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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie der Non-Hodgkin-Lymphome

Inzidenz

Die Inzidenz der Non-Hodgkin-Lymphome hat sich in den letzten Jahren in den USA und
Europa stark erhoht, so dal? Weisenburger von einer ,, beginnenden Epidemie* spricht. In den
Jahren zwischen 1973 und 1989 konnte in den USA ein Anstieg um ca. 60% bei einer
jahrlichen Zunahme von ca. 4% registriert werden. Pro Jahr werden ca. 14 Neuerkrankungen
pro 100.000 Einwohner diagnostiziert (Weisenburger DD 1994). Die Inzidenz und die
Verteilung der verschiedenen Lymphomentitéten zeigen geographische Unterschiede. In
Europa variiert die Zahl der Neurerkrankungen pro 100.000 Einwohner zwischen 7,4 in
[talien (Ragusa) und 18,0 in Finnland (Cartwright R, Brincker H et al. 1999). Insgesamt stieg
in Europa vor alem die Inzidenz der Keimzentrumslymphome wie auch hochmaligner
Lymphome an. Der Haufigkeitsgipfel der Non-Hodgkin-Lymphome liegt zwischen dem
fUnften und siebten Lebengahrzehnt, wobei Manner im héheren Lebensalter 1,5 mal haufiger
erkranken als Frauen. AIDS-Patienten haben eine bis zu 1.000-fach erhdhte Inzidenz an

einem Non-Hodgkin-Lymphom zu erkranken (Armitage JO and Dan LL 2001).

Atiologie

Ein erhohtes Risiko an malignen Lymphomen zu erkranken ist nachweislich gegeben bei:
Defektimmunopathien, viralen und bakteriellen Infektionen als Kofaktoren und/oder
AuslOser, Exposition gegenuber spezifischen chemischen Noxen und genetische
Pradispositionen (Bizard F, Dreyfus B et a. 1997; Freedman AS and Nadler LM 1999;
Mueller N 1999; Tavani A, La Vecchia C et a. 2000). Die Hypothese, dass maligne
Lymphome mit bestimmten infektiosen Erkrankungen assoziiert sein konnen, beschrieb
erstmals Dennis Burkitt (Burkitt DP 1969) fir das endemische afrikanische Burkitt-
Lymphom. Seit der Zeit wurden einige Viren und Bakterien ausfindig gemacht, die kausal an
der Lymphomentstehung beteiligt sein konnten (siehe nachste Seite Tabelle 11.1; (Gallo RC
and Wong-Staal F 1982; Armitage JO and Dan LL 2001)).
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Tabelle 11.1: virale/bakterielle Infektionen al's K of aktoren und/oder Ausldser an der
Entstehung maligner Lymphome

Epstein-Barr Virus

HTLV 1
HIV

Hepatitis C-Virus
Humanes Herpes Virus 8

Helicobacter Pylori

Burkitt Lymphom

Extranodales NK/T-Zéell-Lymphom, nasales
M. Hodgkin (?)

Priméres diffus-grof3zelliges B-Zell-NHL des ZNS
Adultes T-Zell-Lymphom/ T-Zell-Leukamie
Diffus-grof3zelliges B-Zell-Lymphom
Burkitt Lymphom

Lymphoplasmozytisches Lymphom
Multizentrische Castleman Krankheit

» Primary effusion lymphom*

MALT Lymphome des Magens

associated tissue; NK: natural killer

ZNS: Zentrales Nervensystem; HTLV: human T cell lymphotropic virus; MALT: mucosa

Mogliche Krankheiten und umweltbedingte Risikofaktoren, die zu einer Erhéhung des
Lymphomrisikos fihren, sind in der Tabelle 11.2 (Armitage JO and Dan LL 2001) aufgefihrt.

Auf wichtige genetische Alterationen wird im Kapitel 1.7 eingegangen.

Tabelle 11.2: Exposition gegentber spezifischen Krankheiten und Umweltfaktoren, dieein
erhohtes Lymphomrisiko bedingen

Erbliche Immundefekte
Ataxiatelangiectasia
Chédiak-Higashi Syndrom
Klinefelter Syndrom
Wiscott-Aldrich Syndrom

Erworbene Stérungen des Immunsystems
| atrogene Immunsuppression

HIV-Infektion

Erworbene Hypogammaglobulindmie

Autoimmunerkrankungen
Rheumatoide Arthritis

Sjorgren Syndrom

Systemischer Lupus erythematodes
Zoliakie

Chemikalien und Medikamente
Phenytoin, Dioxin, Phenoxyherbizide
Radioaktive Strahlung

Zytostatika- und Strahlentherapie
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1.2 Follikuldres Lymphom

Geschichtlicher Uberblick

Das heute unter dem Namen ,follikuldres Lymphom” bekannte Lymphom wurde erstmals
von den beiden Arbeitsgruppen Brill, Baehr, Rosenthal et al. (Brill N, Baehr G et al. 1925)
und Symmers et a. (Symmers D 1927) beschrieben und erhielt nach nach ihnen die
Bezeichnung ,, Brill-Symmers Krankheit®. 1941 lieferte Gall et al. (Gall EA, Morrison HR et
a. 1941) am Massachusetts Hospital erstmalig die morphologischen und klinischen
Eigenschaften des Lymphoms und benannte dieses daraufhin , follikuléres Lymphom®. 1956
untersuchte Rappaport et a. (Rappaport H 1956) die bislang gréfte Serie von 253 Fallen mit
dem Resultat, maligne Lymphome mit follikuldrem Wachstumsmuster anhand histol ogischer
Eigenschaften von der benignen follikuléren Hyperplasie abgrenzen zu kénnen. Zu Beginn
war Rappaport der Auffassung, dal3 die neoplastischen Follikel aus reaktiven Keimzentren
hervorgingen. Spéter bezeichnete er die Bildung follikel-8hnlicher Kndétchen as einen
Imitationsversuch des normalen Gewebemusters. Andere Studien kamen zu &hnlichen
Ergebnissen (Jaffe E, Shevach E et a. 1974; Wranke R and Levy R 1974). Um den
neoplastischen Ursprung der follikel-ahnlichen Knétchen zu betonen, énderte Rappaport die
Terminologie von ,follikular zu ,,nodul&r®. 1975 kamen Lennert et a. (Lennert K 1969;
Lennert K, Mohri N et a. 1975) in ihren Untersuchungen zu dem Ergebnis, dass sich
neoplastische Zellen follikuldrer Lymphome und normale Keimzentrumzellen morphol ogisch
dhnelten. Sie bezeichneten die Zellen des Keimzentrums zunéchst als Germinozyten und
Germinaoblasten, spater als Zentrozyten und Zentroblasten. Folglich wurde der Tumor nach
seinen zytologischen Eigenschaften als ,zentrozytisch-zentroblastisches Lymphom mit
teilweise follikularem Wachstumsmuster beschrieben (Gerard-Marchant R, Hamlin | et al.
1974). Luke und Collins et. a (Lukes RJ and Collins R 1974) machten ahnliche
Beobachtungen in ihren Untersuchungen. Ihrer Auffassung nach sollte die Klassifikation des
Tumors nach dem vorherrschenden Zelltyp erfolgen, der sein biologische Verhalten
bestimmte und nicht nach dem Wachstumsmuster. Ferner konnten Rappaport’s
Beobachtungen durch spétere Studien bestétigt werden (Harris N and Data R 1982; Stein H,
Gerdes J et al. 1982), weshalb in den folgenden Klassifikationen der Term ,,nodul&r* durch
»follikular® ersetzt wurde (Gerard-Marchant R, Hamlin | et al. 1974; Lukes RJ and Collins R
1974; Project 1982; The Non-Hodgkin's Lymphoma Pathologic Classification Project 1982;
HarrisNL, Jaffee ES et a. 1994).
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Synonyme

In der Working Formulation (The Non-Hodgkin's Lymphoma Pathologic Classification
Project 1982) wurde das follikulére Lymphom ,follicular small cleaved bezeichnet, in der
Kiel-Klassifikation (Stansfeld A, Diebold J et al. 1988) ,, zentrozytisch-zentroblastisch®, in der
REAL-Klassifikation (Harris NL, Jaffee ES et al. 1994) , Follikel zentrumzell-Lymphom” und
in der WHO-Klassifikation (HarrisNL, Jaffe E et al. 2000) ,, Follikuldres Lymphom®.

Definition

Das Follikulare Lymphom ist ein indolentes B-Zell-Lymphom der Follikelzentrumzellen,
bestehend aus einer Mischung von Zentrozyten und Zentroblasten (,zentrozytisch-
zentroblastisch*), die das follikuldre Wachstum von normalen Keimzentren imitieren. Die
neopl astischen B-Zellen haben das Keimzentrum biologisch und funktionell durchlaufen. Die
Tumorzellen sind in der immunphéanotypischen Charakterisierung positiv fur CD10, slg und
Bcl-2 und negativ fir CD5 und CD43. Ebenso exprimieren die Lymphomzellen Pan-B-Zéll
assoziierte Antigene (CD19, CD20, CD22, CD79a) und das nukleére Protein Bcl-6 (Cattoretti
G, Chang CC et al. 1995; Pittaluga S, Ayoubi TA et al. 1996). Bei etwa 90 % der Falle findet
sich die chromosomale t(14;18)-Transl okation, durch welche die natirliche Ausschaltung des
Antiapoptose-Gens Bcl-2 verhindert wird und es zu einer Uberexpression des Bcl-2-Proteins

kommt.

Epidemiologie

Im Erwachsenenalter erworbene follikulére Lymphome sind die zweithdufigsten Non-
Hodgkin-Lymphome in den USA (35% aller NHL in den USA, 22% weltweit) (Anon 1997).
In der Gruppe der nicht aggressiven, indolenten Lymphome stellen sie mit 70% die haufigste
Entitét dar (Glass AG, Karnell LH et al. 1997). Es erkranken vornehmlich Erwachsene im
medianen Alter von 60 Jahren. Frauen erkranken 1,7 mal haufiger als Manner (Ratio 1:1,7)
(Anon 1993).

1.2.1 Klinik

Ausbreitung, Metastasierung
Zu den Erstsymptomen zdhlen neben den unspezifischen Symptomen wie Schwéche,
Mudigkeit und Leistungsabfall (sogenannte B-Symptome) zunéchst gut abgrenzbare, spater

meist verbackene asymptomatische Lymphknotenvergrof3erungen zevikaler, thorakaler oder
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abdominaler Lymphknotenstationen. Im fortgeschrittenen Stadium kommt es zu einer
Ausbreitung von Lymphomzellen (z.B. Gastrointestinaltrakt, Milz, Haut, Knochenmark und
weitere Organe) im gesamten Korper. Folglich manifestieren sich follikuldre Lymphome mit
einem vielschichtigen klinischen Erscheinungsbild. Dies kann sich u.a in ener
Organdestruktion, Splenomegalie und einem Knochenmarkbefall widerspiegeln. Bei Non-
Hodgkin-Lymphomen ist die Infiltrationsrate des Knochenmarks abhéngig vom Stadium der
Erkrankung und der Lymphomentitét. Charakteristischerweise steigt die Inzidenz einer KM-
Infiltration mit sinkender Malignitét und liegt bel niedrigmalignen Entitéten zwischen 50%
bis 90% (Morra E, Lazzarino M et al. 1989; McKenna RW 1992) und bei hochmalignen NHL
zwischen 19% und 60% (MorraE, Lazzarino M et al. 1989; Jungja SK, Wolf MM et al. 1990;
McKenna RW 1992). Das follikuléare Lymphom ist ein niedrigmalignes NHL mit indolentem
klinischen Verlauf. Bel Diagnosestellung befinden sich bereits 2/3 der Patienten im klinischen
Stadium 111 und VI mit Infiltration abdominaler, thorakaler Lymphknoten und der Milz. In
40% der Félle ist das Knochenmark durch das Lymphom infiltriert (Anon 1993).

1.2.2 Diagnostik

Allgemein umfasst die Diagnostik von Lymphomen die Erhebung der Anamnese, die
klinische Untersuchung, Laborstatus und Anwendung bildgebender Verfahren.

Die Labordiagnostik umfasst darUberhinaus routinemaldig durchgefihrte
durchfluzytometrische Analysen an Blut und Knochenmark, um eine Ausschwemmung
klonder B-Zellen zu detektieren und Lymphomzellen immunphanotypisch zu
charakterisieren. Far die  morphologische = Knochenmarkdiagnostik ~ werden

Knochenmarkbiopsien aus dem Beckenkamm entnommen.

1.2.3 Klinische Stadieneinteilung

Die initiale Festlegung des klinischen Erkrankungsstadiums definiert den Ausbreitungsgrad
des Lymphoms, nachdem sich die anschlief3ende Therapieplanung und Prognose richtet. Die
Non-Hodgkin-Lymphome werden ahnlich wie das Hodgkin-Lymphom nach der Ann-Arbor-
Klassifikation (Carbone PP, Kaplan HS et a. 1971; Lister TA, Crowther D et al. 1989)
eingeteilt (siehe Anhang: Tabelle VII.1;S. 69). Es gilt die 4-Stadieneinteilung, die sich nach
dem anatomischen Befall richtet (Knochenmark- und diffuser Organbefal bedingen das
fortgeschrittene klinische Stadium 1V), wobel zwischen einem priméa nodalen und primér
extranodalen Befall unterschieden wird. Mit den Suffix ,A* und ,,B* wird das Vorhandensein

von Allgemeinsymptomen erfasst. Auffallend ist, dass jeglicher Befall des Knochenmarks das
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fortgeschrittenste klinische Stadium IV bedingt. Jedoch besitzt die Einteilung nach Ann Arbor
bei Non-Hodgkin-Lymphomen eine geringere prognostische Aussagekraft als beim Hodgkin-
Lymphom (Rosenberg SA 1977). Bessere Aussagen — vor allem fir aggressive NHL - lassen
sich mit dem International Prognostic Index for non-Hodgkin's lymphoma (IPI) (Shipp Ma
1997) treffen, in den funf klinische Risikofaktoren (Alter >60 Jahre, Stadium I11/VI, >1
extranodaler Befall, schlechter Allgemeinzustand, LDH oberer Normalwert) einbezogen
werden. Da der Befall des Knochenmarks auch im 1Pl prognostisch eine wesentliche Rolle
spielt, ist die Beckenkammbiopsie ein wichtiger diagnostischer Bestandteil in der
Staginguntersuchung maligner Non-Hodgkin-Lymphome.

1.3 Therapie

Die Auswahl des Therapieverfahrens bel indolenten niedrig-malignen follikul&ren Non-
Hodgkin-Lymphomen basiert auf einer Vielzahl von Faktoren. Neben dem Alter des
Patienten, dem allgemeinen Gesundheitszustand sowie der Présenz komorbider Erkrankungen
sind in der ersten Linie die Lymphomentitét und das Krankheitsstadium zu berticksichtigen.
Patienten mit follikul&ren Lymphomen in limitierten Stadien (Stadium | oder Il nach Ann
Arbor) werden einer kurativen Strahlentherapie zugefiihrt. Bei fortgeschrittenen follikuléren
Lymphomen (Stadium I11 und IV nach Ann Arbor) wird von einer nicht kurativen Situation
ausgegangen. In diesen Fdlen kommen andere Therapieschemata zum Einsatz u.a
Strahlentherapie, Chemotherapie, ,biologische Therapie® sowie Stammzell- bzw.
Knochenmarktransplantation. Héufig werden diese Behandlungsmethoden miteinander

kombiniert.

1.3.1 Therapie begrenzter Stadien

In einigen Studien (Lawrence TS, Urba WJ et a. 1988; Richards MA, Gregory Wm et al.
1989) konnte bewiesen werden, dass die dlenige Strahlentherapie bei Patienten mit
follikuléren Lymphomen in limitierten Krankheitsstadien eine effiziente Behandlungsmethode
darstellt. Da niedrig-maligne NHL zu frihzeitiger Generalisation neigen, ist eine Indikation
zur aleinigen Strahlentherapie selten gegeben. Nach publizierten Daten kann in limitierten
Stadien follikuldrer Lymphome mit einer Rezidivfreiheit nach 10 Jahren bei ca. 45% bis 55%
der Patienten gerechnet werden (Gospodarowicz MK, Bush RS et al. 1984; Lawrence TS,
Urba WJ et al. 1988). Aufgrund des protrahierten Verlaufs meist Gber mehrere Jahre besteht
nach dieser Zeit das Risiko, an einem Spétrezidiv zu erkranken, weshalb es niemals zu einer

.echten Heilung® kommt. Aktuell wird kontrovers disskutiert, welche Art der
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Strahlentherapie (involved-field bzw. extended-field oder total-nodale irradiation) in
begrenzten Stadien anzuwenden ist. Patienten in frihen Erkrankungsstadien niedrig-maligner
NHL, die keine Bestrahlung aller Lymphknotenstationen des K érpers (sogenannt total-nodale
irradiation (TNI)) erhalten haben, rezidivierten haufiger in Lymphknoten auf}erhalb des
Bestrahlungsfeldes. Deshalb wurde die TNI Strahlentherapie as therapeutisch sinnvoll
angesehen. Auch der alleinige Einsatz einer Chemotherapie oder einer kombinierten
Chemostrahlentherapie hat sich in limitierten Stadien niedrig-maligner NHL nicht bewahrt
(Monfardini S, Banfi A et a. 1980; Castellino RA and Marglin Sl 1982).

1.3.2 Therapie fortgeschrittener Stadien

Bel fortgeschrittenen follikuléren Lymphomen Stadium 111 und 1V nach Ann Arbor wird von
einer nicht-kurativen Situation ausgegangen. Es konnte beobachtet werden ,dass bei ca. 30%
der Patienten mit follikuldaren Lymphomen eine komplette Regression auch ohne Therapie
eintrat (Horning SJ and Rosenberg SA 1984). Folglich scheint der Verzicht auf eine initiale
Therapie oder die Verfolgung der ,watch and wait“-Strategie in einigen Fallen vorteilhaft zu
sein. Insbesondere bei asymptomatischen Patienten konnte durch eine eher abwartende
Strategie unerwiinschte therapeutische Begleiterscheinungen wie eine Myel osuppression oder
die Entstehung von Zweitneoplasien vermieden werden. Ein weiterer Vorteil dieses
Therapieansatzes besteht in der geringeren Selektionierung zytostatikaresistenter Tumorzellen
durch eine behandlungsfreie Zeit, die bel kontinuierlicher M edikamentengabe haufiger auftritt
(Freedman AS and Nadler LM 1999). Jedoch miissen in fortgeschrittenen Stadien haufig
verschiedene Behandlungsmethoden zum Einsatz kommen u.a. Radiotherapie, Chemotherapie
und eine Stammzell- bzw. Knochenmarktranspl antation.

Weitere Therapieoptionen basieren auf der ,,biologischen* Therapie mit Biomodulatoren, wie
z.B. die Interferone, die schon relativ lange bei follikuléren Lymphomen eingesetzt werden
(Neubauer A and Hermann R 1989). Allgemein beruht die Therapie auf der Stimulation des
Immunsystems. Der genaue Wirkmechanismus von Interferon-2-alpha ist derzeit noch
ungeklart. Aufgrund geringer Nebenwirkungen und kurzer Therapiedauer erlangten B-Zell-
spezifische monoklonale Antikorper in der Behandlung follikuldrer Lymphome besondere
Bedeutung. Bereits seit 1980 wurden Patienten mit Antikdrpern gegen das
Oberflachenantigen CD20, welches von ca. 95% der B-Zellen bel NHL-Erkrankungen
exprimiert wird, behandelt (Meeker T, Lowder J et al. 1985; Rankin EM, Hekman A et al.
1985; Press OW, Appelbaum F et al. 1987; Dyer MJS, Hale G et al. 1989; Scheinberg SA,
Straus DJ et al. 1990). Es konnte gezeigt werden, dass Patienten, die eine Monotherapie mit
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Rituximab (anti-CD20 Antikorper) erhielten, in bezug auf die Uberlebens- und
Remissionsrate profitieren (Maloney DG, Grillo-Lopez AJ et al. 1997; Witzig TE, Vukov AM
et a. 2005). Ebenso in der Kombinationstherapie aus CHOP-Schema und Rituximab konnte
eine Verbesserung der Remissionsrate erzielt werden (Czuczman MS, Grillo-Lopez AJ et al.
1999). Zunéchst bleibt die Therapieoption mit B-Zell-spezifischen monoklonalen Antikorpern
jedoch der Rezidivtherapie vorbehalten.

Weitere Therapieansétze fur follikul&re Lymphome mit kurativem Anspruch sind die autologe
bzw. alogene Blutstammzelltransplantation (PBST) und die allogene
Knochenmarktransplatation (KMT). Ihre Verwendung wird zur Zeit innerhalb verschiedenster
klinischer Studien gepruft und bleibt auf weiteres der Rezidivtherapie vorbehalten. Diese
Behandlungsverfahren werden im allgemeinen nach Ganzkorperbestrahlung, hochdosierter

Chemotherapie oder Behandlung mit monoklonalen Antikérpern eingesetzt.

Durch die Natur einer reifenden B-Zelle weist jedes follikuldare NHL einen Idioptyp an
Oberflachenantigenmuster auf, das ein geeignetes Target fur eine Vakzinationstherapie
darstellen konnte (Hsu FJ, Caspar CB et al. 1997). Allerdings sind die verwendeten Antigene
zu schwache Immunogene, weshalb Adjuvanzien (z.B. dendritische Zellen) notwendig
werden, um eine suffiziente Antigenprasentation und Aktivierung des Immunsystems zu
erreichen. Auf Grund der bisher grof3en Anzahl verwendeter Antigene, Adjuvanzien und

Applikationsschemataist die Erstellung eines optimalen Therapieprotokolls nicht moglich.

1.4 Pathologie

1.4.1 Morphologie

Das Wachstumsmuster follikuldrer Lymphome zerstort tellweise oder komplett die
Architektur des Lymphknotens, wobel es versucht die follikuléren Strukturen zu immitieren.
Die runden neoplastischen Infiltrate besitzen ungeféhr die Gréle eines reifen Keimzentrums
und dhneln aktiven hyperplastischen Follikeln. IThre Begrenzung zum interfollikuldren Raum
hin ist eher unscharf. Gewohnlich fehlt ihnen die Mantelzone, welche normalerweise das
reaktive Keimzentrum umgibt. Haufig infiltrieren und obliterieren die malignen Infiltrate
subkapsuldr und medulldr gelegene Sinusoide des Lymphknotens. Zudem werden einzelne
Lymphomzellen in der Lymphknotenkapsel und im extrakapsuldren Gewebe beobachtet.
Durch Expansion der Infiltrate wirkt das kollagenfaserreiche interfollikuldre Gewebe
verdichtet. Besonders in diffus infiltrierten Arealen bilden follikuldre Lymphome vermehrt
Kollagenfasern aus. Die WHO unterscheidet drei Wachstumsmuster, follikular (>75%
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follikul&r), follikular/ diffus (25% bis 75% follikul&r) und diffus (<25% follikul&r). Der Raum
zwischen den Follikeln enthdlt dicht gepackte neoplastische Zentrozyten und viele kleine
Gefél3e, sodal? das histologische Bild dunkler Follikel auf hellem Hintergrund entsteht, was
auch als ,reverse pattern* bezeichnet wird.

Das zytologische Bild zeigt eine Mischung von Zentrozyten und Zentroblasten, wobei die
zytische Zellkomponente dominiert. Zentrozyten (cleaved FCC) sind kleine bis mittelgrof3e
Lymphozyten, mit irregulér geformtem Zellkern, einzelnen Nukleoli sowie aufgelockertem
Kernchromatin und wenig blassem Zytoplasma. Zentroblasten (noncleaved FCC) sind 3x so
grof3 wie kleine Lymphozyten mit rundem bzw. ovalem Zellkern, der ein helles Zentrum und
peripher kondensiertes Kernchromatin aufweist. Nahe der Kernmembran sind ein bis drei
basophile Nukleoli zu finden. Der Zytoplasmasaum ist duf3erst schmal und in der Giemsa

Farbung intensiv blau.

Follikuldare Lymphome werden nach der absoluten Anzahl eingestreuter Zentroblasten
innerhalb mehrerer neoplastischer Follikel in der 40-fachen Vergrof3erung (,high power
field*) nach der Methode von Mann und Berard (Mann RB and Berard CW 1983; Metter GR,
Nathwani BN et al. 1985; Nathwani BN, Metter GR et a. 1986) in drei zytologische
Malignitatsgrade eingeteilt: Grad I: 0-5 Zentroblasten/hpf; Grad 11: 6-15 Zentroblasten/hpf;
Grad 11 (a/lb): >15 Zentroblasten/hpf.

In 80% der Falle liegt ein Grad |- und Grad 1l Lymphom vor (Harris NL and Ferry JA 2001),
wobei sich die einzelnen Grade in ihrer zellul&ren Zusammensetzung unterscheiden. Grad |
besteht vorwiegend aus kleinen Zentrozyten, Grad |1 aus einer Mischung von Zentrozyten und
Zentroblasten und Grad 1l Uberwiegend aus grofen Zentroblasten. Da sich follikulére
Lymphome mit Uberwiegend soliden zentroblastischen Infiltraten in ihrem biologischen
Verhaten von follikuldren Lymphomen mit gemischter zentrozytische-zentroblastischer
Zellkomponente unterscheiden, empfielt die WHO eine weitere Unterteilung von Grad I11 in
Grad llla mit mehr as >15 Zentroblasten/hpf einschliefdich zentrozytischer Zellkomponente
und I11b mit ausschliefdlich soliden zentroblastischen Infiltraten (Ott G, Katzenberger T et al.
2002).

1.4.2 Morphologie im Knochenmark

In fortgeschrittenen Erkrankungsstadien maligner Non-Hodgkin-Lymphome kommt es zu
einem dissiminierten Organbefall durch Lymphomzellen im gesamten Koérper. Bei Befall des
Knochenmarks durch ein Non-Hodgkin-Lymphom lassen sich funf unterschiedliche
Infiltrationsmuster voneinander abgrenzen (foka paratrabekuldr, fokal nonparatrabekulér,
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diffus interstitiell, diffus solide, sinusoidal/intravaskulér), die auch in gemischter Form
auftreten konnen. Ferner findet sich im Bereich der Infiltrate eine vermehrte Retikulinfibrose,

die den Nachweis von Lymphomzellen erschweren kann.

Die Tumorzellen zeigen in der Immunhistochemie eine Positivitét fur B-Zell-Marker (z.B.

CD20) ebenso fur Marker des lymphatischen Priméartumors.

1.4.3 Morphologische Diskordanz im Lymphknoten und Knochenmark

Bel dissminierten Non-Hodgkin-Lymphomen mit Befall des Knochenmarks weisen die
Infiltrate im Mark in der Regel eine Zytologie auf, die an die Morphologie des nodalen bzw.
extranodalen Tumorgewebes erinnert. Dieses wird al's konkordante Infiltration bezeichnet. Bel
follikuléaren Lymphomen finden sich vorwiegend kleinzellige lymphoide Zellpopulationen,
welche endostal entlang der trabekuldren Strukturen wachsen. In den Infiltraten diffus-
grof3zelliger Lymphome dominieren Zentro- und Immunoblasten im zytologischen Bild. Bei
9% bis 40% der Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen findet sich eine voneinander
abweichende Lymphknoten- und Knochenmarkhistologie. Vor allem follikuldre Lymphome
und diffus-grof3zellige B-Zell-Lymphome zeigen im Knochenmark oftmals eine vom
Priméarbefund (z.B. im Lymphknoten) abweichende bzw. diskordante Zytologie der
Infiltratzellen (Foucar K, McKenna RW et a. 1982; Bartl R, Hansmann ML et al. 1988;
Fisher DE, Jacobson JO et al. 1989; Colan MG, Bast M et al. 1990; Kluin Pm, van Kierken
JH et a. 1990). Bei einem typisch diskordanten Befall des Knochenmarks sind die Infiltrate
im Mark haufig kleinzellig und @neln morphologisch einem niedrig-malignen Non-Hodgkin-
Lymphom im Gegensatz zur grof3zelligen Zytologie im extramedullaren Tumorgewebe
(Hodges GF, Lenhardt TM et al. 1994). Die klinische Bedeutung des diskordanten
Knochenmarkbefalls bei Non-Hodgkin-Lymphomen ist bislang nicht eindeutig geklart.

1.5 Wichtige Differentialdiagnose

1.5.1 ,,Lymphoide Zellinfiltrate* im Knochenmark

Foka lymphoide Infiltrate im Knochenmark sind in der Routinediagnostik hamatol ogischer
Erkrankungen ein haufiger Befund, und ihre Einordnung bereitet immer wieder
Schwierigkeiten. Nach einigen Studienergebnissen sollen sie in Abhangigkeit von Alter und
Geschlecht der Patienten in bis zu 50% aller Knochenmarkbiopsien vorkommen (Jones SE,
Rosenberg SA et a. 1972; Dick F, Bloomfield CD et a. 1974; Rywlin AM and Ortega RS
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1974; Rywlin A 1976; Stein RS, Ultmann JE et a. 1976; Mead GM, Hyun BH et al. 1977,
Kemona A, Sulik M et al. 1989; Lui PI, Takanari H et a. 1989). Ihr Auftreten im hoheren
Lebensalter ist Uberwiegend ohne klinische Bedeutung, wahrend sie bei jlingeren Patienten
vermehrt mit entzindlichen Prozessen, Erkrankungen des Immunsystems oder Tumoren
(Lymphomen) assoziiert werden. Auch Knochenmarkproben Gesunder konnen reaktive
lymphozytére Infiltrate aufweisen, weshalb ihre biologische Wertigkeit bislang nicht
eindeutig geklart ist (Thiele J 1995). Die Literatur unterscheidet nach dem morpholgischen
Erscheinungsbild einzelne Subtypen von benignen lymphozytéren Lasionen. Alle kdnnen ein
malignes Lymphom imitieren (Kroft SH and McKenna RW 2001). Folglich kann die
Abgrenzung neoplastischer Infiltrate von benignen reaktiven lymphoiden Infiltraten (auch
atypisch reaktive Infiltrate genannt) schwierig sein. Bel mehr als 30% aller Non-Hodgkin-
Lymphome wird ein herdformiger Befall des Markorgans beobachtet (Colan MG, Bast M et
al. 1990). Vor alem die kleinzellige Morphologie niedrig-maligner B-Zell-Lymphome |&sst
sich oft nur schwer von reaktiven Infiltraten unterscheiden. Um einen Knochenmarkbefall
durch niedrig-maligne Non-Hodgkin-Lymphome eindeutig von reaktiv lymphoiden Infiltraten
unterscheiden zu konnen, wurde eine Vielzahl an morphologischen Kriterien aufgefihrt
(Thiele J 1995; Thiele J, Zirbes TK et a. 1999). Reaktive Infiltrate sind relativ scharf
begrenzt, neigen kaum zur Fibrosierung und sind unter Aussparung der paratrabekul&ren Zone
zentral-perivaskuldr gelegen. Immunhistochemisch findet sich eine Mischpopulation von
kleinen B- und T-Lymphozyten. In unklaren Féllen ermdglichen Mikrodessektion und
mol ekularpathol ogische Klonalitatsuntersuchungen des Immunglobulin-Schwere-K etten-Gen-
Rearrangements (IgH-Rearrangements) monoklonale lymphoide Infiltrate von reaktiven
L&sionen zu unterscheiden (Kremer M, Cabras AD et al. 2000).

1.6 Immunphéanotypisierung

Die Immunophanotypisierung ist eine Methode der Zellcharakterisierung durch den Nachwel's
von Antigenstrukturen. Haufig ist eine genaue Klassifizierung maligner Lymphome bzw.
Abgrenzung von verwandten Entitdten nur anhand des Expressionsmusters von
Oberflachenantigenen neoplastischer Zellen méglich (Immunophanotypisierung). Wahrend
der Zellreifung unterliegt die B-Zelle Verénderungen hinsichtlich ihrer Morphologie und ihres
Oberflachenantigenmusters, weshalb neoplastischen Zellen je nach Reifestadium durch ein
spezifisches Oberflachenantigenmuster charakterisiert sind. In Leukozytenworkshops wurden

die Antigenstrukturen einem Cluster von Differenzierungsantigenen (Cluster of
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Differentiation, CD) und einer bestimmten Nummer zugeordnet. Antikorper, die die gleichen

Antigene erkennen, werden danach einem Cluster zugeordnet.

Kleinzellige Lymphome wie das follikul&re Lymphom (FL), Mantelzell-Lymphom (MCL),
das nodale und extranodale bzw. splenische Marginalzonen-B-Zell-Lymphom sowie die
chronische lymphatische Leukémie vom B-Zell-Typ (CLL/SLL) stammen von B-Zellen
unterschiedlicher Differenzierungsstadien ab und lassen sich anhand immunhistochemischer
Farbungen sowie durchfluRzytometrischer Analysen phénotypisch differenzieren. Zur ndheren
Spezifizierung der genannten Lymphome eignen sich neben Pan-B-Zellmarkern (CD19,
CD20, CD22 und CD79a) zusétzlich Kombinationen von CD5, CD10 und CD23.

Follikulére Lymphome sind stark positiv fur CD19, CD20, CD10 sowie negativ fur CD5,
CD23 und CD43. Marginazonen-B-Zell-Lymphome (nodal, extranodal und splenisch)
exprimieren weder CD10 noch CD23.

1.6.1 Immunhistochemische Marker

CD3

CD3 ist ein Oberflachenprotein auf reifen T-Zellen und assoziiert mit dem T-Zellrezeptor.
Seine Funktion besteht in der SignalUbertragung in das Zellinnere Gber eine Tyrosinkinase.
Unreife T-Zellen, bei denen noch keine Genrearrangement beziglich des T-Zellrezeptors
stattgefunden hat, exprimieren CD3 zuerst intrazytoplasmatisch und in spéteren Stadien
membranstandig (Swerdlow SH, Angermeier PA et al. 1988). Eine CD3 Positivitét in der
immunhistochemischen Farbung ist sehr spezifisch fur T-Zellen und T-Zell Lymphome.
Weiter wird das CD3-Antigen zur Differenzierung neoplastischer B-Zell-Infiltrate gegentiber
gutartigen reaktiven Zellinfiltraten (sogennante atypische lymphoide Infiltrate, ALI) im
Knochenmark verwendet (Thiele J, Zirbes TK et al. 1999).

CD10

CD10, eine Zink enthaltende Endopeptidase der Zellmembran, ist ein tumorunspezifisches
Antigen, das as erstes auf Zellen akuter lymphatischer Leukdmien nachgewiesen wurde und
auch unter dem Namen ,,common acute lymphoblastic leukemia antigen (CALLA)" bekannt
ist. CD10 wird von normalen friihen lymphatischen B-V orléuferzellen des Knochenmarks und
B-Zellen des Kemzentrums exprimiert. Ebenso tragen Fibroblasten, neutrophile

Granulozyten und verschiedene Birstensaumepithelien das Antigen auf ihrer Zelloberfléache.
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Follikuldre Lymphome exprimieren CD10 in ca. 60% und diffus-grof3zellige B-Zell-
Lymphomein ca. 25% der Félle (Kaufmann O, Flath B et al. 1999).

CD20

CD20, ein membranstéandiges Phosphoprotein, ist auf B-Zellen vorhanden und vermittelt die
B-Zellaktivierung. Das Antigen wird ab dem Pr&B-Zellstadium bis hin zur reifen B-Zelle
exprimiert und verschwindet vor der Differenzierung zur Plasmazelle. Eine starke Expression
des CD20-Antigens lasst sich insbesondere auf reifen B-Zellen nachweisen.
Immunhistochemisch exprimieren 95% aller B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome und 92% aller
noduléren lymphozytenreichen Hodgkin-Lymphome das CD20-Oberflachenantigen. In einer
Studie von Schmid et a. (Schmid C, Pan L et a. 1991) zeigten 87% der Reed-Sternberg
Zellen eine Positivitdt fir mindestens einen der angewandten Pan-B-Zellmarker u.a. fir
CD20. B-Zell Neoplasien, die von Plasmazellen abstammen, wie Multiple Myelome, sind in
der Regel CD20 negativ.

1.7 Wichtige genetische Alterationen beim Follikularen Lymphom

1.7.1 Bcl-2

Allgemeines

Das Bcl-2 (,B-cell lymphoma 2°) Gen ist ein menschliches Protoonkogen und auf
Chromosom 18 lokalisiert. Bcl-2 kodiert fur ein Protein, das wahrend der Ontogenese der
Follikelzentrumszellen eine wichtige anti- apoptotische Funktion auslbt. Das Protein ist ein
integrales Membranprotein des endoplasmatischen Retikulums und der Kern- bzw.
Mitochondrienmembran. Physiologisch wird Bcl-2 in Follikelzentrumszellen als Schutz vor
Apoptose bel Kontakt zum spezifischen Antigen exprimiert. In Zellen, die mit keinem
passenden Antigen reagieren, wird Bcl-2 anschlieRend herunterreguliert und somit der

programmierte Zelltod ausgel st.

Die haufigste chromosomale Translokation, die das Bcl-2 Gen betrifft, ist die t(14;18)
(932;921) —Trandokation. Sie ist bei 70% bis 95% der follikuléren Lymphome nachweisbar
und von prognostischer Bedeutung (Horsman DE, Coupland RW et al. 1995; Lopez-
Guillermo A, Cabanillas F et al. 1999). Ferner wird die t(14;18) in 12% bis 38% der diffus-
grof3zelligen B-Zell-Lymphome detektiert. Durch die Translokation gerét das Bcl-2 Gen unter

die Transkriptionskontrolle des Immunglobulin-Schwere-Ketten-Gens auf Chromosom 14,
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wodurch es zu einer verstarkten Expression des Bcl-2 Proteins und Blockade der Apoptose
kommt (Korsmeyer § 1992; Korsmeyer § 1999; Swerdlow SH 1999). In der Folge
proliferiert die betroffene Zelle. Allerdings wurden t(14;18) positive Zellen auch bei gesunden
Personen nachgewiesen, weshalb es wahrscheinlich weiterer Stimuli zur Entstehung eines
Lymphoms bedarf (Limpens J, de Jong D et a. 1991; Limpens J, Stad R et a. 1995;
Panayiotidis P and Kotsi P 1999). Seltene Variante ist die Translokation t(2;18)(p11;921), die
das Bcl-2 Gen unter die Transkriptionskontrolle des Immunglobulin-Leichte-K etten-Gen auf

Chromosom 2 bringt.

Bcl-2 Immunhistochemie

Das Bcl-2-Protein wird normalerweise in runenden B- und T-Lymphozyten exprimiert. Die
B-Zellen des reaktiven Keimzentrums sind in der Regel Bcl-2 negativ und lassen sich
immunhistologisch nicht anféarben. Eine Bcl-2 Expression bei follikuléaren Lymphomen mit
Grad | betragt nahezu 100% bis zu 75% bei Grad I1l (Lai R, Arber DA et a. 1998). Ferner
findet sich eine Positivitét in bis zu 72% der diffus-grof3zelligen B-Zell-Lymphome (Gelb AB,
Rouse RV et al. 1994; Wang T, LasotaJ et al. 1995; La R, Arber DA et al. 1998).

1.7.2 Bcl-6

Allgemeines

Das Bcl-6-Protein ist ein POZ/ Zinkfinger-Transkriptions-Repressor-Protein, welches selektiv
in B-Zellen des Keimzentrums exprimiert wird. Das Protein spielt wahrscheinlich eine
wichtige Rolle in der Bildung und Funktion von Keimzentren. Ein Bcl-6 Gen-Rearrangement
wurde in 6% bis 14% follikul&rer Lymphome und in 28% bis 35% der diffus-grof3zelligen
Lymphome beobachtet (Ohno H and Fukuhara S 1997). Fir Bcl-6 besteht &hnlich wie fir Bcl-
2 keine Assoziation zwischen der Expression des Proteins und einem Gen-Rearrangement.
Eine fehlende Bcl-6 Expression wurde bel unreifen B-Zellen und Plasmazellen gefunden
(Cattoretti G, Chang CC et al. 1995).

Bcl-6: Immunhistochemie

Fir B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome, die von B-Zellen des Keimzentrums abstammen, kann
der Nachweis einer Bcl-6 Expression differentialdiagnostisch ein wichtiger Marker sein
(Dogan A, Bagdi E et al. 2000).
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1.8 Untersuchungsmethoden zum Nachweis von Lymphomzellen im
Knochenmark

1.8.1 Morphologische Knochenmarkdiagnostik

Die Indikation zur Knochenmarkuntersuchung liefert in der Regel der klinische Befund in
Verbindung mit Verédnderungen des Blutbildes und des Blutausstrichs. Die Standardmethode
zum Nachweis einer Infiltration des Knochenmarks durch ein Non-Hodgkin-Lymphom ist die
morphologische Beurteilung der Beckenkammbiopsie. Durch Punktion der Spina iliaca
superior werden die Knochenmarkproben gewonnen und zunéchst Uber mehrere Stunden in
einer Formaldehyd-L 6sung fixiert. Danach folgt eine Entkalkung der Proben mittels EDTA
(Ethylen-diamin-tetraessigsaure) Uber ein bis zwei Tage. Es folgt die Einbettung inParaffin
und die Herstellung mehrerer Gewebeschnitte. Danach konnen mit Hilfe eines
Lichtmikroskops die Knochenmarkstanzen histologisch und zytologisch auf ene
Lymphominfiltation untersucht werden. Unregelméaidig geformte, zumeist fokal paratrabekul &
oder diffus im Markraum lokalisierte Infiltrate mit atypischer Lymphozytenmorphologie
sowie vermehrter retikuldrer Fibrose sind verdachtig oder der Beweis fir eine
Knochenmarkinfiltration. Zur Komplettierung der KM-Untersuchung wird die

Lymphozytenzahl und der Blastenanteil im Knochenmark bestimmt.

Zudem konnte mit der Weiterentwicklung immunhistochemischer Methoden die Aussagekraft
der Stanzbiopsie erhoht werden (Thaler J, Dietze O et a. 1991; Kreft A, Busche G et a. 1997,
Pezzella F, Munson PJ et a. 2000). Vortell der immunhistochemischen Féarbemethode ist
neben der einfachen Durchfihrbarkeit die gleichzeitige Auswertung histo- und
zytomorphologischer Eigenschaften sowie immunologischer Charakteristika. Als alleinige
diagnostische Methode ist sie jedoch nicht geeignet (Hanson CA, Kurtin PJ et a. 1999).
Nachteilig wirkt sich die Fixierung in Formaldehyd auf das Knochenmarkgewebe aus, das
bevorzugt mit Seitengruppen von Proteinen (Aminogruppen, OH-Gruppen) reagiert und zu
einer Vernetzung und Denaturierung der Proteine fuhrt. Das in seiner chemischen und

mechanischen Stabilitét verénderte Gewebe besitzt eine herabgesetzte Immunreaktivitét.

1.8.2 DurchfluRzytometrie

Die DurchfluBzytometrie ist eine moderne Analysemethode mit einem breiten
Einsatzspektrum. Die Bestimmung einer Vielzahl von einzelnen Parametern als auch die
K ombination verschiedener Messungen ermdglicht einen schnellen Uberblick tiber bestimmte

ZdllIfunktionszustande. Mit Hilfe der computergesteuerten Durchfluldzytometrie kdnnen
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zahlreiche Oberflachen- und intrazelluléare Antigene von Zellsuspensionen hamatol ogischer
Neoplasien ndher analysiert werden (Groenevelden K, te Marvelde JG et al. 1996). Vorteile
bestehen in einer raschen Analyse einer Vielzahl von Einzelzellen (bis zu 10000 Zellen in
wenigen Sekunden) bei gleichzeitiger Erfassung der Zellgrofe, der Granularitdt sowie
mehrerer Fluoreszenzmarkierungen und der statistischen Auswertbarkeit der gewonnenen
Daten zu jedem spéateren Zeitpunkt. Die besseren Bedingungen fir die Standardisierung der
Methodik erzielen eine wesentlich préazisere und objektivere Immunophanotypisierung as mit
dem Immunfloureszenzmikroskop am histol ogischen Schnittpréparat. Die genannten Vorzlige
der Durchfluf3zytometrie begriinden die Anwendung in der Diagnostik akuter und chronischer
Leukdmien (Tabakhi A, Edinger M et a. 1996; Di Giuseppe JA and Borowitz MJ 1998)
sowie maligner Non-Hodgkin-Lymphome. Im Allgemeinen basiert die Erfassung und
Typisierung maligner Non-Hodgkin-Lymphome auf der Bestimmung der Linienzugehdrigkeit
und des Reifestadiums der Lymphomzellen. Bei B-Zell-Lymphomen ermdglicht die Analyse
der Leichtkettenrestriktion den Nachweis einer Klonalitét, wahrend T-Zell-Lymphome durch
ein aberrantes Antigenmuster detektiert werden konnen (Rothe G and Schmitz G 1996).

Speziell in der Diagnostik von Lymphomen der B-Zellinie nutzt die Durchfluf3zytometrie den
Verlust bzw. das Auftreten von Differenzierungsantigenen (CD-Nomenklatur) wahrend des
Reifeprozesses zur Abgrenzung der einzelnen Lymphomentitéten (Drexler HG and Minowada
J 1998). Durch die Verfigung eines grofen Antikorperpanels zur Immunphanotypisierung
und anhand der Lichtstreuungs-Eigenschaften wird versucht, maligne Zellpopulationen und
ihre Subpopulationen ndher zu charakterisieren. Auf dieser Basis konnte einer Vielzahl von
Lymphomsubtypen ein charakteristisches Antigenmuster zugeordnet werden. Die wesentliche
Nachteile der FACS-Analyse gegentiber der morphologischen Knochenmarkdiagnostik liegen
in der fehlenden Darstellbarkeit des tumerdsen Gewebeverbandes. Ferner kdnnen eine
Vielzahl technischer und biologischer Storgrofien die Messergebnisse unginstig beeinflussen
und mdglicherweise zu falsch negativen Ergebnissen fihren (siehe néchste Seite Tabelle 11.3,
(Rothe G and Schmitz G 1996; Sun T 2002)). Zur Zeit werden Untersuchungen hinsichtlich
der diagnostischen Aussagekraft der durchfluRzytometrischen Methode im Vergleich zur
herkdbmmlichen Beckenkammbiopsie kontrovers diskutiert (Tabakhi A, Edinger M et al.
1996; Naugthon MJ, Hess Jl et al. 1998; Auer | and Luider J 1999; Duggan PR, Easton D et
al. 2000; Siebert JD, Weeks LM et al. 2000; Stacchini A, Demurtas A et al. 2003).
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Tabelle 11.3: Technische und biologische Storgrofden in der Durchflul3zytometrie

Technische StérgrofRen
Autofluoreszenz
unspezifische Bindungen
Verstarkerrauschen
freles Fluorochrom
Energietransfer

V erunreinigungen
Reagenszerfall

Biologische StérgrofRRen

Polymorphismus

Autoantikorper

Kompitetion mit physiologischen Liganden
sterische Bindung der Epitope

pH-Wert

Terti&rstruktur

Proliferation

Capping

Shedding

20
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Das Follikulgre Lymphom ist ein indolentes B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom der
Follikelzentrumzellen. In der Gruppe der niedrig-malignen Lymphome stellt es mit 70% die
haufigste Entitdt dar (Glass AG, Karnell LH et al. 1997). Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
prasentieren sich Patienten haufig in fortgeschrittenen Stadien mit z.T. ausgedehnter
Knochenmarkinfiltration. Der initiale Nachweis einer Beteiligung des Knochenmarks hat
wesentlichen Einflul? auf das weitere therapeutische Vorgehen und die Prognose, da Patienten
in limitierten Stadien (Stadium | und I1) einer kurativen Strahlentherapie zugefihrt werden
konnen, hingegen in fortgeschrittenen Stadien (z.B. Stadium V) eine nicht kurative Situation

vorliegt. In diesem Zusammenhang ist eine exakte Ausbreitungsdiagnostik unerl&glich.

Der Goldstandard zum Nachweis eines Lymphombefalls im Knochenmark ist nach wie vor
die morphologische Beurteilung der Beckenkammbiopsie. Mehrere Publikationen bestétigen
die Uberlegenheit der histologischen Auswertung von Knochenmarkbiopsien gegeniiber der
zytomorphologischen Auswertung von Knochenmarkaspiraten beziiglich der Fragestellung
nach einer Knochenmarkinfiltration (Liao KT 1971; Jones SE, Rosenberg SA et al. 1972,
Brunning RD, Bloomfield CD et a. 1975; Coller BS, Chabner BA et al. 1977; Gunther C,
Helbig W et a. 1982; Haddy TB, Parker Rl et a. 1989; De Wolf-Peeters C 1991). Nur
einzelne Untersuchungen beschédftigen sich mit der simultanen Anwendung der
Durchfluf3zytometrie und Knochenmarkbiopsie in Staginguntersuchungen maligner Non-
Hodgkin-Lymphome (Naugthon MJ, Hess Jl et al. 1998; Duggan PR, Easton D et a. 2000;
Palacio C, Acebedo G et a. 2001; Stacchini A, Demurtas A et a. 2003). Die Autoren
kommen dabel Uberwiegend zu der Auffassung, dass routinemdldig eingesetzte
durchfluRzytometrische Analysen zum Nachweis einer Knochenmarkinfiltration durch ein
Lymphom von geringer Bedeutung sind. In den Studien wird immer wieder ein Anteil
durchfluzytometrisch nicht erfasster Lymphominfiltrate bel morhologisch eindeutig
positivem Befund angegeben. Diese diagnostische Diskordanz ist in der Literatur mehrfach
beschrieben und insbesondere fir den follikuldren Subtyp der Non-Hodgkin-Lymphome
belegt (Duggan PR, Easton D et a. 2000). Als mdgliche Ursache fir falsch-negative Befunde
wird das paratrabekuldre Wachstumsmuster mit intrafokaler Fibrose angefihrt, was einer
Agpiration  neoplastischer ~ Zellen  entgegenwirkt.  Zudem  fuhren  spezielle
Anreicherungsmethoden wie die Dichtegradientenzentrifugation zu Zellverlusten (Naugthon
MJ, Hess Jl et al. 1998).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Evaluierung der diagnostischen Wertigkeit der

Durchfluzytometrie im Vergleich zur herkdbmmlichen Knochenmarkbiopsie in der
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Staginguntersuchung des Follikuldren Lymphoms. In diesem Zusammenhang ergaben sich
folgende Fragestellungen:

1. Ist die morphologische Beurteilung der Knochenmarkbiopsie nach wie vor der
Goldstandard in der Staginguntersuchung follikulérer Lymphome?

2. Erhohen zusétzlich durchgefihrte immunhistologische Untersuchungen bei einer

minimalen Knochenmarkinfiltration die diagnostische Treffsicherheit?

3. Ist die DurchflulRzytometrie eine geeignete Untersuchungsmethode in der

Ausbreitungsdiagnostik des Follikuldaren Lymphom?
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3 Material und Methoden

3.1 Herkunft und Sammlung des Materials

Fir die retrospektive Studie wurden die Patientendaten aus dem Archivregister (PAS-System)
des Instituts fur Pathologie und pathologische Anatomie des Klinikums rechts der Isar der
Technischen Universitdt Minchen der Jahre 1998 bis 2003 verwendet. Um die Diagnose eines
follikuléaren Lymphoms zu verifizieren, wurden zunéchst die Patienten ermittelt, die ein
extramedulldres nodales follikulares Lymphom zeigten. Anschlieffend wurden die
Patientendaten auf eine Knochenmarksinfiltration hin durchgesehen.

Zu jedem Patienten stellte der Hamatologe (Dr. B. Schmidt) seine durchfluf3zytometrischen
Ergebnisse aus den Knochenmarksaspiraten zur Verfligung.

Die Gewebebl6cke und —schnitte der betreffenden Félle wurden aus dem Archiv des Instituts
fur Pathologie und pathologischen Anatomie herausgesucht. Alle Schnittpréparate wurden
von zwel Pathologen ( Prof. F. Fend und Dr. M. Kremer) beurteilt und nach der WHO-
Klassifikation evaluiert und falls notwendig reklassifiziert. Anschlief3end wurden alle
klinischen Unterlagen der untersuchten Falle nach relevanten Daten zu Diagnose und
Behandlung katalogisiert. Besondere Beachtung fanden dabei die durchflul3zytometrischen
Ergebnisse der untersuchten Knochenmarkaspirate.

3.2 Histologie und Immunhistochemie

3.2.1 Herstellung der Praparate

Fir die morphologische Knochenmarkdiagnostik werden in einer Sitzung die Biopsate und
Aspirate in Jamshidi-Technik durch Punktion der Spina iliaca posterior superior gewonnen.
Die entnommenen Knochenmarkbiopsien wurden z.T. in 1% Formadehyd/ 0,5%
Glutaraldehyd (pH 7,4) und z.T. in 10%-igem Formalin Uber 24 Stunden fixiert, 48 Stunden
lang in gepufferten NaEDTA (pH 7,0) entkalkt und in Paraffin eingebettet. Zur
Primérdiagnose dienten histolologische Standard-Farbungen wie HE, Giemsa, PAS,
Naphthol-AS-D-Chloroacetatesterase  und  Gomori  sowie  immunhistochemische
Untersuchungen. Die Gewebeblocke wurden im Institut  far Pathologie des

Forschungszentrums fur Umwelt und Gesundheit (GSF), Oberschleitheim in Serie
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geschnitten (Dicke: 1-2 um) und auf silanisierte Glasobjektréger (Lange:76 mm, Breite: 34
mm, Dicke: 0,17 mm) aufgebracht.

Immunhistochemie
Alle Knochenmarkstrepanate wurden immunhistochemisch mit CD20 (Klon L27, 1:200,
Dako Cytomation, Copenhagen, Denmark), CD3 (polyklonal, 1:200, Dako Cytomation,
Copenhagen, Denmark) und CD10 (Klon 56C6, 1:50, Novocastra, Newcastel, United
Kingdom) gefarbt.

3.2.2 Durchfuhrung der Immunhistochemie

Die Schnitte wurden nach folgendem Protokol | entparaffiniert:

2 x 5 Minuten in jeweils frischem Xylol

2 x 5 Minuten in 100% Ethanol

1 Minute in 100% Ethanol

2x 1 Minutein jewells 96% Ethanol

1 Minute in 80% Ethanol

3 Minuten Waschen in flief3endem Wasser

o g~ w D

Waéhrend des Entparaffinierens wurde der Puffer fir den néchsten Schritt (Kochen der
Schnitte in der Mikrowelle) hergestellt. Pro Arbeitstag wurden 1,5 Liter eines 10 mM
Citratpuffers (0,01mol/l, PH= 6) eingesetzt. Die genaue Anleitung zur Herstellung der Losung
ist im Anhang (Abschnitt 7.2; S. 70) aufgefihrt.

In den Versuchsreihen kam die Antigenwiederherstellungsmethode (,, antigen retrieval™) durch
Erhitzen zum Einsatz. Das Formalin, das zur Fixierung der Préparate eingesetzt wurde, fuhrt
zu einer Vernetzung der Proteine des Gewebes untereinander. Kochen bei ausreichend hoher
Temperatur bewirkt die Ldsung dieser Proteinvernetzungen und eine verbesserte
Immunreaktivitét.

Die paraffinfreien Schnitte wurden in Glasschaukeln in einem fur die Mikrowelle geeignetem
Schnellkochtopf platziert. Der Topf wurde mit den vorbereiteten 1,5 Liter Citratpuffer
aufgeflllt und die paraffinfreien Schnittpraparate fur 40 Minuten auf 800 Watt in der
Mikrowelle gekocht. Nach dem Kochen wurde der Druck abgelassen und die Objektréger
sofort in 20°C TBS (,tris-puffered saline”: genaue Zusammensetzung: siehe Anhang,
Abschnitt 7.2, S. 70) mit 3% Ziegenserum (Sigma, Deisenhofen) tberfuhrt und fir mindesten
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20 Minuten inkubiert. Das Ziegenserum blockiert unspezifische Bindungen des Gewebes,

sodass sich der Antikérper nur an die gewtinschten Bindungen anheften kann.

Im néchsten Arbeitsschritt wurde der Antikorper nach Vorschrift mit Diluent (Dako,

K openhagen, Danemark) verdinnt und in bendtigter Menge bereitgestellt.

Es wurden folgende Verdiinnungsstufen und Positivkontrollen verwendet:

Antikorper Verdinnung Positivkontrolle
CD20 1:500 Tonsille
CD3 1:200 Tonsllle
CD10 1:100 Tonsllle

Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei Raumtemperatur. Die weiteren Schritte — sekundarer
Antikorper, Avidin-Biotin Komplex (ABC) (vgl. Abb. 111.1), Farbentwicklung und
Gegenfarbung — erfolgten automatisiert in einem ,,Immunostainer” (Ventana Medical Systems
linc., Tucson, AZ, USA) geméald dem fur den jeweiligen Antikorper notwendigen Programm.
Zum Abschluf® wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert (1 x 80%,
2 X 96%, 2 x 100% Ethanol, 2 x Xylol), eingedeckelt und getrocknet.

t ¥
A& A

A N A N
Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3

Abb. I11.1: Bei der LAB/LSAB-Methode (Labeled (Strept) Avidin-Biotin-Methode) bedient
man sich der Affinitat von Avidin zu Biotin (Avidin-Biotin Komplex (ABC)).

Avidin ist ein aus Huhnereiwel 3 gewonnenes tetrameres Glykoprotein (Molekulargewicht: 68
kDA) mit vier Bindungsstellen fir Biotin. Die drei Schritte der L SAB-Methode bestehen aus
Priméarantikorper (Schritt 1), biotinyliertem Briickenantikdrper (Schritt 2) und Enzym-
markiertem Streptavidin (Schritt 3).
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3.3 Durchflul3zytometrie

Voraussetzung

Grundsétzlich sollten vor Beginn der Immundiagnostik ein Differentialblutbild und die
Ergebnisse der Zytologie vorliegen, um fir den Einzelfal beurteilen zu kénnen, ob eine
immunologische Untersuchung mittels der FACS-Analyse indiziert ist. Ratsam sind Angaben
zur Klinik der Erkrankung, um ein geeignetes Antikorper-Panel auswahlen zu konnen.

Probenmaterial: Entnahme des Knochenmarks und Zellzahlung

Zur Gewinnung des Probenmaterials wurde die Christa iliaca posterior superior in Jamshidi-
Technik punktiert und das Knochenmark aspiriert. Anschlief3end wurden die Proben sofort
mit Heparin zur Gerinnungshemmung versetzt und nach einer maximalen Lagerungszeit von
24 Stunden weiterverarbeitet. Wichtig ist, dass hierbei die Heparinkonzentration nicht
uberschritten wird, da dieses zelltoxisch wirkt. Probenmaterial mit einem hohen Anteil an
toten Zellen und Zelldebris ist fur durchflul3zytometrischer Analysen nicht geeignet, da mit

hoher Autofluoreszenz und unspezifischer Antikorperbindung zurechnen ist.

Screening

Zur immunologischen Oberflachenantigenphéanotypisierung wurden die Knochenmarkproben
zun&chst mit einem Screening-Panel von 6 monoklonalen direkt fluorochrom-konjugierten
Antikorpern (siehe Anhang: Tabelle Vil4a;, S. 72) mittels der Dreifarben-Analyse
(Phycoerythrin (PE); Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) und PE-Cy5 (Cychrome)) untersucht.
Die verwendeten Antikorper reagierten mit linienspezifischen (B- bzw. T-Zellreihe) als auch
linienunspezifischen Antigenstrukturen und ermoglichten einen allgemeinen Uberblick uber
die quantitative Zusammensetzung des Aspirates. Durch die Bestimmung des T-Zell-Anteils
ist es zudem moglich eine eventuelle Kontamination des Knochenmarksaspirates mit
peripherem Blut abzuschétzen und somit Aussagen Uber die Reprasentativitdt der Probe zu
treffen. Detalierte Angaben zu den einzelnen Arbeitsschritten werden in Tabelle 111.2 auf
Seite 35 aufgefihrt.

Verwendete Antikorper
Monoklonale Antikdrper, die das gleiche humane Leukozytenantigen erkennen, kommen in
ein (Antikorper-) cluster of differentation (CD). Bei der Auswahl der Antikorper gilt es zu

berticksichtigen, dass diese mit unterschiedlichen Epitopen des Antigen-Molekiils reagieren
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konnen. Die unterschiedlichen  Affinitdten konnten  Auswirkungen auf die
Nachweisempfindlichkeit haben, da sich je nach verwendetem Antikodrper unterschiedliche
Prozentwerte fUr die Subpopulationen ergeben wirden. Daher sollten in den Untersuchungen
immer Antikorper des gleichen Klons eingesetzt werden, damit die Daten untereinander
verglichen werden kénnen.

Nachfolgend sind die in den Untersuchungen verwendeten Antikorper tabellarisch nach dem
Namen des Antikorpers, der entsprechenden CD-Nomenklatur, dem Hersteller des
Antikorpers, dem entsprechenden Klon und konjugiertem Fluorochrom/-en aufgeftihrt (vgl.
néchste Seite Tab. 111.1).
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Tabelle 111.1: Zusammenstellung der verwendeten Antikorper

CD- Antikdrpername Hersteller Antikorper | Klon Fluorochrom
Nomenklatur

ungeclustert (19G1V/1gGl) Beckman Coulter 679.1Mc7 |FITC/PE
3 CD3 Beckman Coulter UCHT1 FITC

4 T4 Beckman Coulter 13B8.2 PE

5 TP67 Beckman Coulter BL1l1a FITC

7 Tp4dl Beckman Coulter 8H8.1 PE

8 Leu-2 Beckman Coulter B9.11 FITC

10 CALLA Beckman Coulter ALB2 FITC

13 Aminopeptidase N Beckman Coulter SJ1D1 PE

14 LPSR Beckman Coulter RMO52 PE

19 B4 Beckman Coulter J4.119 PE/PECy5
20 Bp35 Beckman Coulter B9E9 PE

22 Leu-14 Beckman Coulter SJ10.1H11 |HITC

23 BLAST-2 Beckman Coulter 9P25 FITC

33 P67 Beckman Coulter D3HL60.251 | PE

34 gpl05-120 Beckman Coulter 581 FITC

38 T10 Beckman Coulter T16 FITC

45 LCA Beckman Coulter J33 FITC/PECy5
71 Transferrin receptor | Beckman Coulter YDJ1.22. |FITC

103 HML-1 Beckman Coulter 2G5 FITC

138 Syndecan-1 Beckman Coulter B-B4 PE
ungeclustert Ant-A Beckman Coulter Polyklonal |FITC
ungeclustert Anti-k Beckman Coulter Polyclona |FITC

Legende: FITC Fluoresceinisothiocyanat; PE Phycoerythrin; PECy5 Cychrome
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Zur ldentifikation der Lymphozyten mit ihren unterschiedlichen Antigenstrukturen wurden
direkt Fluorochrom-konjugierte monoklonale Antikérper in der Technik der Doppelfarbung
verwendet. Das Prinzip der Multiparameteranal yse besteht darin, Zellen Uber linienspezifische
Antigene zu detektieren und mit Hilfe von Coexpressionen anderer Antigene eine eindeutige
Zuordnung zum Zelltyp zu ermdglichen. Dazu wurden entsprechend den Herstellerangaben je
20 pl der jeweiligen Antikorperkombination (10 pl pro Antikdrper ) in die Probenrdhrchen
pipettiert und 100 ul des Probenmaterials dazugegeben. Der Ansatz inkubierte 15 Minuten bei
4°C im Dunkeln. Bei jeder Untersuchung lief von der Probe eine zusétzliche Negativkontrolle
als Leerwert mit. Dabei wurden die Zellen mit nicht-reaktiven Antikérpern inkubiert und in
gleicher Weise wie die Messproben der spezifischen Antikérper behandelt. Die verwendeten
isotypischen Antikorper 1gG1/IgG1l wurden fir die Doppelfarbung FITC und PE-markiert.
Anhand der Negativkontrollen konnten somit die Autofluoreszenz von Zellen und
unspezifische Bindungen der Antikérper unter anderem Uber Fc-Rezeptoren analysiert

werden.

3.3.1 Probenaufbereitung

Bevor durchfluRzytometrische Analysen zur ldentifikation der Lymphozytenpopulationen
durchgefiihrt werden konnten, wurden die mononukledren Zellen mit der Dichtegradienten-
Zentrifugationsmethode aus dem Probenansatz isoliert. Hierfir wurde zunédchst das
Knochenmarkaspirat mit Phosphat-Buffered-Salt-Solution (PBS) im Verhdltnis 1:2 verdinnt
und dann vorsichtig auf Ficoll hypaque pipettiert. Ficoll hypague ist ein Flotationsmittel mit
einer Dichte (1.077), die so gewdhlt ist, dass sich mononukledre Zellen an der Grenzschicht
Ficoll/Plasma ansammeln, hingegen Zellen hoherer Dichte - Erythrozyten, Granulozyten -
absinken. Nach erfolgter Zentrifugation wurde der Zellring mononuklegrer Zellen vorsichtig
abpipettiert und mit PBS gewaschen. Um eine Verunreinigungen mit Erythrozyten und
Erythrozytenvorl&ufern ganzlich auszuschlief3en, erfolgte eine zusétzliche Erythrozytolyse mit
dem Peli Lyse Puffer (Hersteller Hiss). Die Lysing-Gebrauchslésung wurde nach
Herstellerangaben mit destilliertem Wasser im Verhdtnis 1:10 verdinnt und das Zellpellet in
ca. 10 ml resuspendiert. Innerhalb kirzester Zeit lysierten die verbliebenen spéten
erythropoetischen Zellen und Erythrozyten auf Grund ihrer geringen osmotischen Resistenz.
Nach erfolgreicher Elimination wurde der Peli Lyse Puffer durch zweimaliges Waschen mit
PBS aus dem Probenrohrchen entfernt. Zu beachten ist, dass die Anwendung der Lyse-
Gebrauchsl6sung und die mehrfachen Waschungen zu Zellverlusten fihren kénnen. Jedoch
wird durch Entfernung des Peli Lyse Puffers die Probenstabilitdt erhoht und eine
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fortschreitende Lyse der zu analysierenden Leukozyten verhindert. Zum Schiuf folgte die
maschinelle Zellzahlbestimmung mit dem Coulter (Beckmann Coulter). Detallierte Angaben

zu den einzelnen Arbeitsschritten werden in Tabelle 111.3 auf der Seite 36 aufgefihrt.

Zur Bestimmung der quantitativen Zusammensetzung des Priméraspirates vor Anreicherung
der mononukledren Zellen (Screening, siehe oben) wurde ein Aliquot des Aspirates
ausschliefdlich mit Lyse mittels Quicklyse (Hersteller MEDAC) behandelt.

3.3.2 Messung mit dem DurchfluBzytometer

Die durchfluf3zytometrischen Messungen wurden im FACS-Labor der 3. Medizinischen
Klinik, Abteilung Hamatologie/Onkologie, im Klinikum rechts der Isar der Technischen

Universitét M inchen durchgefihrt.

Prinzip der Durchflul3zytometrie

Die Durchflu3zytometrie  weist anhand fluoreszenz-markierter Antikorper
Oberflachenantigene und intrazytoplasmatisch gelegene Antigene nach. Im Gegensatz zur
Immunfluoreszenz-Mikroskopie liegen die Zellen in einer Zellsuspension vor und sind nicht
adhérent. Ebenso erfolgt die Beurteilung der Fluoreszenzintensitét objektiv durch

Photomultiplyer und nicht subjektiv durch das menschliche Auge.

Aufbau und Messprinzip des Gerates

Das Durchflul3zytometer ist ein opto-elektronisches Meldsystem, das optische Signale
unterschiedlicher Herkunft (Lichtstreuung und Fluoreszenzsignale) detektiert. Der
Messaufbau besteht aus den drei wesentlichen Elementen: der Lichtquelle, der Durchfluf3zelle
und dem opto-elektronischen Detektionssystems. Als Lichtquelle dient ein [uftgekihlter Laser
mit 488 nm Wellenlange.

In der Durchfluf3zelle wird die vorbereitete Proben-Zellsuspension in die Messkammer
eingefuhrt. Die Zellen werden dann durch den sie umgebenden Hullstrom perlschnurartig

aufgereiht durch den Laserstrahl bewegt.

Im opto-elektronischen Detektionssystems erfolgt die Quantifizierung der Floureszenz- und

Streulichtwerte jeder einzelnen Zelle mittels Detektoren.

Bei der Lichtstreuung interagieren die einzelnen Zelle mit dem Lichtstrahl, der in
Abhangigkeit von Probenbestandteilen gestreut wird, wahrend die Wellenlange unverandert

bleibt. Der Anteil des Lichtes, der in Vorwartsrichtung entlang des einfallenden Lichtstrahls
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mit einem Ablenkungswinkel von 0° streut, wird als Vorwartsstreulicht (Vorward scatter)
bezeichnet und erfaldt die Grof3e der Zelle. Der Anteil des Lichtes, der im rechten Winkel zur
Achse des Laserstrahls streut, wird als Seitwértsstreulicht (Side scatter) bezeichnet und erfaldt
die Granularitit der Zelle. Aufgrund dieser beiden Parameter konnen die dre
Hauptleukozytenpopulationen,  Lymphozyten, Monozyten und die Granulozyten
unterschieden werden. Durch das manuelle Setzen eines Gate' s (sogenanntes ,, Gating”) ist die
Selektion einer spezifischen Zellpopulation moglich. Hierbei wird ein Software-Fensters um
eine bestimmte Zellwolke gelegt, deren Fluoreszenz-(Antigen-) Eigenschaften naher bestimmt
werden sollen (siehe Abb. 111.2)

Abb. 111.2: Vorwérts-Seitwarts-Streulicht Darstellung der gemessenen Zellen

800

600

FS. FS

400

200 -

OI I I200I I I400I I IGOOI I IBOOI I IlOOO
SS: SS
Legende: Verteilung der Zellpopulationen nach Ficoll-Separation mit Software-Gates um die
Lymphozyten, Monozyten und Granul ozytenpopul ationen.

Zeitgleich mit der Lichtstreuung wurde die Fluoreszenz der unterschiedlich fluorochromierten
Antikorper gemessen.

Fluorochrome besitzen die Eigenschaft, Licht einer bestimmten Wellenlénge zu absorbieren
und mit weniger Energie wieder abzugeben. Wahrend der Lichtabsorption werden ihre
Elektronen auf ein hoheres Energieniveau angehoben und beim Zurlckfalen auf ein
niedrigeres Energieniveau als Licht wieder abgeben (Emission). Dieser Vorgang wird als
Fluoreszenz bezeichnet.

Die durchfluf3zytometrischen Analysen wurden mit den Fluorochromen Phycoerythrin (PE)
und Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) durchgefiihrt. Nach Anregung mit dem Laserlicht der
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Wellenlange 488 nm wurde fur PE die Emissionwellenlange von 575 nm gemessen und fir
FITC die von 525 nm. Aufgrund der unterschiedlichen Emissionsspektren der Flourochrome
eignen sich diese insbesondere fir Doppelfarbungen, d.h. den gleichzeitigen Nachweis zweier
Antige auf derselben Zelle.

3.3.3 Auswertung der Messwerte

Messung

Bevor an dem Durchflul3zytometer Messungen vorgenommen werden konnten, waren einige
wichtige Voreinstellungen am Gerdt notwendig. Um unerwiinschte Partikel, wie z.B. tote
Zellen oder Probenverunreinigungen, von der Messung auszuschlief3en, wurde in der
Vorwérts-Seitwarts-Streulichtdarstellung ein Schwellenwert (Diskriminator) gesetzt, der
Impulse unterhalb eines definierten Wertes der Vorwartdlicht-Streuung automatisch von der

Analyse ausschlof3.

Ein weiteres Problem bel den Messungen ergab sich aus dem Fluoreszenzspektrum der
verwendeten  Fluorochrome, das zu einer spektralen Uberlappung der beiden
Fluoreszenzbereiche flhrte, sodald kompensiert werden musste um ein Lichtsignal eindeutig
as FITC- oder PE-Lichtemission zu identifizieren. Zur Kompensation eigneten sich
Lymphozten gefarbt mit CD8-FITC und CD4-PE, da eine Koexpression der beiden Antigene
bei peripheren Lymphozyten so gut wie nicht vorkommt (Nah EH, King DE et a. 1997). Um
genaue durchfluf3zytometrische Messungen zu erhalten, ist eine korrekte Kompensation sehr
wichtig, da eine Unterkompensation zu einem falsch-positiven Fluoreszenzsignal und eine
Uberkompensation zu einer Abschwéchung des Fluoreszenzsignals gefuihrt hétte. Lassen sich
die Signale der beiden verschiedenen Fluorochrome nicht sauber voneinander trennen und
werden koexprimierende CD4/CD8 Zellen nachgewiesen, kann das ein Hinweis auf
neoplastische T-Lymphozyten bzw. kleine Subpopulation reifer Lymphozyten sein (Nah EH,
King DE et al. 1997).

Nach Durchfiihrung der Voreinstellungen am Gerd wurden pro Probenrohrchen 10.000
Zellen mit einer Flussrate von 300-700 Zellen pro Sekunde gemessen. Die Speicherung und
Auswertung der Messdaten erfolgte mit der Hardware und Software der Firma Beckman

Coulter.
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Auswertung der Messwerte

In den vorliegenden Analysen wurden die Zellen nach den Parametern V orwartsstreulicht und
Seitwartsstreulicht untersucht und die Messdaten in einem sogennanten Zwei-Parameter-
Streulichthistogramm  dargestellt. Nur so  war es mdglich ale drei
Hauptleukozytenpopulationen (Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten) sicher
voneinander abzugrenzen. Als nachstes wurde um die Zellpopulation, die ndher untersucht
werden sollte, manuell ein ,Gate” gelegt. In den folgenden Histogrammen wurden nur die
Zellen innerhalb der eingegrenzten Analysenregion auf ihr Fluoreszenzverhalten hin
untersucht. Diese Vorauswahl beziiglich bestimmter Eigenschaften bzw. die Selektion einer
spezifischen Zellpopulation wird a's,, Gating” bezeichnet (vgl. Abb. 111.2, S. 31)

Zur weiteren quantitativen Analyse der Mef3daten wurde die Quadrantenstatistik mit dem
Software-Programm der Firma Beckman Coulter durchgefihrt. Das individuelle Setzen der
Quadranten ermdglichte die optimale Trennung einzelner Zellpopulationen voneinander und

ermittelte die entsprechende prozentual e Verteilung der Lymphozytensubpopul ationen.

Allgemein bestehen nach einer Doppelfarbung mit markierten Antikorpern die vier folgenden
Darstellungsvariaten: Quadranten 1 und 4 beeinhalten die Lymphozyten, die nur fir eine
Markierung positiv sind. Quadrant 2 beeinhaltet die Lymphozyten, die fir beide
Markierungen positiv und Quadrant 3 die fur beide Markierungen negativ sind (vgl. Abb.
111.3)

Abb.111.3: Verteilung der Zellpopulationen am Beispiel CD10/CD19 Messung
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Legende: Quadrant 1: ausschlieffdlich CD19 positive Zellen; Quadrant 2: CD19 positive und
CD10 positive Zellen; Quadrant 4. auschlief3dlich CD10 positive Zellen; Quadrant 3:
CD10 negative und CD19 negative Zellen.
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Damit der gesamte Antell fir en Antigen ermittelt werden konnte, wurden die
entsprechenden Antigenanteile aus den je zwei Quadranten, fir die das Antigen positiv war
addiert. Der Antigenanteil, der durch einen FITC-konjugierten Antikorper detektiert wurde,
addierte sich aus den Quadranten 2 und 4, der mit Hilfe eines PE-konjugierten Antikorpers

aus den Quadranten 1 und 2.

Wichtig zur Beurteilung einer malignen B-Zell-Population ist die Koexpression bestimmter
nicht linienspezifischer Antigene auf B-Zellen. Da mit Ausnahme der Plasmazellen alle B-
Zellen CD19 exprimieren, wurde der anti-CD19-Antikdrper mit jenen gegen nicht
linienspezifische Antigene in Kombination eingesetzt. Hierdurch war es moglich den Anteil
der B-Zellen zu ermitteln, die ein bestimmtes Antigen koexprimieren (siehe Anhang: Tabelle
VIlL.4b und VIl.4c, S. 72). In der Quadrantenstatistik stellten sich die Zellen im Quadranten 2

dar.
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Tabelle 111.2: Arbeitanleitung fur das Screening

Probenentnahme

Aspiration von 2 ml-10 ml Knochenmark unter sterilen Bedingungen aus der Cristailiaca
posterior superior in Jamshidi-Technik.

Nach Entnahme behutsames Schwenken in der mit Heparin (5000 1E/ml) als Antikoagulanz
gefillten Spritze.

Lagerung des

Knochenmaraspirats

Aufbewahrung der unverarbeiteten heparinisierten Probe bei Raumtemperatur (22°C+/-
2°C); maximale Lagerungszeit der heparinisierten Probe (12-24 Stunden)

Zur eindeutigen Identifizierung Beschriftung der Probenréhchen mit wasserfestem Stift.

Dreifachfarben
Screening:
Markierung der

Lymphozyten

Aspiriertes Knochenmark mit PBS im Verhétnis 1:2 verdiinnen und mischen.
Entsprechend den Herstellerangaben 20 ul von der jeweiligen Antikorperkombination
(Screening-Panel siehe Anhang 7.4 Tab.V114.a, S. 88) in die sterilen Probenréhrchen 1 und
2 pipettieren;

in jedes Réhrchen 100 pl der verdiinnten Zellsuspension pipettieren;

mischen mit "V ortex"-Mischer;

Proben 15 Minuten bei 4°C inkubieren;

das restliche verdiinnte Patientenmaterial auf Ficoll legen.

Screening mit
Dreifachfarbung:
Markierung der

Lymphozyten

2 ml der Quicklyse (Medac-Lyse) in jedes Probenréhrchen pipettieren;
mischen mit "V ortex"-Mischer;

20 Minuten bel Raumtemperatur im Dunkeln auf Rollmischer inkubieren.

Aufbereitete Probe

und Lagerung

Die Proben mit der "Hettich/Rotanter/PRC 5 Minuten bei 1500 U/min zentrifugieren;
zellfreien Uberstand dekantieren;
Resuspension des Zellpellets durch Einpipettieren von 500 pl PBS/BSA;

Aufbewahren der Probenréhrchen bis zur Messung im Kihlschrank dunkel bei 4°C

Probenanalyse

Aufrufen des Probenanalyse-Programm (Beckman Coulter)

Probenrohrchen mit "V ortex"-Mischer mischen;

setzen des Schwellenwertesin der Vorwarts/Seitwarts-Streulichtdarstellung
Kompensation

Datenaufnahme von 10 000 Zellen bei einer Flussrate von 300 — 700 Zellen/sec

Datenauswertung

Die ermittelten Messwerte werden mit dem Probenanalyse-Programm (Beckman Coulter)
ausgewertet und ausgedruckt;
Quadrantenstatistik

Ergebnisarchivierung
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Tabelle 111.3: Arbeitsanleitung fur Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll hypaque

Auf Ficoll legen

In ein steriles Plastikrohrchen (50 ml) ca. 20 ml Ficoll hypague (Biochrom AG) pipettieren und
das verdiinnte Knochenmark/PBS vorsichtig auf Ficoll hypague pipettieren;

mit der "Hettich Rotanter/RPC* 20 Minuten bei automatisch wechselder U/min zentrifugieren;
zellfreien Uberstand abkippen.

1. Waschen

Zellpellets an der Grenzschicht abpipettieren, in ein zweites steriles Réhrchen geben und in 30-40
ml PBS resuspendieren;

Probe mischen mit "Vortex"-Mischer und 5 Minuten bei 1500 U/min zentrifugieren; zellfreien
Uberstand abkippen.

Erythrozytolyse

Entsprechen den Herstellerangaben wird die Peli Lyse (Hersteller Hiss) 1:10 mit destiliertem
Wasser verdinnt.

10 ml dieser Lysis-Gebrauchsldsung in das Probenrhrchen pipettiert;

mischen mit "V ortex"-Mischer; bei Raumtemperatur 10 Minuten auf den Rollmischer liegend,

um verbliebene Erythrozyten zu lysieren.

2. Waschen

Die Proben mit der "Hettich Rotanter/RPC" 5 Minuten bei 1500 U/min zentrifugieren; zellfreien
Uberstand dekantieren;

Resuspension des Zellpellets durch Einpipettieren von 20 ml PBS und mischen;

erneut bei 1500 U/min zentrifugieren und zellfreien Uberstand dekantieren;

Resuspension des Zellpellets durch Einpipettieren von 1,5 ml PBS/BSA und mischen;

Bestimmung der

Leukozytenzahl

Im Coulter (Beckman Coulter)
optimale Zellzahl betragt < 10 000 Zellen/pl

Markierung der

Entsprechend den Herstellerangaben werden je 20 ul der jeweiligen Anitkdrperkombination
(Grundpanel bzw. B-NHL-Panel siehe Anhang 7.4 Tab. VIl4.b-c, S. 88) in die Probenréhrchen
pipettiert;

Lymphozyten e dazu 100 pl des Probenmaterials,
e mischen mit "Vortex"-Mischer;
e  Proben 15 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubieren
3. Waschen e Probenréhrchen mit 2 ml PBS/BSA auffillen und 5 Minuten bei 1500 U/min zentrifugieren;

Herauswaschen der
Uberschssigen

Antikorper

Lagerung der
aufbereiteten Proben

ZelIfreien Uberstand dekantieren;
Resuspension der Proben mit 500 pl PBS/BSA und mischen;

Aufbewahrung der Zellsuspension bis zur Messung im K ihlschrank bei 4°C.

Probenanalyse +
Datenauswertung +

Ergebnisarchivierung

Entsprechend Screening-Arbeitsanleitung
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4 Ergebnisse

Bei der retrospektiven Archivsuche der Jahre 1998 bis 2003 fanden sich insgesamt 139
Knochenmarksbiopsien bzw. Knochenmarkaspirate von 91 Patienten mit Befall durch ein
klinisch bekanntes follikuldres Lymphom. Die Gewebebldcke der betreffenden Falle wurden
aus dem Archiv des Instituts for Allgemeine Pathologie und Pathologische Anatomie
herausgesucht und die Schnittpraparate von zwei Pathologen (Prof. Dr. Fako Fend, Dr.
Markus Kremer) evaluiert und gegebenenfalls reklassifiziert.

Initial wurden 30 diskordante Félle in die Studie aufgenommen, bei denen entweder die
Histologie oder die Durchflu3zytometrie einen diskrepanten Befund beziiglich des
Nachweises einer Knochenmarksinfiltration zeigten.

Nach Reevaluierung der oben genannten diskordanten durchflulRzytometrischen und
histologischen Befunde mit zusétzlicher Immunhistochemie konnten insgesamt 9 Félle
reklassifiziert werden. In 3 Falen wurde aufgrund der Durchfluf3zytometrie bei Erstdurchsicht
der Listmodedaten eine klonale Population nicht gesehen. Die entsprechenden
durchfluf3zytometrisch detektierten klonalen B-Zell-Populationen bewegten sich zwischen 3,5
und 8%. 6 Falle wurde mittels der Histologie reklassifiziert. Nach erneuter Betrachtung von
morphologischen und immunhistochemischen Kriterien wurden 5 Félle als reaktive
lymphozytére oder atypische lymphoide Infiltrate gewertet. Bei ihnen konnte letzlich ohne
molekularpathologische Untersuchungen nicht eindeutig geklart werden, ob es sich um
Lymphominfiltrate handelte. Demnach besteht in diesen Fallen morphologisch und
immunphénotypisch eine Restunsicherheit. Bei einem Fal konnte durch zusétzliche
immunhistologische Untersuchungen ein kleines Lymphominfiltrat nachgewiesen, das

morphologisch tbersehen wurde.

Schliefdlich blieben nach Review insgesamt 19 diskordante Félle, bei denen nur eine der
beiden Untersuchungsmethoden eine Beteiligung des Markorgans erfasste. Davon erbrachte
die Histologie in 5 Féllen und die Durchflul3zytometrie in 14 Féllen ein falsch-negatives
Ergebnis.

Be 79 der insgesamt 139 Knochenmarksbiopsien bzw. Knochenmarkaspiraten
diagnostizierten beide Methoden Ubereinstimmend keine Beteiligung des Markorgans
(konkordant negative Féale). In weiteren 41 Entnahmen bestétigte sowohl der histologische
als auch der durchflulzytometrische Befund eine Knochenmarksinfiltration (konkordant
positive Félle) (vgl. nchste Seite Tab. 1V.1).
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Entsprechend der histologischen und durchflul3zytometrischen Befunde fand eine
Gruppierung aler Falle (n= 139) in vier unterschiedliche Kategorien statt:

. konkordant positiv:

Morphologisch  und  durchfluzytometrisch

Lymphombefall des Knochenmarks,

Ubereinstimmend en

1. konkordant negativ:

Morphologisch  und  durchfluf3zytometrisch

Lymphombefall des Knochenmarks,

Ubereinstimmend kein

1. diskordant positiv:

M orphol ogischer Nachweis einer

Knochenmarkinfiltration bei
durchfluzytometrisch falsch-negativem Befund,
IV. diskordant negativ:

Morphologisch  falsch-negativer Befund  bei

Nachweis einer Knochenmarkinfiltration,

durchfluRzytometrischem

Tab. 1V.1: Untersuchungsergebnis
Biopsie/K nochenmarkaspirat
Durchfluf3zytometrie

Positiv | Negativ | Total
5 Positiv 4l 14 o9
S (29,5%) | (10,1%) | (39,6%)
(@]
2 Negativ 2 5 84
T | " (3,5%) | (56,9%) | (60,4%)
46 93
Total (33%) (67%) 139
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4.1 Histologie

Das Knochenmark zeigte in 84 der Félle (60,4%) keinen und 55 der Félle (39,6%) eine
Beteiligung des Markorgans. In den histologisch positiven Fdlen lag das mittlere
Infiltrationsvolumen bei 20% (5% bis 90%). Fur die Untersuchungen wurden ausschliefdich
die Knochenmarkbiopsien a's positiv eingestuft, bei denen ein eindeutiges Infiltrationsmuster
vermerkt werden konnte. Insgesamt zeigte sich in 19 Falen (13,7%) eine diagnostische
Diskordanz zwischen beiden Methoden. In nur 5 Fallen (3,5%) konnte ein
durchfluRzytometrisch positiver Befund morphologisch nicht bestétigt werden. In weiteren 14
Fallen (10,1%) diagnostizierte die histologische Untersuchung einen Knochenmarkbefall, den
die Durchfluf3zytometrie nicht best&tigen konnte. Die gewonnenen Beckenkammbiopsien
gaten mehrheitlich als représentativ. Insbesondere die morphologisch diskrepanten
Studienfalle wurden erneut histologisch evaluiert und gegebenenfalls zusétzliche
immunhistologische Untersuchungen mit Antikérpern gegen CD3, CD10 und CD20
durchgefihrt.

41.1 Konkordante Falle

Die Ergebnisse der Morphologie und Durchfluf3zytometrie stimmten in 86% der Falle (120
von 139) Uberein. In 295% (41 von 139) konnte sowohl histologisch as auch
durchfluzytometrisch eine Knochenmarkinfiltration bestétigt werden. Das mittlere
Infiltrationsvolumen lag in diesen Fallen bei 20% (5% bis 90%).

In weiteren 56,9% (79 von 139) konnte mit keiner der beiden Methoden der Nachweis einer
Beteiligung des Markorgans erzielt werden.

4.1.2 Diskordante Falle

Nach Reevaluierung fanden sich insgesamt 19 diskordante Falle von 17 Patienten bel denen
die Primardiagnose des follikuldren Lymphoms anhand von Lymphknotenbiopsien (n= 12)
und extranodalem Tumorgewebe (n= 7) gestellt wurde. Von den 17 Patienten waren 10
weiblich und 7 ménnlich mit einem Altersmedian zum Zeitpunkt der Priméardiagnose von 46
Jahren (30 bis 77 Jahre).

Die entsprechenden 19 Knochenmarkbiopsien wurden auf Stanzenlange, Lymphom-Grad,
KM-Infiltrationsvolumen, Infiltrationsmuster und Ausmal® der intrafokalen Fibrose
untersucht. Die erzielten klinischen Daten sind in den Tabellen 1V.2a und 1V.2b (néchste
Seite) aufgefihrt.
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Tabelle 1V.2a: Klinische Daten der diskordant positiven Studienfalle (KM+/FC-)
Eall | Alter | Geschlecht Sfltanzen- Lymphom- _Kn_ocheljmark- Infiltrations- | Fibrose-
lange cm | grad infiltration % | muster grad
1 w 53 2,0 1 5 z 1
2 m 39 2,0 1 5 z 1
3 m 64 2,0 1 5 p 1
4 m 64 0,8 1 5 z 1
5 w 32 2,0 1 10 p/z 2
6 w 83 1,5 1 10 p/z 1
7 w 80 1,3 1 25 p 1
8 m 60 2,0 1 <5 p 1
9 w 57 1,0 2 10 p/z 1
10 | w 77 15 1 5 p/z 1
11| w 62 2,5 2 10 p 2
12 m 66 2,0 1 <5 p 1
13| w 70 15 1 50 p/z 1
14 | w 70 2,8 1 5 p/z 1
Legende:w= weiblich; m= mannlich; p= paratrabekulér; z = zentral; KM= Knochenmark;
FC= Flow cytometry
Tabelle 1V.2b: Klinische Daten der diskordant negativen Studienfalle (KM-/FC+)
Eall | Alter | Geschlecht S“tanzen- Lymphom _Kn_ochenmark- Infiltrations | Fibrose-
lange cm | -grad infiltration % | -muster grad
1 m 44 15 - - - -
2 w 82 04 - - - -
3 w 63 2,5 - - - -
4 w 60 11 - - - -
5 m 42 1,0 - - - -

Legende: w= weiblich; m= mannlich; p= paratrabekulér; z = zentral; KM= Knochenmark;
FC= Flow cytometry

4.1.3 Ergebnisse der Histologie diskordanter Falle

Diskordant positive Falle

In den 14 diskordant positiven Studienfallen besal3en die entnommenen Knochenmarkstanzen

eine mittlere Lange von 1,8 cm (0,8 cm bis 2,8 cm) und waren alle représentativ.

Bei 12 Félen prasentierten die Infiltrate das histologische Bild eines follikuléren Lymphoms
Grad | und in 2 Féllen die eines Grad Il (Abb.1V.1, S. 41). Die malignen Lymphominfiltrate
im Knochenmark bestanden aus kleinen bis mittelgrof3en Lymphozyten mit dichtem
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Kernchromatin und wenig Zytoplasma, durchmischt mit sehr wenigen Blasten und
vermehrten Retikulinfasern. Bei 2 von 14 Studienfdlen lag eine Transformation in ein

hochmalignes Lymphom mit Uberwiegend blastérer Zellkomponente vor.

Das mittlere Ausmald der Knochenmarkinfiltration aller untersuchten Félle (n= 14) betrug
11% (5% bis 50%). Es konnten drel verschiedene Wachstums- und Infiltrationsmuster —
paratrabekuldr, markzentral/paratrabekuldr und markzentra — voneinander abgegrenzt
werden. In 5 Féllen dominierte ein paratrabekul&res Muster, welches vor allem fur follikulére
Lymphome beschrieben ist (Coller BS, Chabner BA et a. 1977), wéhrend 6 weitere Falle ein
gemischt zentral/paratrabekuldres Muster prasentierten (Abb.1V.2, S. 42). Die dre
verbleibenden Falle wiesen dicht gepackte markzentrale Infiltrate auf, die weitgehend aus
einer homogenen Lymphozyten-Population bestanden und zur Umgebung hin unscharf

begrenzt waren.

Untersuchungen beziiglich des Fibrosegrades innerhalb der malignen Infiltrate zeigten in 12
Féllen einen Fibrosegrad | und in zwei Féllen einen Fibrosegrad |1 (Abb.1V.3, S. 42).

Abb.1V.1: Follikul&res Lymphom Grad I: Knochenmark (HE; 200fach).
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Lymphom mit gemischt zentral/paratrabekul&rem Infiltrationsmuster (b). a Knochenmark
(HE; 400fach); b: Knochenmark (CL-E; 400fach)

Abb V. 3 Folllkulares Lymphom Grad I m|t F| brosegrad I (a); FoIhkuIar%Lymphom Grad
Il mit Fibrosegrad Il (b). a2 Knochenmark (Gomori; 100fach); b: Knochenmark (Gomori;
200fach)

Diskordant negative Falle

In den 5 diskordant negativen Féllen betrug die mittlere Biopsielange 1,3 cm (0,4cm bis 2,5
cm), in zwel Fallen mald diese lediglich <1 cm mit reichlich kortikalem Gewebe. Bel zwel
weiteren Studienfallen konnte jeweils ein kleines Infiltrat diagnostiziert werden, das aufgrund
seiner markzentralen Lage und zusétzlicher immunohistochemischer Farbungen mit CD3,
CD10 und CD20 als reaktiv klassifiziert wurde. Nur in einem der 5 Félle (20%) lag eine
représentative Gewebeprobe vor, in der definitiv keine Knochenmarkinfiltration durch

neopl astische Zellen nachgewiesen werden konnte.
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4.1.4 Ergebnisse der Immunhistochemie diskordanter Falle

Diskordant positive Falle

Alle untersuchten 14 diskordant positiven Knochenmarkbiopsien (100%) zeigten eine
Positivitéat fur das CD20-Antigen, welches auf B-Zellen follikulérer Lymphome vorkommt
(Abb. 1V.4a). Fur das CD3-Antigen hingegen waren die Lymphomzellen in 11 der 14 Félle
(78,6%) negativ (Abb.1V.4b). Die Knochenmarkproben der 3 verbleibenden Félle zeigten
keine Reaktion mit dem CD3-Antikorper. Eine nur schwache Positivitét fur das CD10-
Antigen wiesen die neoplastischen Zellen bel 4 von 14 Studienfédlen (28,6%) auf, wobei 4
weitere Falle kein CD10-Antigen exprimierten (AbblV.4c, S. 44) Ein derartiges Phénomen
wird bel follikuléren Lymphomen im Knochenmark haufig beobachtet, da es sich bei dieser
Entitdt um eine Neoplasie der reifen B-Zellen handelt, die selten im Knochenmark
vorkommen und normalerweise CD10 negativ sind.

In den 6 Ubrigen Fallen kam es in 3 Féllen zu keiner Gewebereaktion mit dem CD10-

Antikdrper und in den anderen 3 Fallen wurden keine immunhistochemie Farbung
durchgefihrt.

LA

v Wl ¥
T, ¥ &

S LR i _f._.
(a) (100fach) und CD3-negative

B-Lymphozyten (b) (100fach) im Knochenmark.
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Abb.1V.4c: Lymphomzellen mit schwacher Positivitét fir das CD10-Antigen (c) (200fach)
im Knochenmark.

Diskordant negative Falle

Von den 5 diskordant negativen Studienfdllen waren 3 negativ fur CD20 (60%). In den
weiteren 2 Fallen (40%)wurde jeweils ein kleines markzentrales Infiltrat diagnostiziert ohne
Nachweis eines Lymphoms. Davon zeigte ein Fal eine CD20-Positivitdt (Abb.1V.5).
Aufgrund der markzentralen Lage der Lasionen wurden beide Félle als reaktive lymphoide
Infiltrate (auch bezeichnet als atypische lymphoide Infiltrate (ALI)) klassifiziert. Ferner
exprimierten die Zellen bel 2 von 5 Félen kein CD3-Antigen (40%). Bel den 3 weliteren
wurde in zwei Féllen keine immunhistochemische Farbung fur CD3 durchgefihrt und in
einem Fall blieb die Reaktion des Gewebes mit dem Antikorper aus. Eine immunhistologische
Farbung gegen das Antigen CD10 wurde bei keinem der 5 diskordant negativen Studienfélle

vorgenommen.

- A
o BT
- A % i
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Abb.1V.5: Kleines Infiltrat ohne Nachweis eines Lymphoms mit CD20-positiven lymphoiden
Zellen, das aufgrund der markzentralen Lage als atypisch lymphoides Infiltrat (ALI) gewertet
wurde; Knochenmark (200fach)
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4.2 Durchfluzytometrie

Von den 139 Studienféllen erzielte die Durchflu3zytometrie in 93 der Falle (67%) keinen und
in 46 der Félle (33%) den Nachweis einer Knochenmarkinfiltration durch das follikulére
Lymphom. Ferner bestdtigte diese Methode 41 der insgesamt 55 (74,5%)
knochenmarksbioptisch positiven Befunde.

Im Folgenden werden Ergebnisse der Durchfluf3zytometrie dargestellt:

4.2.1 Konkordante Falle

Die Anzahl konkordanter Falle wurden zuvor in Abschnitt 4.1.1 aufgefthrt und wird an dieser
Stelle nicht nochmals erwéahnt.

Hinzuzufigen ist, dass bel den insgesamt 41 konkordant positiven Fallen der monoklonale B-
Zell Anteil im Lymphozytengate im Mittel 14% (1% bis 94%) betrug, wahrend das mittlere
Infiltrationsvolumen knochenmarkshioptisch mit 25% (5% bis 90%) angegeben wurde.

4.2.2 Diskordante Falle

Diskordant positive Falle

In 14 von 139 Féllen (10%) diagnostizierte die Durchflul3zytometrie einen falsch-negativen
Befund. Die malignen Infiltrate waren vorwiegend paratrabekuldr gelegen mit intrafokaler
Fibrose. Das mittlere KM-Infiltrationsvolumen dieser Falle betrug lediglich 11% (<5% bis
50%).

Die anschlieffenden Untersuchungen versuchten einen moglichen Zusammenhang zwischen
der Rate falsch-negativer durchfluzytometrischer Befunde und dem knochenmarkshioptisch
eingeschétzten Infiltrationsvolumen festzustellen. Hierzu wurden alle Studienfélle (55 von
139, 39,6%) berticksichtigt, welche in der Histologie einen Lymphombefall des Markraumes
prasentierten. Diese setzten sich aus den 41 konkordant positiven Fale zusammen, in denen
beide Methoden Ubereinstimmend eine Beteiligung des Markorgans diagnostizierten und den
14 diskordant positiven Féllen, in denen lediglich die Histologie den Nachweis erbrachte. In
den konkordant positiven Féllen lag das mittlere Infiltrationsvolumen bel 25% (von 5% bis
90%). Bei den diskordant positiven Falen dominierte ein peritrabekul&res Wachstumsmuster,
welches im Durchschnitt 20% des Markraumes einnahm. Wurde das Infiltrationsvolumen mit
>20% angegeben, konnte in 21 der 55 Féle durchflulRzytometrisch das Lymphom bestéatigt
und in zwei Féllen nicht bestétigt werden, sodald die Rate fal sch-negativer Befunde 9% ergab.
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Bel einem Ausmal? zwischen 10% und 19% diagnostizierte die Durchflul3zytometrie in 13
Falen einen und in vier Falen keinen Befall, entsprechend einer falsch-negativen Rate von
24%. Schétzte die Histologie das Infiltrationsvolumen <10% ein, konnte in 7 Fallen
durchfluf3zytometrisch ein Befall des Markraums erfaldt und in 8 Fallen nicht erfasst werden,
demnach lag der ermittelte Anteil falsch-negativer Befunde bei 53% (vgl. Tab. 1V.3).

Die Untersuchungen verdeutlichen, dass der Anteil durchfluf3zytometrisch falsch-negativer
Befunde mit dem knochenmarksbioptisch eingestuften Infiltrationsvolumen korreliert.

Mit abnehmendem Infiltrationsgrad nahm die Anzahl durchflul3zytometrisch falsch-negativer
Befunde zu.

Tabelle 1V.3: Korrelation der falsch-negativen durchfluf3zytometrischen Ergebnisse
mit dem Infiltrationsausmal? im Knochenmark
KM-Infiltration  (n) FACS FACS FACS
(Histologie n=55) positiv negativ falsch-negativ
20% 23 21 2 9%
10-19% 17 13 4 24%
<10% 15 7 8 53%

Diskordant negative Falle

In 5 von 139 Fallen (3,5%) konnte der durchflulzytometrische Nachweis einer
Knochenmarksinfiltration morphologisch nicht bestétigt werden. Fir diese Félle betrugen die
detektierten klonalen B-Zell-Populationen bezogen auf das Lymphozytengate nach
Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-Paque 1% bis 10%.

4.2.3 Beurteilung des Infiltrationsvolumens im Knochenmark

In weiteren Untersuchungen zeigte sich eine diagnostische Diskordanz zwischen beiden
Methoden bei der Beurteilung des Infiltrationsvolumens im Knochenmark. Auffalig ist, dal3
das Infiltrationsvolumen  knochenmarksbioptisch  hoher  eingestuft wurde als
durchfluzytometrisch. Hierzu wurde das im Screening eingesetzte Primérmaterial nach
erfolgter Erythrozytenlyse auf den Anteill CD19 positiver B-Zellen untersucht und mit dem
bioptisch eingeschétzten Anteil CD20 positiver B-Lymphozyten verglichen. Insgesamt
wurden 87 der 139 Studienféle berticksichtigt. Die Histologie diagnostizierte in 33 der 87
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Falle (38%) einen Lymphombefall des Knochenmarks, in den restlichen 54 Fallen (62%) war
dieses nicht infiltriert. In 11 der 87 Félle (12,6%) wurde das Infiltrationsvolumen mit >20%
angefuhrt. Im Priméraspirat entsprach dieses lediglich einem Anteil von 6,8% B-Zellen und
4,9% klonaden B-Zellen. Bei weiteren 12 Féllen (13,8%) lag das Ausmald des Befalls
zwischen 10% und 19%. Die entsprechenden Probenansdtze erhielten nach erfolgter
Erythrozytenlyse einen Anteil von nur 4,9% B-Zellen und 2,4% monoklonalen B-Zellen. In
den verbleibenden knochenmarksbioptisch positiven Falen (n= 10, 11,5%) wurde das
Infiltrationsvolumen <10% eingeschétzt. Der in den Aspiraten erfasste Anteil an B-Zellen
entsprach 2,1% und an klonalen B-Zellen 0,2%. Ebenfalls enthielten alle morphologisch
negativen Falle (n= 54) im Primarmaterial einen B-Zell-Anteil von 2,2%, wobei klonale B-
Zellen fehlten (vgl. Tab. 1V.4).

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass beide Methoden das Infiltrationsvolumen im
Knochenmark unterschiedlich hoch einschdtzen, da der durchfluf3zytometrisch ermittelte
Antell CD19 positiver B-Zellen im Priméraspirat nicht mit dem der CD20 positiven B-
Lymphozyten im Trepanat Ubereinstimmt.

Tabelle 1V.4: Vergleich CD20+ B-Zellen in der Biopsie mit CD19+ B-Zellen im Aspirat

Histologie FACS FACS
KM-Infiltration  (n) mittlere B-Zellzahl mittlere klonale B-Zellzahl
(CD20+) (ohne Ficoll CD19+) (nach Ficoll + zusétzl. Marker)
>20% 11 6,8% (1-20%) 4,9% (0-18,4%)
10-19% 12 4,9% (1-16%) 2,4% (0-11,3%)
<10% 10 2,1% (1-5%) 0,2% (0-0,7%)

keine Infiltration 54 2,2% (0-7%) -
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5 Diskussion

5.1 Einleitung

Die Standarduntersuchung zum Nachweis einer Knochenmarkinfiltration des follikul&ren
Lymphoms ist zur Zeit die Knochenmarkbiopsie, welche eine adequate morphologische
Beurteilung des kndchernen Gewebes garantiert. Doch kann auch mit der Histologie nicht
immer eine eindeutige Aussage Uber eine Lymphominfiltration des Markraums getroffen
werden. Unterschiedliche Ansichten bestehen u.a. in der bioptischen Probengewinnung.
Einige Autoren sechen eine Uberlegenheit der bilateralen KM-Biopsie gegeniiber der
unilateralen bezlglich des Nachweises einer Infiltration (Brunning RD, Bloomfield CD et al.
1975; Coller BS, Chabner BA et al. 1977; Haddy TB, Parker RI et al. 1989; Jungja SK, Wolf
MM et a. 1990; Luoni M, Declich P et a. 1995; Barekman CL, Fair KP et al. 1997). Zudem
divergieren die Meinungen Uber eine adequate L &nge der Stanzprobe (Bishop PW, McNally K
et a. 1992; Islam A 1997; Bain BJ 2001) um fokale Lymphominfiltrate bioptisch zu erfassen.
Allderdings konnte mit Etablierung immunhistologischer Untersuchungen die Aussagekraft
der Stanzbiopsie erhoht werden (Thaler J, Dietze O et al. 1991).

Eine andere Moglichkeit des Nachweises der Lymphominfiltration im Knochenmark sind
nicht-invasive bildgebende Verfahren. Der Vorteil diessr Verfahren in  der
Lymphomdiagnostik liegt im Auffinden lymphoider Zellpopulationen fernab der
Punktionsstelle, alerdings ist der Nachweis einer spezifischen Lymphomentitdt im
Knochenmark nicht méglich. Aufgrund zu hoher Kosten und eingeschrankter Verfligbarkeit
finden diese Verfahren bisdang keine Anwendung in der Routinediagnostik des

Knochenmarks.

Auch haben sich in den letzten Jahren zahlreiche Anwendungen der Durchflul3zytometrie
durchgesetzt, da die Immunphanotypisierung im Rahmen der Differentiadiagnose
hé&matologischer Erkrankungen eine immer grof3ere Bedeutung einnimmt. Mit ihrer Hilfe ist
es moglich eine Vielzahl an Oberflachen- und intrazelluldren Antigenen von Zellsuspensionen
hamatologischer Neoplasien naher zu analysieren (Groenevelden K, te Marvelde JG et al.
1996). Vortelle bestehen in einer raschen Analyse einer Vielzahl von Einzelzellen (bis zu
10000 Zellen in wenigen Sekunden) bei gleichzeitiger Erfassung der Zellgrofde, Granularitét
sowie mehrerer Fluoreszenzsignale und der statistischen Auswertbarkeit gewonnener Daten
Zu einem spéteren Zeitpunkt. Die genannten Vorzlige fuhrten bislang zu ihrem Gberwiegenden

Einsatz in der Immundiagnostik akuter und chronischer Leukdmien (General Haematology
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Task Force of BCSH 1994; Bene MC, Castoldi G et al. 1995; Di Giuseppe JA and Borowitz
MJ 1998).

Daruberhinaus werden durchfluf3zytometrische Analysen immer haufiger zur Erfassung und
Typisierung maligner Non-Hodgkin-Lymphome im Knochenmark durchgefiihrt, welche auf
der Bestimmung der Linienzugehdrigkeit und des Reifegrades der Lymphomzellen sowie dem
Nachweis einer Leichtkettenrestriktion bel B-Zell-Noeplasien oder aberranter Antigenmuster
bei T-Zell-Lymphomen basiert (Rothe G and Schmitz G 1996). Speziell in der Diagnostik von
Non-Hodgkin-Lymphomen der B-Zellinie nutzt die Durchflul3zytometrie den Verlust bzw.
das Auftreten von Differenzierungsantigenen wahrend des B-Zell-Reifungsprozefles zur

Abgrenzung der einzelnen Lymphomentitaten.

Ihre wesentlichen Nachteile liegen in der fehlenden Méglichkeit, die Knochenmarkarchitektur
und das Wachstums- bzw. Infiltrationsmuster der verschiedenen NHL-Subtypen darzustellen.
Diese Aspekte werden haufig als mdgliche Ursachen fir die diagnostische Diskordanz
durchfluRzytometrischer und morphologischer Untersuchungen angefihrt. Insbesonders
follikulare Lymphome infiltrieren das Knochenmark Uberwiegend mit einem fokal
paratrabekuléren Wachstumsmuster (Brunning RD, Bloomfield CD et a. 1975; Jungja SK,
Wolf MM et a. 1990; Duggan PR, Easton D et a. 2000). Die neoplastischen Infiltrate breiten
sich in direktem Kontakt mit dem Knochen entlang der trabekuldren Strukturen aus und
neigen zur staken Fibrosierung, was den aspiratorischen Nachweis neoplastischer Zellen
erschwert. Ein Anteil an durchfluRzytometrisch nicht erfasster Lymphominfiltrate bel
morphologisch positivem Befund ist fur diesen NHL-Subtyp in der Literatur bekannt (vgl.
Abschnitt 5.3, S. 51 ff).

Zur Zeit werden Untersuchungen hinsichtlich der diagnostischen Aussagekraft
durchfluBzytometrischer Analysen im Vergleich zur morphologischen Beurteilung der
Beckenkammbiopsie kontrovers diskutiert (Dunphy CH 1996; Tabakhi A, Edinger M et al.
1996; Naugthon MJ, Hess Jl et al. 1998; Auer | and Luider J 1999; Hanson CA, Kurtin PJ et
al. 1999; Duggan PR, Easton D et a. 2000; Siebert JD, Weeks LM et a. 2000; Palacio C,
Acebedo G et a. 2001; Stacchini A, Demurtas A et a. 2003).

Die vorliegende Arbeit vergleicht im Rahmen der Staginguntersuchung die diagnostische
Wertigkeit der Durchflu3zytometrie mit der herkdmmlichen Knochenmarkbiopsie beziiglich

des Nachweises einer Infiltration durch das follikuldre Lymphom.
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5.2 Durchgefuhrte Studie

Unsere Studie fuhrten wir ausschliefdlich an Patienten mit diagnostisch gesichertem Befund
eines follikuldren Lymphoms durch. Hierfir wurden 139 Knochenmarkbiopsien und

Knochenmarkaspirate von 91 Patienten untersucht.

Das Knochenmark zeigte in 84 der Falle (60,4%) keinen und 55 der Falle (39,6%) einen
Lymphombefall. In unseren Untersuchungen wurden die Knochenmarkbiopsien als positiv
beurteilt, bei denen en eindeutiges Infiltrationsmuster vermerkt werden konnte.
Morphologisch nicht eindeutige Studienfélle wurden erneut histologisch evaluiert und

zusétzlich immunhistol ogisch untersucht.

Samtliche Knochenmarkaspirate wurden zunéchst mittels der
Dichtegradientenzentrifugationsmethode aufbereitet und immunphénotypisch mit einem
Screening bzw. Standard-Panel einschliefdlich der Leichtkettenrestriktion analysiert und
digenigen as positiv bewertet, bei denen das Verhdtnis der Immunglobulin-L eichtketten «/A
Zu gunsten von k >3, bzw. jede A/x Ratio >1 betrug. Ferner wurden die Proben als
durchfluRzytometrisch suspekt eingeschétzt, bei denen die neoplastischen Zellen eine
schwache CD19-Positivitdéé und das Oberflachenantigen CD10 aufwiesen. Die
durchfluf3zytometrisch untersuchten Aspirate zeigten in 93 der Félle (67%) ein negatives und
in 46 der Félle ein positives (33%) Ergebnis beztglich einer Lymphominfiltration

Die Resultate der Morphologie und Durchfluf3zytometrie stimmten in 86% der Félle (120 von
139) ddberein: in 295% (41 von 139) konnte sowohl histologisch as auch
durchfluzytometrisch eine Knochenmarkinfiltration bestétigt und in 56,9% (79 von 139)
nicht bestétigt werden.

Insgesamt fanden sich 19 diskordante Studienfélle (14%). In 5 Féalen (3,5%) bestétigte der
morphologische  Befund nicht den  durchflulzytometrischen  Nachwels  einer
Lymphominfiltration. In weiteren 14 Fallen (10%) konnte ein morphologisch positiver Befall
durchfluzytometrisch nicht diagnostiziert werden, obwohl samtliche gewonnenen

Beckenkammbiopsien al's reprasentativ bewertet wurden.

Die vorgelegte Studie kommt zu dem Schluf3, dass die histologische Untersuchung der
Knochenmarkbiopsie nach wie vor die Standarduntersuchung beim Staging follikularer

Lymphomeist.
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5.3 Vorliegende Literatur

Bislang beschéftigen sich nur einzelne Studien mit der simultanen Anwendung von
Durchfluf3zytometrie und Knochenmarkbiopsie in der Ausbreitungsdiagnostik maligner Non-
Hodgkin-Lymphome. Die wichtigsten Arbeiten zu dieser Thematik seien infolge aufgefihrt.

So untersuchten Stacchini et al. (Stacchini A, Demurtas A et a. 2003) 210
Knochenmarkbiopsien bzw. Knochenmarkaspirate von Patienten mit B-Zell-Non-Hodgkin-
Lymphomen bzw. B-Zel lymphoproliferativen Erkrankungen histologisch und
durchflu3zytometrisch auf eine Lymphominfiltration. Die Einteilung der Studienfélle erfolgte
nach ihrem morphologischen Befund in drei Gruppen: positiver und negativer oder
morphologisch nicht eindeutiger Befund eines Befals. Das Knochenmark zeigte in 104 der
Falle keinen und in 102 der Félle eine Beteiligung des Markorgans. Bei suspekten Befunden
wurden zusétzlich immunhistologische Untersuchungen durchgefiihrt. Allgemein wurden
Proben as morphologisch positiv bewertet, wenn ein eindeutiges Infiltrationsmusters
vermerkt werden konnte. Im Durchschnitt lag das KM-Infiltrationsvolumen in diesen Féllen
bei 30% (3% bis 90%).

Bei allen aspirierten Knochenmarkproben kam die Dreifarbendurchfluf3zytometrie mit direkt-
konjugierten Antikdrpern zum Einsatz. Zur immunphénotypischen Analyse der Proben wurde
zunachst ein Screening-Panel und dann ein Standardpanel verwendet. Sie wurden al's positiv
bewertet, wenn eine klonale Leichtkettenrestriktion vorlag, bzw. das Verhdltnis der
Immunglobulin-Leichtketten «/A <0,5:1 oder >3:1 betrug. Zudem wurden Proben mit einer
bimodalen Leichtkettenexpression as positiv eingestuft. Bei 128 der Studienfélle lag ein
negatives durchfluzytometrisches Ergebnis beziiglich einer Lymphominfiltration vor, bei 82
der Félle ein positives.

In 83% waren die Ergebnisse der Morphologie und Durchfluf3zytometrie identisch. In 25 der
Falle konnte ein morphologisch positiver Befall durchfluf3zytometrisch nicht bestétigt werden.
Diese Patienten waren mehrheitlich an einem follikuldrem Lymphom oder diffus
grofizelligem Lymphom erkrankt. Die meisten Félle zeigten ein paratrabekuldres
Infiltrationsmuster oder nodulér lymphoide Aggregate, die 1% bis 40% des Markraums
einnahmen. In weiteren 5 Félen konnte der durchfluf3zytometrische Nachwels einer KM-
Infiltration knochenmarksbioptisch nicht bestdtigt werden, wobei die Félle unterschiedliche
Entitdten prasentierten. Die durchfluf3zytometrisch detektierte klonale B-Zell-Population
bewegte sich in den 5 Falen zwischen 0,5% und 3,3%. In 4 der morphologisch suspekten
Befunde ergab die Durchflufl3zytometrie ein negatives Ergebnis.
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Stacchini et a. sind der Meinung, dass weder mit der morphol ogischen Beurteilung noch mit
der durchfluzytometrischen Anayse allein eine Knochenmarkinfiltration durch ein B-Zell-
Lymphom adequat diagnostiziert werden kann. Die Methoden sollten erganzend eingesetzt
werden. Nur mit der Durchflu3zytometrie ist es nicht mdglich den Nachweis fokal
paratrabekuldr infiltrierender B-NHL zu fuhren. Allerdings schédtzen sie diese Methode als
hoch sensitiv bezliglich der Fragestellung nach einer minimalen Lymphominfiltration von <
5% durch kleinzellige klonale B-NHL ein.

Duggan et a. (Duggan PR, Easton D et al. 2000) untersuchten 227 Knochenmarkproben von
Patienten mit B-Zell- und T-Zell-NHL. Aus der Studie ausgeschlossen wurden Patienten mit
Haarzell-Leukamie, CLL und Prolymphozytischer Leukamie. Die bioptisch gewonnenen
Knochenmarkproben wurden eindeutig als negativ eingeschétzt, wenn morphologisch keine
Lymphominfiltration vorhanden war und zudem das Trepanat mindestens 1 cm subkortikales
Gewebe enthielt. Immunhistologische Untersuchungen der Praparate wurden nicht
beschrieben. Die Gruppierung der 227 Studienféle erfolgte nach der Morphologie in die
Kategorien - Nachweis einer Infiltration im Knochenmark durch ein Lymphom bzw. kein
Nachweis eines Befalls sowie morphologisch keine Diagnose moglich. Eine fehlende
Beteiligung des Knochenmarks konnte bioptisch in 162 der Félle gesichert werden, in 65 der

Falle war der Befund ein positiver.

Samtliche Knochenmarkaspirate wurden mit der Dreifarben- und
Vierfarbendurchflul3zytometrie analysiert. Fir eine exakte Immunphéanotypisierung kam ein
grofes Panel an monoklonalen Antikorpern gegen T-Zell- und B-Zell-Antigene zum Einsatz
inklusive einer Analyse der Leichtkettenrestriktion. Als positiv wurden Knochenmarkaspirate
bewertet, bei denen eine Leichtkettenrestriktion und/oder eine abweichende Expression von
B-Zell-Markern vorlag und die neoplastische Zellpopulation >5% aller kernhaltigen Zellen in
der Probe betrug; bel einem Anteil <5% wurde die Probe als minimae Infiltration
klassifiziert. In 75,4% der Félle konnte ein morphologisch nachgewiesener Lymphombefall
durchfluzytometrisch bestétigt werden. Zudem detektierte die Durchfluzytometrie in 27 der
162 morphologisch negativen Studienfallen eine Lymphominfiltration (<5%). Die klonale B-
Zell-Population lag hier zwischen 1% und 5%. Bel einem Infiltrationsgrad >5% war auch das
morphol ogische Ergebnis ein positives.

In 78% der Félle stimmten die Ergebnisse der Morphologie und der Durchflul3zytometrie
Uberein. Insgesamt fanden sich 49 diskordante Studienfélle, davon konnte in 27 der Félle der
durchfluzytometrische Nachweis einer KM-Infiltration morphologisch nicht bestatigt
werden. In 12 der 27 Falle wurde die Diagnose eines follikuléaren Lymphoms gestellt. Die
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verbliebenen 15 Félle setzten sich aus diffus-grof3zelligen Lymphomen, Mantelzell-
Lymphomen, monozytoiden B-Zell-Lymphomen/MALT, peripheren T-Zell-Lymphomen und
einem nicht weiter spezifiziertem B-Zell-Lymphom zusammen. In weiteren 16 Féllen konnte
ein knochenmarksbioptisch positives Ergebnis durchfluf3zytometrisch nicht bestétigt werden.
Diese Patienten waren an follikuld&rem Lymphom, diffus-grof3zelligem Lymphom,
monozytoidem B-Zell-Lymphom/MALT, peripherem T-Zell-Lymphom, T-Zell reichem B-
Zell-Lymphom und small noncleaved Lymphom erkrankt. In 6 morphologisch suspekten
Befunden zeigte die Durchfluf3zytometrie ein negatives Ergebnis.

Die Schlussfolgerung ihrer Studie entspricht der von Stacchini et al. (Stacchini A, Demurtas
A et a. 2003). Allerdings sollte ab einer Infiltrationsrate von >5% die morphologische

Beurteilung weiterhin al's Standarduntersuchung angewendet werden.

Eine weitere Arbeit (Dunphy CH 1996) untersuchte 188 Knochenmarkstanzen- und Aspirate
von Patienten mit einem B-Zell-NHL bzw. CLL. In 97 der Féle war das Knochenmark durch
ein Lymphom befalen und 83 der Fale lymphomfrei. In 8 Falen lag ein morphologisch
suspekt positiver Befund vor. Die Schnittprdparate wurden mit Hamatoxylin-Eosin und
Giemsa gefarbt, immunhistologische Untersuchungen werden vom Autor nicht naher

beschrieben.

Mit einem grolfen Panel von monoklonalen Antikdrpern einschliefdlich  der
L eichtkettenrestriktion wurden die Aspirate untersucht. Eine Knochenmarkinfiltration wurde
dann angenommen, wenn das Verhdltnis k/A > 3:1 bzw. < 1:2 vorlag. Anmerkungen zu
immunophanotypischen Kriterien wurden nicht angefuhrt. In 84 der Studienféle présentierte
die Durchfluzytometrie ein positives Ergebnis bezlglich einer Lymphominfiltration.
Morphologische und durchfluRzytometrische Ergebnisse stimmten in 81,4% der Féll Uberein.
In der Beurteilung des Infitrationsvolumens stufte die Histologie das Ausmald in 27 der 75
morphologisch  und  durchfluBzytometrisch  positiven Félle hoher ein as die
Durchfluf3zytometrie, wobei es sich Uberwiegend um follikuldre Lymphome handelte.
Hingegen stufte die Durchfluf3zytometrie in nur weiteren 4 Féllen den Infiltrationsgrad hoher

ein alsdie Morphologie, wobei sich Uberwiegend CLL/SLL présentierten.

Eine diagnostische Diskordanz der Methoden zeigte sich in 27 aler Studienfélle. Von diesen
konnte in 22 Falen ein morphologisch verifizierter Lymphombefall durchfluf3zytometrisch
nicht bestatigt werden. Davon zeigten 16 Félle ein paratrabekuldres Wachstumsmuster, von
denen 12 follikulére Lymphome waren. In 5 der 27 Fale wies die Durchflul3zytometrie eine
Knochenmarkinfiltration nach, die morphologisch nicht bestétigt werden konnte. Die
detektierten klonalen B-Zell-Popul ationen lagen hier zwischen 2% und 5%.
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Der Autor kommt zu der Uberzeugung, dai3 die DurchflulRzytometrie bei einer Infiltration von
<5% aussagekraftig ist. Dagegen wies er eine hohere Sensitivitét der morphologischen
Untersuchung bei Lymphomen mit paratrabekuléren Wachstumsmuster nach, das bei

follikul&ren Lymphomen oder Mantel zell-L ymphomen héufig zu beobachten ist.

Palacio et a. (Palacio C, Acebedo G et a. 2001) untersuchten zu dieser Thematik 79
Knochenmarkbiopsien bzw. Knochenmarkaspirate von Patienten mit follikul&rem Lymphom
und diffus grofizelligem Lymphom. Die unilateral enthommenen Trepanate malden eine
mittlere Lange von 1,5 cm (0,2 cm bis 4 cm). In 52 der Félle ergab die Histologie keinen, in
16 der Falle einen Lymphombefall und in 11 Féllen einen morphologisch nicht eindeutigen.
Alle Biopsate wurden mit der Hamatoxylin-Eosin-Farbung sowie immunhistologisch mit
Antikorpern gegen CD3, CD45, CD20, Bcl-2, CD10 und beide Immunglobulin-L eichtketten

untersucht.

Bei Anwendung eines breiten Panels von monoklonalen Antikérpern einschliefdlich der
L eichtkettenrestriktion wurden die Knochenmarkaspirate mittels der
Dreifarbendurchfluf3zytometrie immunphanotypisch analysiert. Die durchfluf3zytometrisch
untersuchten Aspirate zeigten in 51 der Félle ein negatives und in 28 der Falle ein positives
Ergebnis bezuglich einer Lymphominfiltration. Als positiv wurden die Proben eingeschétzt,
bei denen die gegateten B-Zellen eine shy Leichtkettenrestriktion aufzeigten bzw. das
Verhdltnis der Immunglobulin-Leichtketten «/A >3:1 oder >1:1 betrug oder eine fehlende
Expression  von Oberflachenimmunglobulin~ auf reifen B-Zellen  vorlag.
Durchfluzytometrische und morphologische Befunde zeigten in 82,3% der Féle
konkordante Ergebnisse. Nur in 3 der Studienfélle konnte der durchfluRzytometrische
Nachweis einer KM-Infiltration morphologisch nicht bestétigt werden. Alle 3 diskordanten
Fadle zeigten in der Polymerasekettenreaktion (PCR) ein klonales Gen-Rearrangement.
Auffélligerweisen gab es keinen morphologisch positiven Fall, der durchfluf3zytometrisch
nicht bestétigt werden konnte. Patienten, bei denen nicht eindeutig eine Beteiligung des
Markorgans vorlag, waren Uberwiegend an follikularem Lymphom erkrankt. In 82% dieser
Falle konnte mit Hilfe der Durchfluf3zytometrie und PCR das Lymphom verifiziert werden.
Abzuglich der morphologisch suspekten Befunde bestétigte die Durchfluf3zytometrie in 100%

einen knochenmarksbioptisch verifizierten Lymphombefall.

In der Studie kamen Palacio et al. zu der Auffassung, dass die Durchflul3zytometrie eine
schnelle und leicht durchzufiihrende Methode zur Beurteilung einer Knochenmarkinfiltration
darstellt. Ferner ist die Durchfluf3zytomtrie ebenso aussagekréftig oder vielleicht sensitiver als
die morphol ogische Beurteilung beziiglich des Nachweises einer Beteiligung des Markorgans
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durch en follikulares Lymphom oder diffus grofizelliges Lymphom. Die
durchfluRzytometrische Analyse sollte bei bioptisch unklarem Befund oder unzulanglicher

Knochenmarkbiopsie angewendet werden.

In der 1998 publizierten Arbeit von Naugthon et al. (Naugthon MJ, Hess J et a. 1998) wurde
eine Serie von 273 Knochenmarkproben mit hoch- und niedrigmalignen Lymphomen sowie
B- und T-Zéell-Lymphomen auf eine Infiltration untersucht. Patienten mit Hodgkin-Lymphom
und Plasmozytom sowie 34 CLL-Patienten, die histologisch und durchfluf3zytometrisch ein
positives Ergebnis aufwiesen, wurden von der Studie ausgeschlossen. Entsprechend der
histologischen Befunde wurden die Proben den drei Kategorien — vorhandene bzw. fehlende
Infiltration des Knochenmarks sowie knochenmarkshioptisch suspekte Befunde — zugeordnet.
In 162 der Félle erfolgte eine bilaterale Entnahme der Knochenproben und in 111 der Félle
eine unilaterale. Morphologisch konnte in 188 der Falle kein und in 62 der Félle ein
Lymphombefall im Markraum verifiziert werden. In den histologisch positiven Falen lag das
mittlere Infiltrationsvolumen bel 20% (<5 bis 80%). 23 der 273 Féle zeigten einen
morphologisch suspekten Befund, von denen die Durchflul3zytometrie lediglich 2 Féle as

positiv bewertete.

Die Aufbereitung der durch Aspiration gewonnenen Knochenmarkproben erfolgte mittels der
Dichtegradientenzentrifugationsmethode  mit  Ficoll-hypaque.  Die  anschlief3ende
Immunphanotypisierung wurde mit einem Standardpanel von 14 monoklonalen Antikérpern
einschliefdich der Leichtenkettenrestriktion durchgefihrt. Bei 81 Proben wurde die Einfarben-
und bei 192 die Zweifarbendurchflul3zytometrie eingesetzt. Die Probenansétze der Patienten
mit B-Zell-Lymphomen wurden als positiv (Nachwelis eines NHL) eingeschétzt, wenn mehr
als 50% der gegateten B-Zellen einen Mangel an CD19 oder CD20 aufwiesen bzw. wenn das
Verhdltnis der Immunglobulin-Leichtketten von k/A > 6:1 oder A/x > 2:1 betrug. In 232 der
Fale konnten die Durchflulzytometrie keinen Nachwels einer Lymphominfiltration

erbringen, in 40 der Falle war das Ergebnis positiv.

Eine Konkordanz beider Methoden zeigte sich auf 82% der Félle, d.h in 37 von 273 Fallen
wurde sowohl histologisch als auch durchfluf3zytometrisch eine Knochenmarkinfiltration
ermittelt und in 187 von 273 blieb der Nachweis aus. Abzlglich der morphologisch suspekten
Befunde bestétigte die Durchflul3zytometrie in 60% ein morphologisch positives Ergebnis.
Insgesamt fanden sich 26 diskordante Féle in denen entweder die Histologie oder die
DurchfluRzytometrie falsch-negative Ergebnisse erzielten. In 25 der Féle konnte die
Durchfluf3zytometrie einen knochenmarksbioptisch positiven Befund nicht bestétigen,



Diskussion 56

hingegen wies sie nur in drei morphologisch negativen Studienféllen eine Beteiligung des

Markorgans nach.

In ihrer Studie kamen sie zu dem Schlul3, dass durchfluf3zytometrische Untersuchungen nur
eine geringe Bedeutung beim Nachweis einer KM-Infiltration durch Lymphomzellen haben.
Auch der Wechsel zur Zweifarbendurchflufl3zytometrie fihrte zu keiner signifikant hoheren
Sensitivitét.

Hanson et a. (Hanson CA, Kurtin PJ et al. 1999) analysierte 175 Knochenmarkproben von
Patienten mit hoch- und niedrigmalignen Lymphomen. Aus der Studie herausgenommen
wurden Patienten mit M. Waldenstrom, Haarzell-Leukamie und CLL. Bei alen Patienten
wurde der Beckenkamm bilateral biopsiert und die Trepanate zusétzlich immunhistologisch
mit Antikorpern gegen CD3 und CD20 untersucht. Das Mark zeigte in 116 der Félle keine
und in 59 der Félle einen Befall.

Die durchfluRzytometrischen Untersuchungen basierten auf dem Nachweis der Expression
von CD19 und der Leichtkettenrestriktion. In einigen Fdlen erfolgte eine prézisere
Immunphanotypisierung mit weiteren monoklonalen Antikorpern, die von den Autoren
jedoch nicht néher erlautert werden. Hanson et a. definierte ein Verhéltnis der Leichtketten
k/h > 31 bzw. Mk >2:1 as klonale B-Zell-Proliferation. Bei alen Proben kam die
Zweifarben- und Dreifarbendurchflufzytometrie zum Einsatz. In 121 der Félle beinhalteten
die Aspirate keine Lymphomzellen und in 54 der Falle war der Nachwels positiv. Bei 37 der
positiven Félle lag die detektierte klonale B-Zell-Population bel <5% des gesamten aspirierten
Probenmaterials und bei 14 weiteren Proben bei <1%.

Die Ergebnisse der Morphologie und der Durchflu3zytometrie stimmten in 91,4% der Félle
uberein. In 5 der 175 Féle verfehlten die histologischen und immunhistologischen
Untersuchungen den durchflulzytometrischen Nachweis einer KM-Infiltration. Diese
Patienten waren alle an grof3zelligen Lymphomen erkrankt. Die entsprechenden bilateral
gewonnenen Trepanate mallen eine Lange von 2 cm bis 6,5 cm, wobei die detektierten
klonalen B-Zell-Populationen bei 1% bis 10% lagen. In weiteren 10 diskordanten Fallen ergab
die DurchfluRzytometrie ein falsch-negatives Ergebnis. Davon war die eine Halfte der
Patienten an follikuldren Lymphomen und die andere an grof3zelligen Lymphomen mit
minimaler Infiltration erkrankt. Das Ausmal3 der Infiltration im Markraum differierte stark in
diesen Féllen.

Hanson et a. sind der Meinung, dass die Immunphanotypisierung von Knochenmarkproben
bei der Frage nach einer Infiltration kaum zusétzliche Informationen liefern kann und deshalb
nur angewendet werden sollte, wenn die Biopsie einen unklaren Befund prasentiert.
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Zusammenfassend sind die genannten Autoren ganz tberwiegend der Auffassung, dal3 eine
routinemdldige Anwendung durchfluRzytometrischer Analysen zum Nachwels einer
Knochenmarksinfiltration in der Staginguntersuchung maligner Non-Hodgkin-Lymphome

von geringer Bedeutung ist.

Tabelle V.1: Thematik:

Knochenmarksinfiltration beim Follikularen Lymphom: Vergleich von Histologie und

Zusammenfassung veroffentlichter Daten Zur

Durchfluf3zytometrie

Autor’* |FL Félle |KM+/FC+|KM+/FC-|KM-/FC+ |% KM % FC

falsch-negativ |falsch-negativ
Naughton | 69 11 8 0 0(0von 19) 42 (8 von 19)
Dunphy |55 13 12 2 7 (2von 27) 44 (12 von 27)
Stacchini | 70 9 13 1 4 (1von 23) 56 (13 von 23)
Perea®* [176 43 26 12 15 (12von 81) |32 (26 von 81)
Hanson |58 25 5 0 0 (0von 30) 17 (5von 30)
Schmidt | 139 41 14 5 8 (5 von 60) 23 (14 von 60)

567 142 78 20 8 (20 von 240) |33 (78 von 240)

Anmerkung:

L+ tabellarisch nicht aufgefiihrt sind die Ergebnisse von Palacio et al. und Duggan et al.. Beide
Autoren lief3en bel ihren Ergebnissen die verschiedenen Lymphomentitdten
unbertcksichtigt. Dennoch kommen sie zu dem Ergebnis, dass die Durchflul3zytometie
sensitiver ist als die Morphologie beziiglich des Nachweises einer KM-Infiltration durch ein
follikuléres Lymphom.

% Perea G, Altes A, Bellido M, et al.: Clinical utility of bone marrow flow cytometry in B-
cell non-Hodgkin lymphomas (B-NHL ). Histopathology 2004, 45:268-74

Legende: FL: Follikul&res Lymphom; KM: Knochenmark; FC: Durchfluf3zytometrie.
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5.4 Kiritische Wertung

5.4.1 Datenkonstanz

Nach Darstellung der vorliegenden Literatur zur simultanen Anwendung von
Durchfluf3zytometrie und Beckenkammbiopsie wird deutlich, dass unsere Resultate im
Wesentlichen mit denen oben genannter Studien Ubereinstimmen. Auffallend ist, dass trotz
methodischer und klinischer Unterschiede zwischen den einzelnen Studien die Ergebnisse
mehrheitlich zu einer Konstanz konkordanter und diskordanter Daten fihren. So wird in den
Arbeiten von Stacchini et al. (Stacchini A, Demurtas A et al. 2003) und Hanson et al. (Hanson
CA, Kurtin PJ et a. 1999) die diagnostische Konkordanz beider Methoden mit 83,8% bzw.
91,4% angegeben. In anderen Publikationen finden sich hierzu &hnliche Ergebnisse
(Naugthon MJ, Hess J et a. 1998; Palacio C, Acebedo G et a. 2001). In unseren
Untersuchungen erzielten die morphol ogischen Untersuchungen und durchfluf3zytometrischen
Analysen in 86% der Félle einen identischen diagnostischen Befund. Somit stimmen unsere

Ergebnissen mit denen der zuvor genannten Autoren Uberein (siehe Tab. 1V.1; S. 38).

Eine Datenkonstanz besteht auch hinsichtlich diskordanter Studienfélle. Dieser Anteil bel uft
sich in den Studien von Stacchini et al. (Stacchini A, Demurtas A et al. 2003) und Duggan et
a. auf 14,3% bzw. 22%. Auch die anderen publizierten Arbeiten prasentieren nahezu
identische Ergebnisse (Dunphy CH 1996; Naugthon MJ, Hess J et al. 1998). In unserer
Studie betragt der Anteil diskordanter Befunde 13,7% (siehe Tab. 1V.1; S. 38).

5.4.2 Patientenkollektiv

Die meisten publizierten Studien zur simultanen Anwendung von Durchflul3zytometrie und
Beckenkammbiopsie beschéftigen sich allgemein mit Lymphomen im Stanzmaterial (Dunphy
CH 1996; Naugthon MJ, Hess Jl et al. 1998; Hanson CA, Kurtin PJ et al. 1999; Duggan PR,
Easton D et a. 2000; Stacchini A, Demurtas A et al. 2003). Eine Ausnahme bildet die 2001
veroffentlichte Arbeit von Palacio et a. (Palacio C, Acebedo G et a. 2001), in der
ausschliefdlich Knochenmarkproben von Patienten mit follikul&rem Lymphom und diffus-

grof3zelligem Lymphom histologisch und durchfluf3zytometrisch untersucht wurden.

Fir unsere Analysen erschien die follikuldre Lymphomentitét das klinisch wichtigste Problem
zu sein, da sich die Patienten haufig bei der Erstdiagnose in fortgeschrittenen
Erkrankungsstadien mit zT ausgedehnter Knochenmarkinfiltation  prasentieren.
Dartberhinaus sind follikulére Lymphome mit 70% die haufigste Entitdt in der Gruppe der
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niedrig-malignen Non-Hodgkin-Lymphome (Glass AG, Karnell LH et a. 1997). Wir

entschlossen uns daher, diese Entitét gesondert zu betrachten.

5.4.3 Madgliche Fehlerquellen fur diskordant-positive Falle

Das Spektrum moglicher Fehlerquellen in den genannten Publikationen ist breit geféachert.
Von den einzelnen Autoren werden unterschiedliche Aspekte fir den Anteil falsch-negativer

durchfluf3zytometrischer Befunde verantwortlich gemacht

Modifikation der durchfluRzytometrischen Methode (Probenaufbereitung mittels
der Dichtegradienten-Zentrifugationsmethode vs. Erytrozytenlyse-Methode)
(Naugthon MJ, Hess Jl et al. 1998)

notwendige Durchfihrung von Mehrparametermessungen gegeniber den
Einzelfarbmessungen (Palacio C, Acebedo G et al. 2001)

Unterschiede in der bioptischen und aspiratorischen Probengewinnung (Stacchini
A, Demurtas A et al. 2003)

unterschiedliche Beurteilung des Infiltrationsvolumens (Dunphy CH 1996)
falsche , Gating” -Strategien

Als Ursache fur die Diskrepanzen in unseren Untersuchungen dirften im Wesentlichen

anschlief3end aufgefiihrte Gesichtspunkte eine Rolle gespielt haben:

Kontamination der Probenansétze mit zirkulierenden Blutzellen

Man kann davon ausgehen, dass unter Aspiration zirkulierende Blutzellen dem
Probenmaterial beigemengt werden, die urséchlich zu falsch-niedrigen Werten in den
einzelnen Lymphozytensubpopul ationen fuhren. Gerét die Anzahl neoplastischer Zellen unter
den festgelegten Grenzwert, konnen diese dem durchfluRzytometrischen Nachweis entgehen
(Duggan PR, Easton D et a. 2000). Um eine Kontamination unserer Probenansédtze mit hoher
Wahrscheinlichkeit auszuschlief3en, untersuchten wir daher alle Priméraspirate mit einem
Sreening-Panel u.a. auf ihren T-Zellantell as Indikator. Im peripheren Blut liegt der T-Zell
Anteil normalerwel se zwischen 20% und 30%. Enthielten die aspirierten Knochenmarkproben

einen T-Zell Anteil >20% wurden diese a's nicht reprasentativ bewertet.

In den oben genannten Studien lassen sich mehrheitlich keine detallierten Anmerkungen Uber
die Durchfiihrung eines Screenings finden (vgl. Abschnitt 5.3, S. 51 ff). Lediglich ein Autor
(Stacchini A, Demurtas A et al. 2003) beschreibt ausdricklich die Verwendung eines

Screening-Panels in seinen durchflulRzytometrischen Untersuchungen.
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Modifikation der durchfluBzytometrischen Methode

Ebenso stellte sich die Frage, ob eine Modifikation der Methodik fir das ungunstige
Abschneiden der Durchfluf3zytometrie in unseren Untersuchungen verantwortlich gemacht
werden konnte. Zundchst wurden die im Priméarmaterial vorhandenen Erythrozyten mittels der
Peli Lyse (Hiss) eliminiert und anschlief3end die mononukledren Zellen durch Zentrifugation
Uber einen Ficoll-Gradienten aus den Proben isoliert. In einigen unserer Félle kann es unter
Anwendung der Lysing-Solution und mehrfachen Zentrifugationen mit nachgeschalteten
Waschschritten zu einem grof3eren Verlust verschiedener B-Zellpopul ationen gekommen sein,
was zu einer Unterschéatzung durchfluf3zytometrisch positiver Félle gefihrt hat (Fruttero A,
Girotto M et al. 1992; Stelzer GT, Marti G et a. 1997). Lediglich die Arbeit von Naugthon et
a. (Naugthon MJ, Hess J et al. 1998) flhrte in ihren Untersuchungen diese spezielle
Anreicherungsmethode durch. In den anderen oben genannten Studien wurden die
Probenansétze Uberwiegend mit der Erythrozytenlyse-Methode aufbereitet (Hanson CA,
Kurtin PJ et al. 1999; Duggan PR, Easton D et a. 2000). Im Gegensatz zum Ficollgradienten
findet bei dieser Methode keine Anreicherung von Zellpopulationen statt. Die Erythrozyten
werden direkt aus der mit den entsprechenden Antikdrpern versetzten Vollblutprobe lysiert
und anschlief3end eliminiert. Hierbei sind die Zentrifugationsschritte weitestgehend reduziert,
was vermehrten Zellverlusten entgegenwirkt. Allerdings verdeutlichen die nahezu identischen
Resultate, dass eine Modifikation der Methodik (die Anwendung der Dichtegradienten-
Zentrifugation statt der Erythrozyten-Lysemethode) fUr das unglnstige Abschneiden der
Durchfluf3ytometrie nicht verantwortlich gemacht werden darf.

Unterschiede in der bioptischen und aspiratorischen Probengewinnung

Ein Erklarungsansatz fur die diskrepanten Befunde ergibt sich moglicherweise aus der
unterschiedlichen Technik der Probenentnahme. So wird der Beckenkamm fur die
morphologische Knochenmarksdiagnostik gewohnlich bilateral biopsiert, hingegen das
Knochenmark fur die immunphénotypische Analyse vorwiegend unilateral aspiriert. ES ist
vorstellbar, dass insbesonders fokale Lasionen im Knochenmark haufiger dem
durchfluf3zytometrischen Nachweis entgehen as diffus infiltrierende Prozesse. In diesem
Zusammenhang beschreiben mehrere Autoren eine deutliche Uberlegenheit der bilateralen
Knochenmarkbiopsie  gegeniber  der unilaterdlen in  dem Nachwels einer
Knochenmarkinfiltration (Brunning RD, Bloomfield CD et al. 1975; Coller BS, Chabner BA
et al. 1977; Haddy TB, Parker RI et al. 1989; Jungja SK, Wolf MM et al. 1990; Luoni M,
Declich P et a. 1995; Barekman CL, Fair KP et a. 1997; Cheson BD, Horning SJ et al.
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1999). Beispielsweise untersuchte eine Arbeit insgesamt 273 NHL-Patienten, von denen 111
unilateral und 162 bilateral biopsiert wurden. In 30% der Fale war jeweils nur eine
Knochenmarkstanze vom Lymphom befallen (Naugthon MJ, Hess J et a. 1998). Diese
Ergebnisse unterstiitzen eine Reithe von Autoren, fir die eine routinemaldige bilaterale
Entnahme der Proben als sinnvoll erscheint (Brunning RD, Bloomfield CD et al. 1975; Coller
BS, Chabner BA et al. 1977; Haddy TB, Parker RI et a. 1989; Jungja SK, Wolf MM et al.
1990; Luoni M, Declich P et al. 1995; Barekman CL, Fair KP et al. 1997).

Die vorliegende Arbeit lield im Gegensatz zu anderen Autoren (Hanson CA, Kurtin PJ et al.
1999; Palacio C, Acebedo G et al. 2001; Stacchini A, Demurtas A et a. 2003) die
Entnahmetechnik der Knochenmarkproben unberticksichtigt, sodal? eine mdgliche

Beeinflussung der Ergebnisse ungeklart bleibt.

Unterschiede bei der Beurteilung des Infiltrationsvolumens im Knochenmark

Unterschiede zwischen beiden Methoden zeigten sich auch bei der Beurteilung des
Infiltrationsvolumens im Knochenmark. Allgemein wird das Ausmal} des KM-Befals
morphologisch tendenziell hoher eingestuft als durchfluf3zytometrisch erfassbar. Eine Arbeit
(Dunphy CH 1996) untersuchte hierzu insgesamt 75 morphologisch und
durchfluf3zytometrisch positive Befunde, von denen in 27 der Féle (36%) das
Infiltrationsvolumen morphologisch hoher eingestuft wurde as durchfluf3zytometrisch. Der
Uberwiegende Anteil dieser Félle waren follikuldre Lymphome. In nur 4 der Félle (5%)
schétzte die Durchflul3zytometrie den Infiltrationsgrad hoher, wobei Fale mit CLL/SLL
dominierten. In unserer Arbeit verglichen wir den ermittelten Anteil CD19 positiver B-Zellen
im Aspirat mit dem immunhistologisch geférbten Anteil CD20 positiver B-Lymphozyten in
der Biopsie. Die Daten veranschaulichen, dass der Anteil CD19 positiver Zellen in samtlichen
Fallen unter dem der CD20 positiven lag (siehe Tabelle 1V.4; S. 47). Wir befinden uns damit

in Ubereinstimmung mit den Ergebnisse des genannten Autors.

In diesem Zusammenhang belegen vorhergehende Studien die begrenzte Rolle
durchfluzytometrischer Anaysen in der Knochenmarkdiagnostik follikuléarer Lymphome
(Coller BS, Chabner BA et a. 1977; Jungja SK, Wolf MM et al. 1990; Salisbury JR, Deverell
MH et a. 1997). Die ungleichméllige Verteilung der Infiltrate mit paratrabekulérem
Infiltrationsmuster sind fir diese Entitét gut belegt (Coller BS, Chabner BA et a. 1977).
Moglicherweise werden kleine bioptisch verifizierbare paratrabekulére Infiltrate aus dicht
gelagerten Lymphomzellen mit intrafokaler Fibrose wahrend der Aspiration nicht suffizient

aufgebrochen. Durch ihr Verbleiben im Knochenmark entgehen sie dem aspiratorischem
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Nachweis. Ein derartiges Phdnomen wird in der aktuellen Literatur hdufig als Ursache fir
durchfluzytometrisch nicht erfasste, aber morphologisch verifizierte Lymphominfiltrate
angefuhrt (Dunphy CH 1996; Hanson CA, Kurtin PJ et a. 1999; Duggan PR, Easton D et al.
2000; Stacchini A, Demurtas A et al. 2003). Allerdings verglich bislang keine der publizierten
Studien den Anteil durchfluf3zytometrisch falsch-negativer Befunde mit dem morphologisch
eingestuften KM-Infiltrationsvolumen. Folglich ist die vorliegende Dissertation die erste, die
dieses in groRerem Umfang unternommen hat. Hierzu wurden alle Studienféle (n= 55)
beriicksichtigt, bei denen beide Methoden einen Befall des Markraumes diagnostizierten. Die
Ergebnisse veranschaulichen, dass beide untersuchten Parameter miteinander korrelieren,
insofern daf3 mit abnehmendem Infiltrationsvolumen die Anzahl durchfluf3zytometrisch nicht
erfasster Lymphominfiltrate steigt (siehe Tabelle 1V.3; S. 46).

5.4.4 Maogliche Fehlerguellen fur diskordant-negative Falle

Darliberhinaus zeigt sich ebenfals eine Datenkonstanz in dem Anteil morphologisch nicht
erfasster durchfluf3zytometrisch positiver Befunde. Dieser wird in den Studien von Stacchini
et a. (Stacchini A, Demurtas A et al. 2003) und Duggan et al. (Duggan PR, Easton D et al.
2000) mit 2,4% bzw. 9,7% angegeben. Nahezu identische Ergebnisse konnten auch mit
anderen Arbeiten erzielt werden (Dunphy CH 1996; Naugthon MJ, Hess J et al. 1998;
Hanson CA, Kurtin PJ et al. 1999).

Als Ursache fur die unterschiedlichen diagnostischen Ergebnisse werden von den oben

genannten Autoren aufgefthrt

Unzureichende Probenreprasentativitdt der KM-Stanze (Palacio C, Acebedo G et
al. 2001)

Kontamination der Probenansdtze mit zirkulierenden Lymphomzellen im
peripheren Blut (Hanson CA, Kurtin PJ et al. 1999)

Morphologisch nicht erfassbare minimale KM-Infiltrationen (Duggan PR, Easton
D et al. 2000)

Unsere Untersuchungen ergaben insgesamt 5 diskordant-negative Falle (5 von 139; 3,5%),
womit wir zu &hnlichen Resultaten kamen. Fir uns liegen mdgliche Grinde fir
morphologisch nicht erfasste Lymphominfiltrate in einer unzureichenden Stanzprobenl&nge
und Auslassung immunhistologischer Untersuchungen bei  suspekten und minimalen

K nochenmarkinfiltraten.
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Unzureichende Probenreprasentativitat der gewonnenen KM-Biopsie

Die Meinungen Uber eine adequate Lange der Stanzprobe divergieren vor allem, wenn es um
den bioptischen Nachweis fokaler Lymphominfiltrate geht. Einige Autoren sind der
Auffassung, dass die optimale Probenreprasentativitdt nur mit einer definierten Lange
gegeben ist (Brynes RK, McKenna RW et a. 1978; Islam A 1997; Bain BJ 2001), im
Gegensatz zu anderen, die ein Probenmal3 eher beliebig sehen (Bishop PW, McNally K et al.
1992).

Palacio et al. (Palacio C, Acebedo G et al. 2001) kommt in seinen Untersuchungen zu der
Uberzeugung, dass der Gewinn an morphologisch verifizierten Lymphominfiltraten von der
Lange der Stanzprobe abhangt. Die Studie enhielt insgesamt 11 Patienten, die einen
morphologisch nicht eindeutigen KM-Befund aufwiesen. Bei 9 der Falle mal} die
Knochenmarkstanze eine Lange von <2 cm. Fir eine adaguate Stanzenlénge wird eine
Mindestlange von 2 cm empfohlen unabhéngig davon, ob der Beckenkamm unilateral oder
bilateral biopsiert wurde (Cheson BD, Horning SJ et a. 1999).

In unseren Untersuchungen lag die mittlere Stanzenlénge in den 5 diskordant-negativen Féllen
bei 1,3 cm. In 2 der Félle mal3 diese eine Lange von <1 cm. Folglich bewerteten wir die
Gewebeproben als reduziert reprasentativ. Weiterhin gab es nur einen Fall mit reprasentativer
Knochenmarkprobe, in dem morphologisch definitiv keine Lymphominfiltration
nachgewiesen werden konnte. Die durchfluzytometrisch detektierte klonale B-Zell-
Population, bezogen auf das Lymphozytengate nach Zentrifugation Uber einen Ficoll-

Gradienten, betrug fur diesen Fall 1% und war morphologisch nicht erfassbar.

Unserer Auffassung nach spielte die Lange der Knochenmarkstanze eine wesentliche Rolle,
da wir beobachten konnten, dass die morphologisch nicht verifizierten Féle eine zu geringe

Probengrof3e aufwiesen.

Auslassung immunhistologischer Untersuchungen bei suspekten und minimalen
Infiltraten

In der Literatur wird die diagnostische Wertigkeit der Immunhistochemie as zusétzliche
Methode bislang kontrovers diskutiert. Einige Autoren sind der Auffassung, dal3
immunhistologische Férbungen an paraffin-eingebettetem Material in der Beurteilung
maligner Lymphome von diagnostischem Nutzen sind (Kubic VL and Brunning RD 1989;
van der Vak P, Mullink H et al. 1989; Pileri SA, Roncador G et a. 1997). Nach der
publizierten Arbeit von Thaler et a (Thaler J, Dietze O et al. 1991) konnte durch die
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Etablierung immunhistochemischer Methoden die Aussagekraft der Stanzbiopsie erhoht

werden.

In den unter Abschnitt 5.3 genannten Studien wurden immunhistologische Untersuchungen
nur teilweise durchgefthrt. Stacchini et a. (Stacchini A, Demurtas A et a. 2003) untersuchten
ausschliefdich morphologisch suspekte Knochenmarkproben zusétzlich mit Antikdrpern
gegen CD3, CD5, CD20, CD10, CD79a, anti-x, anti-A, 1gA, IgM und IgG. Nach ihren
Ergebnissen konnte in 5 Félen, die ale unterschiedliche Entitdten zeigten, der
durchfluzytometrische Nachweis ener Infiltration weder morphologisch noch

immunhistologisch bestétigt werden.

Hanson et a. (Hanson CA, Kurtin PJ et a. 1999) analysierten séamtliches Knochenmark-
Stanzmaterial  (n= 175) immunhistologisch mit Antikérpern gegen CD3 und CD20. Die
Ergebnisse der Morphologie und Immunhistochemie stimmten in 97,7% (171 von insgesamt
175 Féllen) Uberein. Dabei verifizierten immunhistologische Untersuchungen in 48 der 175
Studienfélle lymphoide Infiltrate im Markraum, die allerdings morphologisch keine
Eigenschaften eines malignen Lymphoms aufwiesen. Immunhistochemisch zeigten samtliche
Zellpopulationen eine Mischung aus kleinen CD20 positiven B-Zellen und CD3 positiven T-
Zellen oder Uberwiegend T-Zell-Popul ationen.

In ihren Untersuchungen konnten alle relevanten Félle mit Beteiligung des Knochenmarks
anhand der morphologischen Beurteilung diagnostiziert werden. Hanson et al. stellten fest,
dal3 die Einordnung suspekter lymphoider Infiltrate im Stanzmaterial auch nach Anwendung
immunhistologischer Untersuchungen weiterhin Schwierigkeiten bereitete. Sie kamen zu dem
Schluf3, dass die Immunphanotypisierung mittels immunhistochemischer Farbungen keine
kosten-effektive Zusatzuntersuchung in der Ausbreitungsdiagnostik maligner Lymphome
darstellt.

Duggan et a. (Duggan PR, Easton D et a. 2000) untersuchte 227 Trepanate mit
Hamatoxylin/Eosin, Periodsdure-Schiff und Giemsa. Immunhistologischer Farbungen wurden
nicht durchgefuhrt. Anliegen seiner Studie war es nicht die diagnostische Wertigkeit der
Immunhistologie zu evaluieren. Dennoch sind sie der Meinung, dass fur eine adequate
Bestimmung suspekter lymphoider Lasionen, die nicht eindeutig einer das Knochenmark
infiltrierenden Erkankung zugeordnet werden kdnnen, immunhistochemische Farbungen von
diagnostischem Nutzen sind. Jedoch ist die Immunphénotypisierung mittels
immunhistologischer Untersuchungen neben der Durchfluf3zytometrie Uberflissig und nicht

kostengerecht.
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In unserer Studie wurden vor der Reevaluierung morphologischer  und
durchfluzytometrischer Daten alle diskordanten Befunde (n= 30) immunhistologisch mit
Antikorpern gegen CD3, CD10 und CD20 untersucht. Nach wiederholter morphologischer
Beurteilung und aufgrund zusétzlich durchgefihrter immunhistochemischer Farbungen
konnten 6 Falle reklassifiziert.

Ferner ergaben sich  nach  Reevaluierung insgesamt 14  morphologisch
positive/durchflul3zytometrisch negative Falle, von denen 8 Félle ein Infiltrationsvolumen
<5% im Mark aufwiesen. Auch bel diesen Félen konnte die diagnostische Treffsicherheit
durch erganzende immunhistol ogische Untersuchungen erhéht werden.

Bei den insgesamt 5 diskordant-negativen Studienfalen konnte in 2 Fallen morphologisch
jeweils ein kleines Infiltrat diagnostiziert werden ohne eindeutigen Nachweis eines
follikularen Lymphoms. Aufgrund der markzentralen Lage und mit Hilfe zusétzlich
immunhistologischer Farbungen wurden die Infiltrate als reaktiv gewertet.

Nach unseren Untersuchungen kamen wir zu dem Ergebnis, dali3 die erganzende Anwendung
immunhistologischer Untersuchungen in der Ausbreitungsdiagnostik follikuldrer Lymphome

geeignet ist.
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6 Zusammenfassung

Die routinemalBige Entnahme von Beckenkammbiopsien zur morphologischen Beurteilung
des Knochenmarks ist ein wesentlicher Bestandtell der klinischen Diagnostik beim Staging
von Patienten mit niedrig-malignen Non-Hodgkin-Lymphomen. Nach wie vor stellt sie die
Standarduntersuchung dar, mit der die Diagnose eines Knochenmarkbefals durch
Lymphomzellen gesichert werden kann. Vor alem Patienten mit follikuldren Lymphomen
prasentieren sich bei Erstdiagnose haufig in fortgeschrittenen Krankheitsstadien mit
ausgepragter Infiltration des Knochenmarks, durch welche die Erkrankung immer noch als
unheilbar gilt. Gewohnlich wird zur weiteren Beurteilung der Erkrankung simultan zur
Beckenkammbiopsie das Knochenmark aspiriert und immunphanotypisch mit Hilfe der
Durchfluf3zytometrie analysiert. In diesem Zusammenhang ergibt sich immer wieder ein
Antell durchfluf3zytometrisch nicht erfasster Lymphominfiltrate bei morphologisch positivem
Befund. Als Ursache werden die ungleichméfdige Verteilung der malignen Infiltrate im
Markraum mit haufig fokal paratrabekuldrem Infiltrationsmuster und intrafokaler Fibrose
angefihrt, die besonders fur das follikulére Lymphom belegt sind (Hanson CA, Kurtin PJ et
al. 1999; Duggan PR, Easton D et al. 2000; Stacchini A, Demurtas A et al. 2003).

Die vorliegende Arbeit verglich die diagnostische Aussagekraft der Durchfluf3zytometrie mit
der herkdbmmlichen Beckenkammbiopsie in bezug auf den Nachweis eines follikuléren
Lymphoms. Zur Sicherung der Diagnose erfolgte zu Beginn eine ausfthrliche Archivsuche,
bei der zunéchst die Patienten ermittelt wurden, die einen extramedull&r lokalisierten Befund
zeigten. Fur die Untersuchungen wurden nur die Patienten bertcksichtigt, bel denen eine
Knochenmarkbiopsie durchgefiihrt worden war. Als positiv wurden die Knochenmarkproben
bewertet, wenn ein eindeutiges Infiltrationsmuster vermerkt werden konnte. Insbesondere die
morphologisch diskrepanten Studienfélle wurden erneut histologisch evaluiert und zusétzliche
immunhistologische Untersuchungen mit Antikérpern gegen CD3, CD10 und CD20
durchgefihrt. Ferner wurden die korrespondierenden Knochenmarkaspirate zunachst mittels
der Dichtegradientenzentrifugationsmethode mit Ficoll-Pague aufbereitet und in
durchfluzytometrischen Untersuchungen immunphanotypisiert sowie einschliefdlich der
Leichtkettenrestriktion analysiert. Bei allen Probenansdtzen kam die Zweifarben- und
DreifarbendurchfluRzytometie mit direkt-konjugierten monoklonalen Antikoérpern zum
Einsatz. Nach Reevaluierung aler durchflul3zytometrischen und morphologischen Befunde
mit zusatzlicher Immunhistochemie wurden insgesamt 11 Félle reklassifiziert. Die Befunde

der beiden Methoden stimmten in 86% der Félle Uberein- in 14% unterschieden sie sich.
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Insgesamt zeigte sich in 19 Studienfélle eine diagnostische Diskordanz zwischen beiden
Methoden. In 5 Fallen konnte der durchflul3zytometrische Nachweis einer
Lymphominfiltration im Knochenmark morphologisch nicht bestétigt werden. Die mittlere
Trepanatlange betrug in diesen Féllen 1,3 cm. Aufgrund der geringen Probengrof3e wurden 3
der 5 Félle as reduziert repréasentativ eingeschétzt. In zwei weiteren Féllen wurde jewells ein
kleines Infiltrat diagnostiziert, das wegen seiner markzentralen Lage und zusétzlich
immunhistologischer Untersuchungen als reaktiv gewertet wurde. Nur in einem der funf Félle
konnte in einer reprasentative Knochenmarkprobe morphologisch definitiv keine
Lymphominfiltration nachgewiesen werden. Die fur die 5 Fale entsprechenden
durchfluRzytometrisch  detektierten klonalen B-Zell-Populationen, bezogen auf das
Lymphozytengate nach Zentrifugation Uber einen Ficoll-Gradienten lagen zwischen 1% und
10%. Die weiteren 14 der insgesamt 19 diskordanten Falle waren ausschliefdich
knochenmarksbioptisch positiv, wobel die gewonnenen Beckenkammbiopsien mehrheitlich
als représentativ bewertet wurden. Bel diesen Féllen betrug das mittlere KM-
Infiltrationsvolumen 11% mit vorwiegend peritrabekuldrem Infiltrationsmuster und
ausgepragter intrafokaler Fibrose. In weiteren Untersuchungen wurde der Anteil falsch-
negativer  durchflul3zytometrischer Ergebnisse mit dem bioptisch engeschétzten
Infiltrationsvolumen verglichen. Hierzu wurden alle Studienfélle berticksichtigt, die einen
Befall des Knochenmarks prasentierten. Die Ergebnisse verdeutlichten, dass beide
untersuchten Parameter insofern korrelierten, dass mit abnehmendem Infiltrationsgrad die
Anzahl falsch-negativer Befunde zunahm. Zudem differierten beide Methoden in der
Beurteilung des Infiltrationsvolumens im Knochenmark. Der ermittelte Anteil CD19 positiver
B-Zellen im Aspirat wurde immer unter dem der CD20 positiven B-Lymphozyten im Biopsat
angegeben. Letzlich konnte die Durchfluf3zytometrie nicht zwischen einem minimalen und

keinem Lymphombefall im Knochenmark unterscheiden.

Die vorgelegte Studie zeigt, dass die morphologische Methode gegeniber der
durchfluf3zytometrischen Anayse beziglich des Nachweises einer Knochenmarkinfiltration
Uberlegen ist. Eine ausreichende Trepanatldnge und gegebenenfalls zusétzliche
immunhistologische Untersuchungen bei minimalen Infiltraten erhdhen dabel die
diagnostische Treffsicherheit. Hingegen ist die Durchflul3zytometrie aufgrund falsch-
negativer Befunde in der Ausbreitungsdiagnostik follikuldrer Lymphome weniger geeignet.
Als Ursachen werden die paratrabekul ére L okalisation der Infiltrate und Fibrosierungsneigung
follikulérer Lymphome angefihrt, die einer Aspiration neoplastischer Zellen entgegenwirken.

Zudem fuhren spezielle Anreicherungsmethoden wie die Zentrifugation tUber einen Ficoll-
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Gradienten immer zu Zellverlusten. Die histologische Untersuchung der Beckenkammbiopsie

ist weiterhin die Standarduntersuchung beim Staging follikul&rer Lymphome.
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Tabelle VI1.1: Die Ann-Arbor-Klassifikation

Stad.

Primar nodale Manifestation (70%o)

Primar extranodale Manifestation (30%0)

Befall einer Lymphknotenregion oder einer
lymphatischen ~ Struktur  (z.B.  Milz,
Thymus)

Befall eines extralymphatischen Organs oder
Gewebes

1,

Befall von benachbarten
Lymphknotenregionen auf derselben Seite
des Zwerchfells oder einer

Lymphknotenregion mit  lokalisiertem
Ubergang auf ein benachbartes Organ oder
Gewebe

Befal eines extraymphatischen Organs
einschl. der regionalen Lymphknoten oder
eines weiteren benachbarten
extralymphatischen Organs auf derselben
Seite des Zwerchfells

1P}

Befall von zwei nicht benachbarten oder
mehr as ZWel benachbarten
Lymphknotenregionen auf derselben Seite
des Zwerchfells einschl. eines lokalisierten
Befals eines extraymphatischen Organs
oder Gewebes

Befal eines extralymphatischen Organs und
Lymphknotenbefall, der Gber die regionalen
Lymphknoten hinausgeht uns auch einen
weiteren lokalisierten Organbefall
einschlief3en kann

Befall von Lymphknoten oder
lymphatischen Strukturen auf beiden Seiten
des Zwerchfells einschl. eines lokalisierten
Befalls eines extralymphatischen Organs
oder Gewebes oder der Milz oder beides

Befall von extraymphatischen Strukturen
und Lymphknoten auf beiden Seiten des
Zwerchfells einschliefdlich eines weiteren
lokalisierten extralymphatischen Organs oder
Gewebes oder Milz oder beides

v

Lymphknotenbefall mit diffusem oder
disssminiertem Befall extralymphatischer

Diffuser oder dissiminierter Organbefall mit
oder ohne Lymphknotenbefall; jeglicher
Befall des Knochenmarks oder der Leber

Organe und Gewebe; jeglicher Befall des
Knochenmarks oder L eber

Zusatze: A: Ohne Allgemeinsymptome B: Mit Fieber (> 38°C) und/oder Nachtschweil3 und/oder
Gewichtsverlust (> 10%) in den letzten 6 Monaten
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7.2 Immunhistochemisch verwendete Lésungen

Citratpuffer (0,01 M, pH 6,0 ) fir die Immunhistochemie

Stammldsung

Stamml 6sung A

0,1 M Zitronensaure

(19,29 Zitronensaiire in 1000 ml Agua dest. gel 6st)

Stamml sung B

0,1M Natriumcitrat Dihydrat
(24,49 in 1000 ml Aquadest. gel6st

Herstellung der Arbeitsldsung fur die Mirkowellen-Vorbehandlung von Paraffinschnitten

Unabhéngig von der Anzahl der zu untersuchenden Schnitte wurden immer 1,5 Liter
Arbeitslésung fir 2 volle Kivetten Objekttrager hergestellt:

27 ml Stammlésung A und 123 ml Stammldsung B in 1,5 Liter destilliertem Wasser
gel st
Langsame Zugabe von 1,5 Liter TWEEN 20 (hohe Konsistenz)

Grundliche Durchmischung des Ansatzes mit dem Magnetrihrer

TBS-Puffer fur die Immunhistochemie

Stammlésung 1 250 g NaCl in 3 Liter Aqua dest. [6sen

Stamml 6sung 2 181,71 g Tris in 2400 ml Aqua dest. gelost, mit HCl auf pH 7,6
eingestellt und auf 3 Liter mit Aqua dest. aufgefullt

Arbeitd 6sung 300 ml Stammlésung 1 und 300 ml Stammlésung 2 (= 600 ml) mit
destilliertem Wasser auf 3 Liter aufgefullt
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7.3 Durchflulizytometrie

Material und Geréte fur die Durchflul3zytometrie

Chemikalien und Reagenzien Hersteller
Quicklyse Medac
Phosphate-Buffered-Salt-Solution (PBS) Dulbecco

Bovin Albumin Solution (BSA) Sigma

Aqua dest. Delta Pharma
Ficoll-Hypaque Biochrom AG

Peli Lyse Buffer Hiss

Gerate

Lichtmikroskop Leitz Leica

Vortex Mischer IKA

Rollmischer RM5 Assistent
Zentrifuge Hettich Rotanter/RPC
Computer PC

Coulter Beckmann Coulter

FACS-Gerét: Coulter Epics XL

Beckmann Coulter

Verwendete Materialien

Pipetten verschiedener Grofien

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen: 0,5-10ul; 10-100ul; 2000ul

Eppendorf, Hamburg

PS-Tubes

Greiner
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7.4 Verwendete Antikdrperkombinationen fur die DurchfluRzytometrie

Tabelle .VI1 4a: Verwendete Antikorperkombinationen fir das Screening

PE-Cy5 PE FITC
Roéhrchen 1 45 33 71
Rohrchen 2 19 7 38

Legende: PE-Cy5: Cychrome; PE: Phycoerythrin; FITC: Fluoreszeinisothiocyanat

Tabelle.VII 4b: Verwendete Antikorperkombinationen fir ficollierte Proben

FITC PE
1gG1 lgG1
45 14
19 20
8 4
3 7
34 13
kappa 19
lamda 19

Legende: FITC: Fluoreszeinisothiocyanat; PE: Phycoerythrin

Tabelle VII 4c: Zusétzlich verwendete Antikorperkombinationen

FITC PE
1gG1 1gG1
5 19
22 19
23 19
38 19
103 19
10 19
38 138

Legende: FITC: Fluoreszeinisothiocyanat; PE: Phycoerythrin
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7.5 Abklrzungen

Abb. Abbildung

Bcl-2 bzw. Bcl-6 “B-cell lymphoma 2- bzw. 6-Protein
CD cluster of differentation ( z.B. CD3)
CL-E Chlorazetat-Esterase

FCC (cleaved/noncleaved) Follicular Center Cell

HE Hamatoxylin/Eosin Farbung

Ig Immunglobulin

IgH Immunglobulin-Schwere-K etten-Gen
KM Knochenmark

LK Lymphknoten

NHL Non-Hodgkin-Lymphom

PAS Periodsaure-Schiff Farbung

REAL Revised European American Lymphoma
SLL Small Lymphocytic Lymphoma

Tab. Tabelle

WHO World Health Organisation

Anmerkung: Hier sind nur Abkirzungen aufgefihrt, die im laufenden Text verwendet
wurden. Bei alen Tabellen findet sich eine Erlauterung der Abkurzungen in den zugehdrigen

Legenden.

7.6 Verzeichnis der Tabellen und Abbildungen

Tabelle Seite
1.1 virale/bakterielle Infektionen als Kofaktoren und/oder Ausl dser

an der Entstehung maligner Lymphome 5
1.2 Exposition gegeniiber spezifischen Krankheiten und Umweltfaktoren,

die ein erhohtes Lymphomrisiko bedingen 5
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