil CD-68
positiver Zellen in den neoplastischen Follikeln zum Zeitpunkt der Primardiagnose
und zum Zeitpunkt des Rezidivs wurde mithilfe von GraphPadPrism berechnet. Es
wurden t-Tests angewendet. Die Analyse der CD-21 positiven Zellen erfolgte rein

deskriptiv.
Software Hersteller

. Graph Pad Software, Sandiego,
GraphPadPrism Kalifornien, USA

Tabelle 5: Software und Hersteller

18



3. Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

In der Datenbank der Sektion Hamatopathologie und Lymphknotenregister wurden

die Gewebeproben manuell identifiziert. Die analysierten Gewebeproben stammen

von 46 Patienten. Davon zeigten 41 Patienten ein Rezidiv und funf Patienten zwei

Rezidive. Die Zeitabstande zwischen Primardiagnose und Rezidiv variierten enorm.

Sie lagen zwischen 4 Monaten und 11 Jahren. Im Mittel lagen sie bei 3 Jahren. Bei

Patienten mit mehreren Rezidiven lag der Abstand zwischen den Rezidiven im Mittel

bei drei Jahren. Von der endgultigen Fallzahl von 46 Patienten war von 12 Patienten

bei der Primardiagnose und von 8 Patienten zum Zeitpunkt des Rezidivs das

Therapieschema bekannt. Bei Primardiagnose wurden drei, in den Rezidivfallen funf

Patienten ohne Therapie uberwacht (sogenanntes ,watch-and-wait®). Die

Therapieschemata sind in Tabelle 6 aufgefuhrt.

Anzahl Proben

Anzahl Proben

Anzahl Proben

Therapie Primardiagnose | Rezidiv mehrere Rezidive
R-Bendamustin keine 1 1
R-CHOP 2 1 1

CHOP 2 keine keine
andere 5 1 keine
unbekannt 34 38 keine

Tabelle 6: Therapieschema

Die Veranderung der Graduierung im Krankheitsverlauf ist in der Graphik 1

dargestellt. Bei Primardiagnose und zum Zeitpunkt des Rezidivs blieb jeweils ein Fall

ungraduiert.

19




Primédrdiagnose Rezidiv

n=1 Grad 3a 1/43 Grad 3a n=3

n=44 Grad 1/2 [ajma | 2 Grad 1/2 n=42

Graphik 1: Graduierung im Krankheitsverlauf: Einteilung in Grad 1/2 und 3a.
Pfeilfarbe = Veranderung der Graduierung im Krankheitsverlauf, Rot = Abnahme des
Grades, Grun = Zunahme des Grades, Blau = keine Veranderung des Grades im
Krankheitsverlauf; Pfeildicke = symbolisiert Anzahl der Falle

Die Verteilung der Ann-Arbor-Stadien ist in Tabelle 10 aufgefuhrt. Bei drei Fallen
lagen Informationen Uber das Ann-Arbor-Stadium zum Zeitpunkt der Primardiagnose
und des Rezidivs vor. Davon zeigten zwei Falle im Krankheitsverlauf ein
unverandertes Ann-Arbor-Stadium. Der Fall wies sowohl bei der Primardiagnose als
auch zum Zeitpunkt des Rezidivs ein Ann-Arbor-Stadium Ill auf, der andere Fall ein
Stadium IV. Ein Fall zeigte eine Evolution des Ann-Arbor-Stadiums von einem
Stadium |l bei der Primardiagnose in ein Stadium Il zum Zeitpunkt des Rezidivs. Die
Manifestationsorte des follikularen Lymphoms im Krankheitsverlauf sind in Tabelle 11
zusammengefasst. Das mediane Alter bei Primardiagnose betrug 57 Jahre bei einer
Range von 54 Jahren. Der jungste Patient war 27 Jahre alt und der alteste 73 Jahre
alt zum Zeitpunkt der Primardiagnose. Das Geschlechterverhaltnis der Kohorte war

nahezu ausgeglichen.

Ann-Arbor-Stadium Ifr:‘nﬁ:':"j; ';°nb:s"e Anzahl Proben Rezidiv
I keine keine

[l 4 keine

T 3 2

v/ 2 2
unbekannt 37 42

Tabelle 8: Ann-Arbor-Stadium
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Anzahl Proben
Primardiagnose

Lymphknoten 43 42

Manifestationsort Anzahl Proben Rezidiv

Extranodal
(Bronchialschleimhaut,
Mamma, Parotis,
Retroperitoneum)

Tabelle 9: Manifestationsort Follikulare Lymphom

3.2 Verteilung FoxP3 und PD-1 positiver Zellen im malignen lymphatischen
Gewebe

Die Verteilung von follikularen T-Helfer-Zellen (PD-1) und regulatorischen T-Zellen
(FoxP3) wurde fur 53 Patienten bei Primardiagnose und zum Zeitpunkt des Rezidivs
untersucht. Insgesamt umschloss die Kohorte 111 Gewebeproben. Sieben jeweils
gleiche Falle konnten aufgrund von wiederholt schlechten immunhistochemischen
Farbeergebnissen fur beide Marker nicht bewertet werden. Die
immunhistochemische Analyse fand letztendlich an insgesamt 46 Fallen statt; das
entsprach 97 Gewebeproben. Es zeigte sich ein Unterschied im Anteil der positiven
Zellen zwischen dem follikularen und interfollikularen Raum. PD-1 positive Zellen
fanden sich hauptsachlich in den neoplastischen Follikeln sowohl bei der
Primardiagnose als auch zum Zeitpunkt des Rezidivs im Durchschnitt 19
(Standardabweichung 9) PD-1 positive Zellen zu Primardiagnose und 17
(Standardabweichung 9) im Rezidivfall im follikularen Raum. Im interfollikularen
Raum zeigten sich durchschnittlich 4 (Standardabweichung 3) PD-1 positive Zellen
zu Primardiagnose und 5 (Standardabweichung 4) zum Zeitpunkt des Rezidivs.
Dieser Unterschied war sowohl in den Primar- als auch in den Rezidivfallen
statistisch hoch signifikant (p < 0,001). Ein inverser, jedoch weniger deutlicher Trend
zeigt sich bei FoxP3 positiven Zellen. Der Anteil FoxP3 positiver Zellen zeigte sich im
interfollikularen Areal im Vergleich zu dem Anteil innerhalb der Follikel leicht erhoht:
durchschnittlich 8 (Standardabweichung 4) positive Zellen in den Follikeln gegenuber
9 (Standardabweichung 5) FoxP3 positive Zellen interfollikular.
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Der Unterschied zwischen FoxP3 positiven Zellen im follikularen Raum im Vergleich
zum interfollikularen Raum zum Zeitpunkt der Primardiagnose war nicht statistisch
signifikant (p= 0,1856).

In den Rezidivfallen zeichnete sich der Unterschied FoxP3 positiver Zellen zwischen
follikularem und interfollikularem Raum deutlicher ab. Im Durchschnitt waren 7
(Standardabweichung 5) FoxP3 positive Zellen in den neoplastischen Follikeln
gegenuber 10 (Standardabweichung 5) im interfollikularen Raum nachweisbar. In
den Rezidivproben ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
FoxP3 positiven Zellen in den neoplastischen Follikeln im Vergleich zu FoxP3

positiven Zellen im interfollikularen Raum (p= 0,001).

3.3 Dynamik FoxP3 und PD-1 positiver Zellen zwischen Primardiagnose und
Rezidiv

Die Zusammensetzung des Zellgehaltes FoxP3 und PD-1 positiver Zellen zwischen
Primardiagnose und Rezidiv wies eine Dynamik auf; diese Dynamik folgte jedoch
keiner klaren Regel. Die Veranderungen waren enorm heterogen und einige Falle
zeigten erhebliche Unterschiede. Dabei waren sowohl enorme Anstiege als auch
erhebliche Absenkungen des Zellgehaltes zwischen Primardiagnose und Rezidiv zu
vermerken.

Abbildung 1 zeigt exemplarisch sowohl einen Fall, in dem der Zellgehalt FoxP3
positiver Zellen in den neoplastischen Follikeln zwischen Primardiagnose und
Rezidiv deutlich zunahm, als auch einen Fall mit Abnahme des Zellgehaltes im
Krankheitsverlauf. Es zeigten sich aber auch Falle, in denen kaum eine Veranderung
des Zellgehaltes FoxP3 positiver Zellen zwischen Primardiagnose und Rezidiv
nachzuweisen war. Im Durchschnitt fanden sich 8 (Standardabweichung 5) FoxP3
positive Zellen bei der Primardiagnose und 7 (Standardabweichung 5) zum Zeitpunkt
des Rezidivs in den neoplastischen Follikeln. Es zeigte sich keine statistisch
signifikante Veranderung FoxP3 positiver Zellen in den neoplastischen Follikeln im
Krankheitsverlauf (p= 0,2205). Diese heterogene Dynamik des Zellgehaltes FoxP3
positiver Zellen zwischen Primardiagnose und Rezidiv zeigte sich auch in den
interfollikularen Arealen. Im Durchschnitt fanden sich im interfollikularen Raum bei
der Erstdiagnose 9 (Standardabweichung 5) und bei der Zweitdiagnose 10
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(Standardabweichung 5) FoxP3 positive Zellen. Eine statistisch signifikante

Veranderung FoxP3 positiver Zellen im interfollikularen Raum im Krankheitsverlauf

b, 5 B e b

en Lymphomen. Anstieg des

sitiver Zellen in follikular
Zellgehaltes FoxP3 positiver Zellen in den neoplastischen Follikeln zwischen
Erstdiagnose (A) und Rezidiv (B); Absenkung des Zellgehaltes FoxP3 positiver
Zellen in den neoplastischen Follikeln zwischen Erstdiagnose (C) und Rezidiv (D)
(p= 0,2205) Vergrofierung 200-fach.

Der Zellgehalt PD-1 positiver Zellen zeigte ahnlich stark heterogene Veranderungen
zwischen Primardiagnose und Rezidiv. Abbildung 2 zeigt exemplarisch sowohl einen
Fall, bei dem der Zellgehalt PD-1 positiver Zellen zunahm, als einen Fall, bei dem der
Zellgehalt abnahm. Abbildung 3 zeigt die prozentuale Verteilung PD-1 positiver
Zellen zum Zeitpunkt der Primardiagnose und zum Zeitpunkt des Rezidivs zum einen
fur den follikularen Raum, zum anderen fur den interfollikularen Raum.
Durchschnittlich wurden follikular 19 (Standardabweichung 9) im Primarfall und 17
PD-1 positive Zellen im Rezidivfall nachgewiesen. Im interfollikularen Raum waren im
Durchschnitt bei der Primardiagnose 4 (Standardabweichung 3) und zum Zeitpunkt
des Rezidivs 5 (Standardabweichung 4) PD-1 positive Zellen nachweisbar.

Der Zellgehalt PD-1 positiver Zellen im interfollikularen Raum wies eine statistisch
signifikante Zunahme zwischen Primardiagnose und Rezidiv auf (p= 0,0426) (Abb.
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3). Die Veranderungen PD-1 positiver Zellen in den neoplastischen Follikeln im
Krankheitsverlauf wies keine statistische Signifikanz auf (p= 0,2613) (Abb. 2 und 3).
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in den neoplastischen Follikeln zwischen Erstdiagnose (C) und Rezidiv (D).
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Abb. 3: Anteil PD-1 positiver Zellen in Prozent zur Erstdiagnose und Rezidiv. In
den neoplastischen Follikeln zeigt sich kein signifikanter Unterschied PD-1 positiver
Zellen zwischen Erstdiagnose und Rezidiv (p= 0,2613) (A), im interfollikularen Raum
zeigt sich ein signifikanter Anstieg PD-1 positiver Zellen zwischen Erstdiagnose und
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Rezidiv (p= 0,0426) (B). Dargestellt sind Scatter Plots. Jeder Punkt stellt einen Fall
dar, die Querbalken zeigen die Mittelwerte. x-Achse= Primar und Rezidiv, y-Achse=
PD-1 positive Zellen in %.

3.4 Dynamik CD-68 positiver Zellen zwischen Primardiagnose und Rezidiv

Die Verteilung von Makrophagen (CD-68) wurde bei Primardiagnose und zum
Zeitpunkt des Rezidivs an 53 follikularen Lymphomen untersucht. Morphometrisch
wurden auf 400-facher VergroRerung fur jedes Praparat positive Zellen unter 100
Zellen in jeweils drei Follikeln ausgezahlt. Die immunhistochemische Analyse fand
letztendlich an 46 Fallen statt, da sieben Falle aufgrund von schlechten
Farbergebnissen nicht ausgewertet werden konnten. Der Makrophagenzellgehalt
zeigte eine Dynamik im Krankheitsverlauf. Es zeigten sich sowohl Félle, in denen der
Makrophagenzellgehalt zwischen Primardiagnose und Rezidiv abnahm, als auch
Falle, in denen er zunahm. In der Gesamtanalyse des Zellgehaltes wurden
signifikante Ergebnisse vermerkt. Im Vergleich zwischen Proben der Erstdiagnose
und des Rezidivs zeigte sich eine geringe, aber statistische signifikante Veranderung
des follikularen Makrophagenzellgehaltes. Der Zellgehalt CD-68 positiver Zellen war
in Rezidivproben hoher (p= 0,0492) (Abb. 4 und Abb. 5).

Abb 4 Dynamlk CD 68 posmver ZeIIen in foIhkuIaren Lymphomen CD- 68
positive Makrophagen innerhalb eines malignen Follikels bei Erstdiagnose (A) und
Rezidiv (B) (P= 0,0492).
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Abb. 5: Anteil CD-68 positiver Zellen in Prozent zur Erstdiagnose und Rezidiv.
In den neoplastischen Follikeln zeigt sich ein signifikanter Anstieg CD-68 positiver
Zellen zwischen Erstdiagnose und Rezidiv (p= 0,0492), gepaarter T-Test.
Dargestellt sind Scatter Plots. Jeder Punkt stellt einen Fall dar, die Querbalken
zeigen die Mittelwerte. x-Achse= Primar und Rezidiv, y-Achse= CD-68 positive
Zellen in %

3.5 Verteilung und Dynamik CD-21 positiver follikular dendritischer Zellen
zwischen Primardiagnose und Rezidiv

Die Verteilung von CD-21 positiven follikular dendritischen Zellen wurde zum
Zeitpunkt der Primardiagnose und des Rezidivs an 53 follikularen Lymphomen
untersucht.

17 der Primarfalle und 19 der Rezidivfalle waren aufgrund eines schlechten
immunhistochemischen Farbeergebnisses nicht auswertbar, sodass insgesamt 36
Primarfalle und 34 Rezidivfalle ausgewertet werden konnten. Dazu wurde auf 400-
facher VergroRerung jeder Fall einer der vier Gruppen (0-3) zugeordnet. Die
einzelnen Gruppen unterschieden sich anhand der Netzwerkbildung der CD-21
positiven follikular dendritischen Zellen. In der Gruppe 0 fanden sich keine Netzwerke
CD-21 positiver Zellen. In den Gruppen 1 und 2 waren reduzierte Netzwerke CD-21
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positiver Zellen nachweisbar (Gruppe 1 < 50% und Gruppe 2 > 50% der Follikel
einnehmend). In der Gruppe 3 waren Falle mit vollstandig erhaltenen Netzwerken
CD-21 positiver Zellen.

Bei den Primarfallen waren 17 Falle der Gruppe 1 zugehorig, 9 Falle der Gruppe 2
und 10 Falle der Gruppe 3 zugehdrig. Bei den Rezidivfallen wiesen 17 Patienten eine
Zugehorigkeit zu Gruppe 1, 9 Patienten zu Gruppe 2 und 8 Patienten zu Gruppe 3
auf. Die endgultige Zahl der auswertbaren Parchen lag bei 26 Fallen. Davon waren
11 der Primarfalle der Gruppe 1 zugehorig, 7 der Primarfalle der Gruppe 2 und 8 der
Primarfalle der Gruppe 3 zugehdrig. Von den Rezidivfallen waren 12 der Patienten in
Gruppe 1. In den Gruppen 2 und 3 waren jeweils 7 Patienten.

Es zeigte sich eine Dynamik in der Ausbildung der Netzwerke CD-21 positiver
follikular dendritischer Zellen zwischen Primardiagnose und Rezidiv. Die
Veranderungen im Krankheitsverlauf erwiesen sich als heterogen. Die Ergebnisse
wurden deskriptiv gehalten. Es zeigten sich sowohl Falle, in denen die
Netzwerkbildung CD-21 positiver Zellen im Krankheitsverlauf zunahm, als auch Falle,
in denen die Netzwerkbildung abnahm. Auch fanden sich Falle, in denen die
Netzwerkbildung im Krankheitsverlauf keine Veranderungen aufwiesen. Bei 6 von 26
auswertbaren Parchen zeigte sich eine Zunahme der Netzwerkbildung zwischen
Primardiagnose und Rezidiv (Abb. 6). Dabei waren 5 der Patienten zum Zeitpunkt
der Primardiagnose der Gruppe 1 zugeordnet (Abb. 6). Zum Zeitpunkt des Rezidivs
wurden davon 4 Patienten der Gruppe 2 geordnet (Abb. 6). Die Netzwerke CD-21
positiver follikular dendritischer Zellen nahm also mehr als 50% des Follikels ein. Ein
Fall zeigte zum Zeitpunkt des Rezidivs vollstandig erhaltene Netzwerke CD-21
positiver Zellen und konnte somit der Gruppe 3 zugeordnet werden (Abb. 6). Ein
Patient lie® sich zur Primardiagnose der Gruppe 2 zuordnen und zum Zeitpunkt des
Rezidivs der Gruppe 3 zuordnen (Abb. 6). Bei 8 der 26 auswertbaren Falle zeigte
sich eine Reduktion der Netzwerkbildung CD-21 positiver Zellen (Abb. 6). Von 3
Patienten, die zur Primardiagnose vollstandig erhaltene Netzwerke CD-21 positiver
Zellen aufwiesen und somit der Gruppe 3 zugeordnet werden konnten, zeigten sich
zum Zeitpunkt des Rezidivs reduzierte Netzwerke; dabei wurden 2 Patienten der
Gruppe 2 und ein Patient der Gruppe 1 zugeordnet (Abb. 6). Von 5 Patienten, bei
denen zur Primardiagnose mehr als 50% des Follikels mit Netzwerken CD-21
positiver Zellen ausgefullt waren, also einer Gruppe 2 zugehorig waren, zeigte sich
im Krankheitsverlauf eine Abnahme der Netzwerke. Diese konnten zum Zeitpunkt
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des Rezidivs der Gruppe 1 zugeordnet werden (Abb. 6). Bei 12 Parchen zeigte sich

im Krankheitsverlauf keine Veranderung in der Netzwerkausbildung CD-21 positiver
Zellen. 6 der 26 auswertbaren Parchen verblieben in Gruppe 1, ein Parchen verblieb
in Gruppe 2 und 5 Parchen verblieben in Gruppe 3 (Abb. 6).

Primardiagnose Rezidiv
n=g 3 5/26 > .3 n=7
1/26
n=7 2 1/26 = 2 n=7
1/26
4/26
n=11 1 6/26 > 1 n=12

Abb. 6: Verteilung und Dynamik der Netzwerkbildung CD-21 positiv
dendritischer Zellen im Krankheitsverlauf: Anhand des Ausmales der
Netzwerkbildung CD-21 positiv dendritischer Zellen in Follikeln, Einteilung in die
Gruppen 1-3. Pfeilfarbe= Veranderung der Netzwerkebildung im Krankheitsverlauf,
Rot=Abnahme der Netzwerke, Gruin=Zunahme der Netzwerke, Blau=keine
Veranderung der Netzwerke; Pfeildicke=symbolisiert Anzahl der Falle

Die Falle der Gruppen 1 und 2, d.h. Falle, die reduzierte Netzwerke CD-21 positiver
Zellen aufwiesen, verblieben zum Groldteil innerhalb dieser Gruppen. Es zeigte sich
also kaum eine Veranderung der Netzwerkausbildung CD-21 positiver Zellen
zwischen Primardiagnose und Rezidiv (Abb. 7). 5 der 26 auswertbaren Parchen
verblieben in der Gruppe 3. Sie zeigten damit vollstandig ausgebildete Netzwerke
CD-21 positiver Zellen sowohl zum Zeitpunkt der Erstdiagnose als auch zum
Zeitpunkt des Rezidivs. Lediglich 5 Parchen zeigten eine Veranderung im
Krankheitsverlauf. Davon wiesen 2 Patienten eine Zunahme und 3 Patienten eine
Abnahme der Netzwerke CD-21 positiver Zellen zwischen Primardiagnose und
Rezidiv auf.
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Primdrdiagnose

Rezidiv

n=8 3 5/26 > 3 n=7
2/26

n=18 1/2 16/26 = 1/2n=19

Abb. 7: Verteilung und Dynamik der Netzwerkbildung CD-21 positiv
dendritischer Zellen im Krankheitsverlauf: Anhand des Ausmalles der
Netzwerkbildung CD-21 positiv dendritischer Zellen in Follikeln, Einteilung in die
Gruppen 1/2 und 3. Pfeilfarbe= Veranderung der Netzwerkebildung im
Krankheitsverlauf, Rot=Abnahme der Netzwerke, Grin=Zunahme der Netzwerke,
Blau=keine Veranderung der Netzwerke; Pfeildicke=symbolisiert Anzahl der Falle
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4. Diskussion
Follikulare Lymphome gehoren zu den zweithaufigsten Non-Hodgkin-Lymphomen in
der Welt und reprasentieren 20% aller Non-Hodgkin-Lymphome (Swerdlow SH et al.,
2008). Das nicht-neoplastische Begleitinfiltrat des follikularen Lymphoms, das
sogenannte Mikroenvironment, spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese des
Lymphoms und das klinische Verhalten follikularer Lymphome wird nicht nur von den
Tumorzellen selbst, sondern auch von dem nicht-neoplastischen Begleitinfiltrat
bestimmt (Dave et al., 2004; de Jong, 2005; Glas et al., 2007). Die Arbeitsgruppe
konnte in vorausgegangenen Arbeiten darstellen, dass die Zusammensetzung des
Mikroenvironments mit dem Krankheitsstadium nach Ann-Arbor zum Zeitpunkt der
Diagnose korreliert. In fruhen Stadien und somit lokalisierten follikularen Lymphomen
ahnelt das Mikroenvironment einem physiologischen Keimzentrum, d.h. es zeigt sich
ein hoher Gehalt an follikularen T-Helfer-Zellen und ein niedriger Gehalt an
regulatorischen T-Zellen im Vergleich zu spaten Stadien (Koch et al., 2012). Da sich
die Ann-Arbor Klassifikation nach der Ausbreitung der Neoplasie im Korper richtet,
konnte das Stadium dieser langsam fortschreitenden Erkrankung die Zeit des
Lymphomwachstums und somit die Dauer des Krankheitsverlaufs reflektieren. Eine
Evolution des Mikroenvironments im Krankheitsverlauf ware denkbar. Diese
Annahme berucksichtigend ware von einer Veranderung des Mikroenvironments von
einem dem physiologischen reaktiven Begleitinfiltrat ahnlichen mit pradominant
follikularen T-Helfer-Zellen hin zu einem Begleitinfiltrat mit pradominant
regulatorischen T-Zellen im Krankheitsverlauf auszugehen. Um diese Hypothese zu
Uberprufen, wurde in der vorliegenden Arbeit die Zusammensetzung des
Mikroenvironments zum Zeitpunkt der Primardiagnose und zum Zeitpunkt des
Rezidivs analysiert. Optimal ware dabei ein Vergleich von Fallen, die zwischen
Primardiagnose und Rezidiv nicht therapiert wurden (sogenanntes watch&wait).
Solche Falle standen nicht zur VerflUgung. Moglicherweise liegt dies daran, dass
keine zweite Biopsie vor der Therapieeinleitung enthommen oder diese nicht an ein
Referenzzentrum wie Kiel verschickt wird. Um zu klaren, ob und wie sich die
Zusammensetzung des Mikroenvironments des follikularen Lymphoms im
Krankheitsverlauf verandert und welche Bedeutung die Veranderungen auf den
Krankheitsverlauf haben, wurde in dieser Studie die Datenbank der Sektion
Hamatopathologie und Lymphknotenregister manuell auf sequentielle Biopsien
untersucht und mittels immunhistochemischen Farbungen die Zellen des nicht
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neoplastischen Begleitinfiltrates fur die Primardiagnose und das Rezidiv quantifiziert.
Zu den von uns untersuchten nicht-neoplastischen Zellen gehorten PD-1 positive T-
Helferzellen, FoxP3 positive T-regulatorische Zellen, CD-21 positive follikulare
dendritische Zellen und CD-68 positive Makrophagen. Mehrere Studien untersuchten
bereits die Rolle der einzelnen Zellen des nicht-neoplastischen Begleitinfiltrates. Die
mittels Genexpression und Immunhistochemie erhobenen Ergebnisse werden
kontrovers diskutiert. Studien zeigten, dass ein hoher Gehalt an FoxP3 und PD-1
positiven T-Zellen mit einem besseren Gesamtuberleben assoziiert waren (Carreras
et al., 2009, 2006; Tzankov et al., 2008). In anderen Studien zeigte sich eine inverse
Korrelation (Blaker et al., 2016; Richendollar et al., 2011). Wiederrum in anderen
Studien konnte keine Korrelation zwischen dem Gesamtuberleben und dem Gehalt
an FoxP3 positiven Zellen (Koch et al., 2012; Richendollar et al., 2011; Sweetenham
et al., 2010) und PD-1 positiven Zellen (Koch et al., 2012) nachgewiesen werden. In
einigen Arbeiten zeigte sich viel mehr das Infiltrationsmuster der nicht-neoplastischen
Zellen als prognostisch relevanter als die Quantitat der einzelnen Zellpopulationen
(Farinha et al., 2010b; Koch et al., 2012; Lee et al., 2006b; Smeltzer et al., 2014;
Wahlin et al., 2010). Eine wesentliche Erklarung fur die widerspruchlichen
Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen ist, dass die Studien gro3tenteils
in einzelnen Instituten durchgeflhrt wurden und die Falle somit Uber einen langen
Zeitraum gesammelt werden mussten. Zudem ist das follikulare Lymphom eine
langsam wachsende Neoplasie. Die Patienten erhielten also verschiedene
Therapieschemata uber den langen Zeitraum der Erkrankung. Dabei hat die
Therapie Einfluss auf die nicht-neoplastischen Zellen des Mikroenvironments (Jong
et al., 2009). Eine weitere Erklarung waren Unterschiede in der Vorgehensweise der
Auswertung der Ergebnisse oder verschiedene Auswahlkriterien fur das
Patientenkollektiv zwischen den einzelnen Studien (de Jong and Fest, 2011) oder die
Verwendung von verschieden Arten von Proben wie zum Beispiel TMAs oder
Ganzschnitte.

In unserer Studie konnte eine Dynamik in der Zusammensetzung des Zellgehaltes
FoxP3 positiver Zellen und PD-1 positiver Zellen zwischen Primardiagnose und
Rezidiv nachgewiesen werden. Die Veranderungen erwiesen sich als heterogen. Ein
statistisch signifikanter Trend - sei es ein Abfall oder ein Anstieg einer Zellreihe der
T-Zellsubpopulationen im Krankheitsverlauf - konnte nicht festgestellt werden. Eine
Ausnahme stellte der Zellgehalt PD-1 positiver Zellen im interfollikularen Raum dar,
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welcher im Krankheitsverlauf statistisch signifikant zunahm (p= 0,0426) (Abb. 3). In
der Arbeit von Koch et al. konnte belegt werden, dass sich das nicht-neoplastische
Begleitinfiltrat in verschiedenen Ann-Arbor-Stadien und FLIPI-Risikogruppen
unterscheidet. In frihen Stadien zeigte sich ein dem physiologischen reaktiven
Begleitinfiltrat ahnliches Mikroenvironment mit einem hohem Gehalt an T-Helfer
Zellen und ein niedriger Gehalt an regulatorischen T-Zellen im Vergleich zu spaten
Stadien (Koch et al., 2012). Wenn man das Rezidiv des follikularen Lymphoms als
ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium versteht, konnten in der vorliegenden Arbeit
die Ergebnisse der Arbeit von Koch et al. nicht belegt werden. Der
keimzentrumsspezifische Aufbau des Mikroenvironment geht im Krankheitsverlauf
nicht verloren. Ein Grund hierfur konnte die mangelnde Vergleichbarkeit der
Kohorten der beiden Arbeiten bezogen auf die Ann-Arbor-Stadien sein. In der Arbeit
von Koch et al. lagen vom groften Teil der Patienten Informationen Uber das Ann-
Arbor-Stadium vor und das Verhaltnis von Patienten mit lokalisierten Stadien (n=125)
zu Patienten mit fortgeschrittenen Stadien (n=139) war nahezu ausgeglichen (Koch
et al., 2012). In der vorliegenden Arbeit war der Zugang zu den klinischen Daten der
Patienten limitiert. Von insgesamt 46 Fallen lag von 9 Fallen bei der Primardiagnose
und bei 4 Rezidivfallen das Ann-Arbor-Stadium vor. Dabei war von 3 Fallen das Ann-
Arbor-Stadium im Krankheitsverlauf bekannt. Davon zeigten 2 Falle keine
Veranderung im Ann-Arbor-Stadium und ein Fall eine Evolution von einem Stadium I
in ein Stadium Il im Krankheitsverlauf. Eine adaquate Aussage, ob das im
Krankheitsverlauf auftretende Rezidiv des follikularen Lymphoms gleichzeitig mit
einem hoheren Stadium nach Ann-Arbor korreliert, lie3 sich nur schwer treffen. Die
Hypothese einer Evolution des Mikroenvironments im Krankheitsverlauf kann weder
belegt noch ausgeschlossen werden. Des Weiteren basierten die Ergebnisse der
Arbeit von Koch et al. auf dem Vergleich von Primarfallen verschiedener Patienten in
unterschiedlichen Stadien und nicht auf der Untersuchung sequentieller Biopsien
desselben Patienten im Krankheitsverlauf wie in der vorliegenden Arbeit. Alle
Patienten der Kohorte dieser Studie wurden zwischen der Primardiagnose und dem
Rezidiv therapiert. Die Therapie hat Einfluss auf die Zellen des Mikroenvironments
(Jong et al., 2009). Es ist auch in Betracht zu ziehen, dass es sich bei den
Rezidivfallen, um eigene Krankheitsidentitdten handeln konnte und der Rezidivfall
nicht die Zeit des Lymphomwachstums und somit die Dauer des Krankheitsverlaufes
darstellt.
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CD-21 positive follikular dendritische Zellen sind ein weiterer Bestandteil des nicht-
neoplastischen Begleitinfiltrates follikularer Lymphome.

In der Studie von Blaker et al. waren ausgebildete Netzwerke CD-21- positiver
follikularer dendritischer Zellen ein negativer prognostischer Marker in Bezug auf
Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben und waren auRerdem mit einem
hoheren Transformationsrisiko assoziiert (Blaker et al., 2016). In der Studie von
Smeltzer et al. zeigte sich das Verteilungsmuster CD14-positive follikulare
dendritische Zellen als prognostisch relevant (Smeltzer et al., 2014).

Follikular dendritische Zellen spielen eine zentrale Rolle in der Pathogenese
follikularer Lymphome zum einen durch einen indirekten Einfluss auf die
verschiedenen Zellnischen des follikularen Lymphoms, zum anderen durch eine
direkte Unterstutzung der malignen B-Zellen (Ameé-Thomas and Tarte, 2014).
Follikular dendritische Zellen unterbinden die Apoptose von transformierten malignen
B-Zellen (Goval et al., 2008; Park and Choi, 2005; Smeltzer et al., 2014).

In unserer Studie wurden die CD-21 positiven follikular dendritischen Zellen anhand
ihrer Netzwirkbildung innerhalb des Follikels in drei Gruppen unterteilt. Versteht man
das Rezidiv des follikularen Lymphoms als ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium
und beridcksichtigt man den protumoralen Einfluss der follikular dendritischen Zellen
(Amé-Thomas and Tarte, 2014; Blaker et al., 2016; Goval et al., 2008; Park and
Choi, 2005; Smeltzer et al., 2014), ware davon auszugehen, dass die
Netzwerkbildung der CD-21 positiven Zellen im Krankheitsverlauf zunimmt. In der
vorliegenden Arbeit konnten keine homogenen Veranderungen der Netzwerkbildung
verzeichnet werden. Ein groRer Teil der Parchen verblieb im Krankheitsverlauf in
seiner Gruppe. Da alle Falle zwischen Primardiagnose und Rezidiv therapiert
wurden, ist davon auszugehen, dass die Therapie Einfluss auf die follikular
dendritischen Zellen hat. MAglicherweise handelt es sich bei dem Rezidiv auch um
eine neue Krankheitsidentitat.

In mehreren Studien wurde der Einfluss des Makrophagenzellgehaltes bzw. das
Verteilungsmuster von Makrophagen auf die Pathogenese follikularer Lymphome
analysiert. Auch hier wiesen die Ergebnisse Diskrepanzen auf.

Wahrend die Genexpressionsanalyse von Dave et al. bei einem Signaturmuster mit
pradominant Makrophagen eine Assoziation mit einer guten Prognose zeigte (Dave
et al., 2004), lies sich in den meisten anderen Studien eine negative Assoziation
zwischen Makrophagenzellgehalt bzw. dem Verteilungsmuster von CD-68 positiven
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Makrophagen und der Prognose oder dem Transformationsrisiko (Blaker et al., 2016;
Farinha et al., 2005; Wahlin et al., 2010) verzeichnen. In unserer Studie wies der
Zellgehalt CD-68 positiver Makrophagen eine Dynamik auf. Es zeigte sich ein
statistisch signifikanter Anstieg des Makrophagenzellgehaltes im Rezidiv im
Vergleich zur Primardiagnose (p= 0,0492). Wird das Rezidiv des follikularen
Lymphoms als ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium verstanden, stimmen die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, die einen ansteigenden Zellgehalt CD-68
positiver Makrophagen im Rezidiv zeigte, mit den Ergebnissen der oben genannten
Studien Uberein, in denen ein erhohter Makrophagengehalt mit einer schlechten
Prognose oder einem hoheren Transformationsrisiko korrelierte (Blaker et al., 2016;
Farinha et al., 2005; Wahlin et al., 2010). In jungsten Studien konnte gezeigt werden,
dass der Einfluss von Makrophagen auf die Tumorgenese von der Therapie
abhangig ist. Ein hoher Gehalt an CD-68 positiver Makrophagen ist assoziiert mit
einer schlechten Prognose unter einer konventionellen Chemotherapie. Diese
negative Wirkung ist aufgehoben oder sogar invers unter einer Immunchemotherpie
(Canioni et al., 2008; Taskinen et al., 2007). In der Analyse von Jong et al. zeigte
sich, dass dichte interfollikulare Infiltrate CD-68 positiver Makrophagen mit langerem
progressionsfreiem Uberleben korrelieren unter einer Therapie nach dem CVP-
Protokoll (Cyclophosphamid, Vincristin, Prednisolon) als unter einer Therapie mit
dem Zytostatikum Fludarabin (Jong et al., 2009). Die Therapie nach dem CVP-
Protokoll richtet sich gegen die Tumorzellen, hingegen richten sich das Zytostatikum
Fludarabine gegen Tumorzellen und das Mikroenvironment (de Jong, 2005; Herreros
et al., 2007). Zusammenfassend zeigten die oben genannten Ergebnisse, dass das
Mikroenvironment zum einem die Resonanz des follikularen Lymphoms auf die
Therapie moduliert zum anderen hat die Therapie Einfluss auf das
Mikroenvironment. Auch konnte gezeigt werden, dass Tumor-assoziierte
Makrophagen die Effektivitat von Rituximab modulieren. Es scheint eine positive
Interaktion zwischen Tumor-assoziierten Makrophagen und der Ansprechbarkeit von
Rituximab zu geben (Taskinen et al., 2007). Makrophagen binden therapeutische
Antikorper und funktionieren als Effektoren in der Tumorbekampfung (Minard-Colin et
al., 2008; Pallasch et al., 2014). Vermittelt durch Makrophagen zeigt Rituximab eine
Antikorper-abhangige zellulare Phagozytose (antibody-dependent cellular
phagotytosis (ADCP)) (Manches et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit zeigte sich
ein statistisch signifikanter Anstieg des Makrophagenzellgehaltes in den Rezidivfallen
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im Vergleich zu den Primarfallen. Die meisten follikularen Lymphome zeigen im
Krankheitsverlauf eine kirzere Zeitspanne bis zur Remission und eine abnehmende
Therapiesensibilitat (Johnson et al., 1995; Project, 1997). Versteht man das Rezidiv
des follikularen Lymphoms als ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium, stellt sich die
Frage, warum trotz erh6htem Makrophagenzellgehalt in den Rezidiven die
Therapiesensibilitat des follikularen Lymphoms im Krankheitsverlauf abnimmt. Eine
mogliche Erklarung waren die verschiedenen Makrophagensubpopulationen. Das
Mikroenvironment des Tumors vermittelt den Wechsel des Phanotypus der
Makrophagen von einem proinflammatorisch antitumoralen wirkenden Typ 1 (M1) hin
zu einem antiinflammatorisch tumorférdernden Typ 2 (M2) (Mantovani et al., 2006).
M2 polarisierte Makrophagen spielen eine Rolle in der Tumorprogression. Ein
Zusammenspiel aus intrinsischen Effekten der neoplastischen B-Zellen und dem
Einfluss des Mikroenvironments sind wahrscheinlich Ursache fur die zunehmende
Therapierefrakteritat der Tumore im Krankheitsverlauf. Die jungsten Studien konnten
verdeutlichen, dass die Therapeutika und das nicht neoplastische Begleitinfiltrat des
follikularen Lymphoms untereinander interagieren und sich gegenseitig beeinflussen.
Ferner konnte gezeigt werden, dass die neoplastischen B-Zellen selbst vom
Mikroenvironment beeinflusst werden (Amin et al., 2015; Pandey et al., 2017,
Pangault et al., 2010). Die Anordnung der neoplasischen B-Zellen und der Zellen des
nicht-neoplastischen Begleitinfiltrats scheint dabei nicht spontan zu sein. So konnte
die Studie von Schnotalle et al. belegen, dass die Zellen des nicht-neoplastischen
Begleitinfiltrates Nester bilden. Innerhalb dieser Zellnester finden Interkationen statt.
Diese Zellinteraktionen stellen wiederum mogliche Therapieansatze dar (Schnotalle
et al., 2018).

Ein besseres Verstandnis uber den Einfluss der Therapeutika auf die verschiedenen
Zellen des nicht-neoplastischen Begleitinfiltrates und eine Subtypisierung der Zellen
des nicht-neoplastischen Begleitinfiltrates konnte natzlich sein, um die Zellnischen zu
identifizieren, die maligne B-Zellen vor zytotoxischen Therapien schitzen. Dadurch
konnten Strategien entwickelt werden, die tumorfordernden Zellnischen zu

schwachen und einen Nutzen aus den Zellnischen zu ziehen, die antitumoral wirken.
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5. Zusammenfassung

Das follikulare Lymphom gehért zu den indolenten Lymphomen und stellt in den
westlichen Landern die zweithaufigste Untergruppe der B-Zell-Lymphomen dar
(Swerdlow SH et al., 2008). Das reaktive Keimzentrum wird nicht nur in seiner
Morphologie, Zytologie und in seinem Immunphanotyp vom follikularen Lymphom
nachgeahmt, sondern auch das Mikroenvironment des physiologischen
Keimzentrums wird vom follikularen Lymphom imitiert. Das Mikroenvironment des
follikularen Lymphoms setzt sich aus den gleichen nicht-neoplastischen Zellen
zusammen wie das Mikroenvironment des reaktiven Keimzentrums (Klapper, 2011).
Das nicht-neoplastische Begleitinfiltrat nimmt dabei eine wichtige Rolle in der
Pathogenese des Lymphoms ein. In vorausgegangenen Arbeiten zeigte die
Arbeitsgruppe, dass die Zusammensetzung des nicht-neoplastischen
Begleitinfiltrates mit dem Krankheitsstadium nach Ann-Arbor zum Zeitpunkt der
Diagnose korreliert. In fruhen Stadien, also lokalisierten follikularen Lymphomen,
ahnelt das Mikroenvironment einem physiologischen Keimzentrum, d.h. es zeigt sich
ein hoher Gehalt an follikularen T-Helfer-Zellen und ein niedriger Gehalt an
regulatorischen T-Zellen im Vergleich zu spaten Stadien (Koch et al., 2012). Eine
Evolution des Mikroenvironments im Krankheitsverlauf ware denkbar. Um diese
Annahme zu Uberprufen, wurde in der vorliegenden Arbeit die Zusammensetzung
der nicht-neoplastischen Zellen zum Zeitpunkt der Primardiagnose und zum
Zeitpunkt des Rezidivs verglichen. Zu den untersuchten nicht-neoplastischen Zellen
gehorten PD-1 positive T-Helferzellen, FoxP3 positive T-regulatorische Zellen, CD-21
positive follikulare dendritische Zellen und CD-68 positive Makrophagen. In der
vorliegenden Studie zeigte sich fur jede Zellsubpopulation eine Dynamik in der
Zusammensetzung des Zellgehaltes zwischen Primardiagnose und Rezidiv.
Homogene Veranderungen der T-Zellsubpopulation zwischen Primardiagnose und
Rezidiv konnte nicht gezeigt werden. Eine Ausnahme zeigte sich bei dem Zellgehalt
PD-1 positiver Zellen im interfollikularen Raum. Dieser nahm im Krankheitsverlauf
statistisch signifikant zu. Die Ergebnisse der vorausgegangenen Arbeit von Koch et
al., in der gezeigt werden konnte, dass sich die T-Zellsubpopulationen in
verschiedenen Stadien unterscheiden, konnte in dieser Arbeit, wenn man das
Rezidiv des follikularen Lymphoms als ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium
versteht, nicht reproduziert werden. Der Zellgehalt CD-68 positiver Makrophagen

zeigte einen statistisch signifikanten Anstieg im Krankheitsverlauf. Makrophagen
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spielen eine heterogene Rolle in der Tumorgenese follikularer Lymphome, die auch
von der Therapie abhangt (Ameé-Thomas and Tarte, 2014). Zusatzlich Uben
unterschiedliche Makrophagensubpopulationen verschiedene Funktionen aus. Die
Untersuchung des Makrophagenzellgehaltes im Krankheitsverlauf im
Zusammenhang mit der Therapie und auch der Subtypisierung von Makrophagen
bei Erstdiagnose und Rezidiv konnte weitere Informationen Uber die Biologie des

Krankheitsverlaufes bieten.
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