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Zusammenfassung

Einleitung: Das diffus gro3zellige B-Zell-Lymphom (DLBCL) ist mit einem Anteil
von 25-40% aller adulten Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) das haufigste maligne
Lymphom der westlichen Welt. Die hohe biologische und molekulare Heterogenitat
spiegelt sich in variablen klinischen Verlaufen unter R-CHOP-Standardtherapie
wider, wodurch eine individuelle Prognoseabschatzung vor Therapiebeginn
erschwert wird. Es ist anzunehmen, dass insbesondere Hochrisiko-Gruppen auch
durch gangige Prognose-Scores, wie zum Beispiel dem IPI bzw. NCCN-IPI, nicht
ausreichend erfasst sind. Der Einbezug molekularer Faktoren in Prognose-Systeme
zur Risikostratifizierung der Patientinnen gewinnt daher zunehmend an Bedeutung
und ist Gegenstand vieler gegenwartiger Studien. Ziel dieser retrospektiven Studie
war es, gangige Biomarker mit prognostischem Wert am Patientinnen-Kollektiv
Standort Graz zu evaluieren.

Material und Methoden: Fir die retrospektive Analyse wurden die Daten von 553
DLBCL-Patientinnen des LKH Graz in eine Datenbank Uberfuhrt und statistisch
ausgewertet. Die Prifung auf Zusammenhange zwischen der Marker-Expression
und dem EFS24 erfolgte mithilfe von Kreuztabellen und dem Chi-Quadrat-Test. Fur
die Analysen des Gesamt- (OS) und krankheitsfreien Uberlebens (DFS) wurden
Kaplan-Meier-Kurven erstellt und diese mittels Log-Rank-Test miteinander
verglichen. Erganzend wurde eine univariate Cox-Regressionsanalyse flr jeden
Biomarker durchgeflhrt.

Ergebnisse: In der Kreuztabellenanalyse konnte fur die Biomarker CD30, MUM1
und Eber jeweils ein signifikanter Zusammenhang mit dem EFS24 festgestellt
werden (p=0.01; p=0.03; p=0.03). In den Uberlebensanalysen mittels Kaplan-
Meiern-Kurven, zeigte sich jeweils ein signifikant Uberlegenes OS fur CD30-
(p=0.014), CD10- (p=0.031) und GCET1-positive (p=0.04) DLBCL-Patientinnen.
Ein signifikant unterlegenes OS war hingegen flir CD117- (p<0.001) und CD15-
positive (p=0.023) Patientinnen zu beobachten. Ein verbessertes DFS konnte
zugunsten von Patientlnnen mit CD20- (p=0.024) und CD30-positivem (p=0.014)
DLBCL gezeigt werden. Eine positive Expression der Marker CD117 (p=0.002),
BCL2 (p=0.04) und MUM1 (p=0.03) war jeweils mit einem schlechteren DFS
assoziiert. In der univariaten Cox-Regressionsanalyse liel3en sich die Ergebnisse
hinsichtlich OS fur die Marker CD30 (p=0.002), CD10 (p=0.032), GCET1 (p=0.045),
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CD117 (p=0.003) und CD15 (p=0.03) bestatigen. Bezuglich DFS konnten die
Ergebnisse fur die Marker CD20 (p=0.039), CD30 (p=0.015), CD117 (p=0.013),
BCL2 (p=0.044) und MUM1 (p=0.043) bestatigt werden.

Diskussion: Bei der Evaluierung von 23 Biomarkern lieBen sich insgesamt 8
Marker identifizieren, die jeweils mit einem veranderten Outcome assoziiert waren.
Bei Bewertung der prognostischen Relevanz der untersuchten Marker ist CD30
insgesamt als vielversprechendster Pradikator fur den Krankheitsverlauf zu sehen.
Eine Uberfiihrung von CD30 in potentielle Prognose-Scores sollte daher in Betracht

gezogen werden.
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Abstract

Introduction: Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is, with a percentage of 25-
40% of all adult non-Hodgkin Lymphomas (NHLs), the most common lymphoid
malignancy in the western world. Its biologically and molecular heterogeneity, which
is seen in variable clinical outcomes to standard R-CHOP therapy, complicates the
individual prediction for patients prognosis at the beginning of treatment. It can be
assumed that especially high risk groups are not identified even by known risk
scores, like the IPI or NCCN-IPI. Integrating molecular features in prognostic tools
for risk estimation is becoming more important and is currently part of several
studies. Aim of this study was to evaluate routinely acquired biomarkers with
prognostic significance for the patient population of the LKH-Graz.

Material and Methods: For the retrospective analysis data from 553 DLBCL-
patients of LKH Graz were transferred into a database and statistically analyzed.
Cross-tabulation and chi-square-test were used to analyze the relationship between
biomarker-expression an EFS24. Overall survival (OS) and disease free survival
(DFS) for each marker were evaluated using the Kaplan-Meier-method and the
curves were compared with the log-rank test. Univariate analyses for survival were
performed using the Cox regression model.

Results: Cross-tabulation showed a significant association with EFS24 for CD30,
MUM1 and Eber (p=0.01; p=0.03; p=0.03). Survival analyses in Kaplan-Meier-
Curves showed a significant superior OS for patients with positive expression of
CD30 (p=0.014), CD10 (p=0.031) und GCET1 (p=0.04). A significant inferior OS
was found for CD117- (p=<0.007) and CD15-positive (p=0.023) DLBCL-patients. A
significant difference in DFS was observed in favor of CD20- (p=0.024) and CD30-
positive (p=0.014) DLBCL-patients. Positive expression of CD117 (p=0.002), BCL2
(p=0.04) and MUM1 (p=0.039) significantly correlated with poor DFS. Univariate
Cox regression revealed the results regarding OS for CD30 (p=0.002), CD10
(p=0.032), GCET1 (p=0.045), CD117 (p=0.003) and CD15 (p=0.03). Concerning
DFS, the results were confirmed for CD20 (p=0.039), CD30 (p=0.015), CD117
(p=0.044), BCL2 (p=0.044) and MUM1 (p=0.043).

Discussion: Out of 23 biomarkers we identified 8 markers with a significant
correlation between expression-status and patient outcome. The assessment of

prognostic significance of these markers showed that CD30 might be the most
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promising factor for predicting outcome. Therefore the integration of CD30 in

potential prognostic tools for patients risk estimation might be considered.
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1 Einleitung

1.1 Zielsetzung

Das diffus grof3zellige B-Zell-Lymphom reprasentiert eine Gruppe von
Tumorentitaten, die histologisch und biologisch eine hohe Vielfalt aufweisen, was
sich in variablen klinischen Verlaufen unter Standardtherapie wiederspielgelt.
Zuletzt gab es immer wieder Grund zur Annahme, dass bestimmte Risikogruppen
durch gangige Prognose-Scores, wie z.B. dem IPI, nicht ausreichend erfasst sind.
Der Einbezug von genetischen und immunphanotypischen Faktoren in Prognose-
Systeme zur Risikostratifizierung der Patientinnen gewinnt daher zunehmend an
Bedeutung und ist Gegenstand vieler gegenwartiger Studien. Ziel dieser
retrospektiven Studie ist es, gangige Biomarker mit prognostischem Wert am

Patientlnnen-Kollektiv Standort Graz zu evaluieren.

1.2 Lymphatische Organe

Das Lymphsystem setzt sich grundsatzlich aus den lymphatischen Organen sowie
den LymphgefaBen zusammen und ist Bestandteil des Immunsystems,
insbesondere ist es das Zentrum der adaptiven Immunabwehr (1,2). Die
lymphatischen Organe lassen sich wiederum in primare und sekundare
lymphatische Organe unterteilen, deren Hauptakteure die Lymphozyten sind.
Lediglich 2% aller Lymphozyten zirkulieren vorubergehend (ca. 1h) im Blut (2). In
den primaren lymphatischen Organen erfolgt die Entwicklung und Reifung der
Lymphozyten, wobei die B-Lymphozyten im Knochenmark und die T-Lymphozyten
vor allem im Thymus ihrem Reifungsprozess unterliegen (2). Dieser erfolgt zunachst
antigenunabhangig, sodass naive (noch antigen-unerfahrene) Lymphozyten
entstehen. Die sekundaren lymphatischen Organe sind hingegen im Wesentlichen
fur die Generierung einer antigenspezifischen Immunantwort verantwortlich. Dazu
gehoren Lymphknoten, Milz, Tonsillen, Peyer-Plaques und Appendix (3). Sie dienen
als Abfangstation fur pathogene Mikroorganismen. Naive Lymphozyten bekommen
dort ihr spezifisches Antigen durch eine spezialisierte Zelle (dendritische Zellen,
Makrophagen, B-Lymphozyten) an ein MHC-Molekll (Major histocompatibility

complex) gebunden prasentiert (3). Im Zuge dessen kommt es unter Einfluss



verschiedener Kofaktoren zur antigenabhdngen Aktivierung und damit zur
Proliferation und weiteren Differenzierung der T- und B-Lymphozyten. Die
Proliferation der immunkompetenten Lymphozyten in diesen Organen fuhrt letztlich
auch zur makroskopisch beobachtbaren Lymphknotenschwellung bzw.

Milzvergrofierung bei einer Infektion (1).

1.3 Entwicklung und Reifung der Lymphozyten

Blutzellen lassen sich morphologisch und funktionell in 3 Zellpopulationen gliedern,
die Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten. Ursprung samtlicher Blutzellen
sind multipotente hamatopoetische Stammzellen, die im roten Knochenmark
ansassig sind. Diese bilden ebendort zwei Hauptgruppen von Vorlauferzellen, die
myeloischen (common myeloid progenitors, CMP) und die lymphatischen
Progenitorzellen (common lymphoid progenitors, CLP). Aus diesen entwickeln sich
ihrerseits Uber mehrere Differenzierungsschritte die reifen Blutzellen (1,2).
Gesteuert werden diese Prozesse durch zahlreiche Ilokal gebildete
hamatopoetische Wachstumsfaktoren (Zytokine), insbesondere dem
Stammzellfaktor (stem-cell factor, SCF) in Verbindung mit anderen Kolonie-
stimulierenden Faktoren (colony-stimulating factors, CSF) sowie Interleukinen (IL-
1-7), Interferon y und Tumornekrosefaktor (TNF)-a,-B. (1,3). Die lymphoide
Vorlauferzelle differenziert sich zunachst in die Pro-B- und die Pro-T-Zelle, deren
weiterer Reifungsprozess jeweils in unterschiedlichen lymphatischen Organen
stattfindet (vgl. Kapitel 1.1). Wahrend der B-Zell-Reifung im Knochenmark kommt
es nun zur Umlagerung der Immunglobulin (Ig)-Gene (somatische Rekombination/
VDJ-Rekombination), wobei fur jedes Reifungsstadium unterschiedliche
Umlagerungsprodukte charakteristisch sind (4). In der Folge entsteht die Pra-B-
Zelle, aus der sich Uber weitere Zwischenstadien schlie3lich der reife, naive B-
Lymphozyt entwickelt (Abbildung 1). Dieser =zeichnet sich durch einen
funktionsfahigen B-Zell-Rezeptor (BCR), bestehend aus IgM- und IgD-
Immunglobulin, sowie alle B-Zell typischen Oberflachenmarker aus (Cluster of
differentiation, CD). Dazu gehéren CD19, CD20, CD21, CD23, CD24, CD38.
Autoreaktive B-Zellen unterliegen dem Prozess der negativen Selektion. Es folgt die
terminale bzw. antigenabhangige Reifung in den Keimzentren sekundar

lymphatischer Organe (5).
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Abbildung 1: Reifung der B-Lymphozyten. Adaptiert nach Behrends et al. (6).

1.4 B-Lymphozyten

Lymphozyten gehdren neben den Granulozyten und Monozyten zur Gruppe der
Leukozyten und bilden drei Hauptfraktionen: T-Lymphozyten (ca. 75% der
zirkulierenden Lymphozyten), B-Lymphozyten (ca. 15%) und Naturliche Killer (NK)-
Zellen (ca. 10%), wobei T- und B-Lymphozyten Trager der adaptiven Immunabwehr
sind. Diese lassen sich anhand der spezifischen Oberflachenmarker voneinander

differenzieren (2).

Mithilfe ihres Antigenrezeptors, dem B-Zell-Rezeptor (BCR), sind B-Lymphozyten in
der Lage, Antigen-Molekule zu erkennen und zu binden. In der Folge kann es zu
einer T-Zell- unabhangigen bzw. T-Zell-abhangigen B-Zell-Aktivierung kommen.
Letzteres erlaubt die Produktion hoch-affiner Antikdérper durch Plasma- und
Gedachtniszellen, die bei Zweitkontakt mit dem Antigen, eine raschere und
effektivere Immunantwort ermoglichen: Erkannte Antigene (Proteine) werden in die
Zelle aufgenommen, prozessiert und anschliefend Uber den MHC-II-Rezeptor an
der Oberflache prasentiert. Treten diese in Kontakt mit einer T-Helfer-Zelle vom Typ
2 (Th2-Zelle), erkennt diese den Antigenpeptid-tragende MHC-II Komplex und es
kommt durch Interaktion kostimulatorischer Molekule, wie CD40/CD40-Ligand, IL-4
und anderen Zytokinen zur wechselseitigen Aktivierung (7). Dies fuhrt einerseits zu

einer starken B-Zell-Proliferation in den Keimzentren der Lymphknoten sowie zu



einem Wechsel der Antikdrperklasse von IgM nach IgG oder IgA (class-switch
recombination, CSR), andererseits kommt es durch den Prozess der somatischen
Hypermutation (SHM) zur sogenannten Affinitatsreifung. Letztlich entstehen B-
Zellen mit gesteigerter Affinitat der produzierten Antikorper, welche zum Grol3teil zu
antikérperproduzierenden Plasmazellen und zu einem kleineren Teil zu langlebigen

B-Gedachtniszellen differenzieren (7,8).

Die oben beschriebenen terminalen Differenzierungsschritte des B-Lymphozyten
(Klassenwechsel, SHM) vollziehen sich in der sogenannten Keimzentrumsreaktion
sekundar lymphatischer Organe, welche im Rahmen der Lymphomgenese in
Kapitel 1.5.5.1 naher erlautert wird (5).

1.5 Non-Hodgkin-Lymphom

Maligne Lymphome sind bdsartige Tumoren des lymphatischen Systems und
lassen sich grundsatzlich in Hodgkin- (ca. 10% aller Lymphome) und Non-Hodgkin-
Lymphome (ca. 90%) unterteilen (9). Das Non-Hodgkin-Lymphom (NHL)
reprasentiert eine heterogene Gruppe an Krankheiten und umfasst mehr als 40
Subtypen mit unterschiedlichen genetischen, morphologischen und klinischen
Eigenschaften (10). Das Spektrum der Krankheitsbilder reicht von indolenten,
chronischen Verlaufen bis hin zu aggressiven, rasch proliferierenden Verlaufen (9).
Non-Hodgkin-Lymphome stammen von Lymphozyten in unterschiedlichen
Reifungs- und Differenzierungsstufen ab und entwickeln sich zu 80-85% aus der B-
Zell- und zu 15-20% aus der T-Zell-Reihe (11). Das zunehmende Verstandnis
zugrunde liegender biologischer und genetischer Mechanismen des NHL sowie die
Zuganglichkeit neuer diagnostischer Methoden und Therapien, haben in den
vergangenen Jahren zu einer deutlichen Verbesserung im

Patientinnenmanagement beigetragen (9).

1.5.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Das NHL ist weltweit die meist verbreitete maligne hamatologische Erkrankung. Mit
einem Anteil von 4,3% aller Krebsarten in den USA, ist das NHL die siebthaufigste

Krebserkrankung beim Mann und die sechsthaufigste bei der Frau (10). In den USA



wurden 2016 etwa 72.580 neue Falle diagnostiziert. Die relative Haufigkeit
spezifischer Subtypen der NHL zeigt weltweit geografische Unterschiede. Low-
grade B-Zell- Lymphome zeigen in einkommensstarken Regionen eine hohere
Inzidenz als in Regionen mit geringfugig oder mittlerem Einkommen, wahrend in
einkommensschwacheren Regionen high-grade B-Zell-Lymphome , T-Zell — und

NK-Zell-Lymphome mit einer héheren Inzidenz auftreten (9).

Als begunstigende Faktoren fur die Entstehung von NHL gelten
Autoimmunerkrankungen, Infektionskrankheiten, Lebensstil, genetische Faktoren,
positive Familienanamnese und berufliche Faktoren (12—-14). Fettleibigkeit ist als
Risikofaktor fur das diffus grof3zellige B-Zell-Lymphom (DLBCL) zu sehen (15). Fir
die Entwicklung von NHL bei Patientinnen mit Autoimmunerkrankungen wie
rheumatoider Arthritis, Sjogren-Syndrom und systemischem Lupus erythematodes
wird insgesamt ein ansteigendes Risiko verzeichnet (16). Dabei bleibt unklar, ob
das ansteigende Risiko nur mit dem Auftreten der Autoimmunerkrankung assoziiert
ist oder auch mit der angewandten immunsuppressiven Therapie. Ebenfalls fuhren
erworbenen Immundefekte wie HIV (Humanes Immundefizienz-Virus) zu einem
erhdhten Risiko fur die Entwicklung von NHL (17). Weitere Assoziationen zwischen
dem Auftreten von Lymphomen und viralen oder bakteriellen Infektionen sind fir
das Epstein-Barr-Virus (EBV) (Burkitt-Lymphom, nasales NK-T-Zell-Lymphom),
Hepatitis-C-Virus (HCV), Helicobacter pylori (MALT(Mucosa-associated-lymphoid-
tissue)-Lymphom), Borrelia Burgdorferi, Chlamydia psittacosis sowie Coxiella
burnettii beschrieben (18-21). Dabei werden insbesondere das HCV und Coxiella
burnettii als Risikofaktor fur das DLBCL gehandelt (21,22).

1.5.2 Klinisches Bild, Staging und Restaging

Das klinische Bild des NHL ist sehr variabel, abhangig vom Lymphom-Typ, sowie
den nodalen und extranodalen Lymphommanifestationen, welche grundsatzlich
jedes Organ des Kaorpers betreffen kdnnen. Von klinisch-praktischer Bedeutsamkeit
ist die Einteilung der NHL nach ihrem klinischen Verlauf in indolente und aggressive
Lymphome (23). In Uberwiegender Mehrzahl der Falle prasentiert sich das NHL

durch eine schmerzlose Lymphadenopathie. Aullerdem kdnnen



Allgemeinsymptome wie Fieber, Nachtschweild, Gewichtsverlust

(zusammengefasst als B-Symptome), Pruritus und/oder Mudigkeit auftreten.

Die Diagnose wird histopathologisch durch Exstirpation eines involvierten
Lymphknotens bzw. Exzisionsbiopsie von befallenem Gewebe mit anschlielienden
histologischen, immunhistochemischen sowie molekulargenetischen Analysen
gestellt. Dazu ist eine ausreichend grol’e Gewebsmenge erforderlich, um die
Wahrscheinlichkeit fur die richtige Diagnosestellung zu erhohen. Eine
Feinnadelaspiration bzw. Zytologie zur alleinigen Diagnosestellung ist nicht
ausreichend (9).

Die Bandbreite an mdglichen Differentialdiagnosen ist enorm und variiert flr jeden
spezifischen Subtyp. Zur Abgrenzung moglicher Differentialdiagnosen und exakten
Einteilung des Subtypens entsprechend der WHO(World-Health-Organization)-
Klassifikation, sollte die histomorphologische Diagnose daher immer mittels
Immunphanotypisierung bestatigt werden. Immunhistochemische Testungen bei
Morphologie eines DLBCLs konnten z.B. die Oberflachenmarker CD20, CD79a,
BCL6, CD10, MYC, BCL2, Ki67, IRF4, CyclinD1, CD5 und CD23 beinhalten.
Aufgrund der teilweise schwierigen Diagnosestellung sollte die Beurteilung durch

einen erfahrenen Hamatopathologen angestrebt werden. (24)

FUr die Abschatzung der Prognose und Planung der Therapie ist die genaue
Stadieneinteilung relevant. Dazu erfolgt eine ausfuhrliche Anamneseerhebung (B-
Symptome), korperliche Untersuchung, Laboruntersuchungen sowie eine
Knochenmarksbiopsie und geeignete bildgebende Verfahren zur Bestimmung des
Ausbreitungsstadiums. Die Laboruntersuchungen umfassen neben einem grof3en
Blutbild auch klinisch-chemische Untersuchungen bezlglich der Knochenmarks-,
Leber- und Nierenfunktion sowie die Bestimmung der Lactatdehydrogenase (LDH)-
und Harnsaurekonzentration im Serum. Erganzend werden Screening-Tests
bezuglich HIV, Hepatitis-B-Virus (HBV) und HCV empfohlen, ebenso wie eine
Proteinanalytik mittels Serumelektrophorese (9,24). Zur Bestimmung des
Ausbreitungsstadiums wird entsprechend der Lugano-Klassifikation, international
eine  Positronenemissionstomographie-Computertomographie  (PET-CT) mit
Kontrastmittel fur Patientinnen mit Fluordesoxyglucose (FDG)-aviden Lymphomen

empfohlen (25). Zur Abschatzung des Knochenmarkbefalls zeigt sich die PET-CT
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Untersuchung bei einigen NHL-Subtypen, insbesondere auch dem DLBCL,
gleichermallen sensitiv wie eine Knochenmarksbiopsie. Beim DLBCL wird eine
Knochenmarksbiopsie nur im Falle eines negativen PET- Ergebnisses empfohlen,
wenn diese eine Anderung der Therapiestrategie oder der Prognose zur Folge
haben kénnte (9,24).

Die Stadienbeurteilung wird entsprechend der Ann-Arbor-Klassifikation
vorgenommen, die 1966 in Ann Arbour festgelegt wurde. Wie in Tabelle 1
ersichtlich, berucksichtigt diese die Anzahl der betroffenen Lymphknotenregionen,
die Lage in Bezug auf das Zwerchfell sowie das Vorliegen von B-Symptomen und
extralymphatischen Herden (26). In Anlehnung an die Ann-Arbor-Klassifikation
wurde 2014 die sogenannte Lugano-Klassifikation etabliert, welche insbesondere
bei Vorliegen der Ausbreitungsdiagnostik durch die PET-CT anwendbar ist (25).

Tabelle 1: Ann-Arbor-Klassifikation (26,27)

Stadium Definition

I Befall einer einzigen Lymphknotenregion

l2 Vorliegen eines einzigen lokalisierten extranodalen Herdes

Il Befall mehrerer Lymphknotenregionen auf einer Seite des Zwerchfells

[l2 Vorliegen eines einzelnen extranodalen Herdes und Befall einer oder mehrerer

Lymphknotenregionen auf der gleichen Seite des Zwerchfells
[ Befall von Lymphknotenregionen auf beiden Seiten des Zwerchfells

1P Befall eines einzigen lokalisierten Herdes extralymphatisch und Befall einer oder

mehrerer Lymphknotenregionen auf beiden Seiten des Zwerchfells
v Diffuser Befall mindestens eines extralymphatischen Organs
Zusatz A Es liegen keine der unter B definierten Symptome vor

ZusatzB  Es liegen B-Symptome vor: Fieber > 38° C und/oder Nachtschweil® mit
Waschewechsel und/oder Gewichtsverlust von mehr als 10 % des Kérpergewichtes

innerhalb von 6 Monaten




Zur Abschatzung der Prognose existieren verschiedene Prognosesysteme, welche
als Grundlage fur therapeutische Entscheidungen dienen. Als erstes System zur
Prognoseabschatzung aggressiver B- und T-Zelllymphome wurde in der Pra-
Rituximab-Ara der Internationale Prognostische Index (IPI-Score) etabliert, welcher
fur nahezu jeden NHL-Subtypen aussagekraftig ist (9). In Studien von Ziepert et al.
konnte anhand von MInT und RICOVER-60 die Glltigkeit auch fur Rituximab
behandelte Patientinnen gezeigt werden (28). Als Risikofaktoren, die die Prognose
der Patientinnen vor Behandlungsbeginn beeinflussen, berucksichtigt der IPI-Score
das Alter (>60 Jahre), den Performance-Status (ECOG-Status), das Tumorstadium
nach Ann-Arbour, den pratherapeutischen LDH-Wert sowie die Anzahl extranodaler

Lymphommanifestationen (Tabelle 2) (29).

Tabelle 2: Internationaler prognostischer Index (29)

Risikofaktor Punktzahl
Alter > 60 Jahre 1
LDH im Serum erhdht 1
Ann-Arbour-Stadium -1V 1
>1 Extranodaler Befall 1
Performance-Status (ECOG-Score > 2) 1

Parallel wird bei Patientinnen unter 60 Jahren der altersjustierte IPI (aalPl)
angewandt, bei dem lediglich der Performance-Status, das Tumorstadium sowie der
LDH-Wert miteinbezogen werden. Aufgrund der vorliegenden Risikofaktoren ergibt
sich eine Punktzahl zwischen 0-5 beim IPI-Score bzw. 0-3 beim aalPI-Score, aus
denen sich jeweils vier Risikogruppen ableiten lassen: eine niedrige (IPl =0 oder
1; aalPIl = 0), eine intermediar-niedrige (IPI = 2; aalPI = 1), eine intermediar-hohe
(IP1 = 3; aalPIl = 2) und eine hohe Risikogruppe (IPI = 4 oder 5; aalPI = 3) (Tabelle
3).

Tabelle 3: Risikostratifizierung nach IPI-Score (29)

Score Risikogruppe 5-Jahres-Gesamtiiberleben
(0S)
0-1 niedrig 73 %
Intermediar-niedrig 51 %




Intermediar-hoch 43 %
4-5 hoch 26 %

Wie in Tabelle 3 dargestellt, ergibt sich flr eine niedrige Risikogruppe ein 5-Jahres-
Gesamtuberleben von 73% gegenuber der hohen Risikogruppe mit einem deutlich
geringer geschatztem 5-Jahres-Gesamtuberleben von nur noch 26% (29). Eine
Weiterentwicklung des IPI in der Rituximab-Ara stellt der “National Comprehensive
Cancer Network“ (NCCN)-IPI dar (Tabelle 4), der Patientinnen aufgrund der
klinischen Merkmale Alter, LDH, spezifische Extranodal-Manifestationen, Ann-
Arbour-Stadium sowie Perfomance-Status in vier Risikogruppen unterteilt: niedrig
(0-1 Punkt), intermediar-niedrig (2-3 Punkte), intermediar-hoch (4-5 Punkte), hoch
(6-8 Punkte). Verglichen mit dem IPI unterscheidet der NCCN-IPI in Bezug auf das
Outcome besser zwischen Niedrig- und Hochrisiko-DLBCL-Patientinnen, d.h. er
diskriminiert besser zwischen den beiden Uberlebenskurven. Dabei zeigte sich
beim NCCN-IPI ein 5-Jahres-Gesamtuberleben von 96% vs. 33% im Vergleich zum
IPI mit 90% vs. 54%. Somit liel3en sich durch den NCCN-IPI auch Risikogruppen

mit einer 5-Jahresuberlebensrate von <50% identifizieren (30).

Tabelle 4: NCCN-IPI (30)

Risikofaktor Punktzahl
Alter

>40 bis < 60 1
>60 bis <75 2
<75 3
LDH im Serum

>1 bis <3 1
>3 1
Ann-Arbour-Stadium IlI-IV 1
Extranodalbefall 1
Performance-Status (ECOG-Score > 2) 1

Als Standarduntersuchung zur Responsebeurteilung nach Behandlungsende wird
international die PET-CT empfohlen (25). Der Abschluss PET-CT- Scan gilt als
bester Pradikator fur das krankheitsfreie Uberleben nach Therapieende und wird fur

die Standarddefinition der kompletten metabolischen Remission (CR)
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herangezogen (31). Grundlage dieser Standarddefinition bildet eine 5-Punkte-
Skala, der sogenannte Deauville-Score (Tabelle 5), anhand derer der Aviditatsgrad
bewertet wird. Die Deauville-Stadien 1-3 werden dabei als komplette metabolische
Remission gewertet, die Stadien 4 und 5 als Hinweis auf residuelle vitale Lymphom-
Manifestationen (FDG-Aufnahme = Leber) (9,25). Die Bedeutung des Interim-PET-

CT-Scans in Bezug auf das Outcome ist in der Literatur umstritten (31-36).

Tabelle 5: Deauville-Score zur Quantifizierung des metabolischen Ansprechens (FDG-PET-Anreicherung)
(37)

Keine Anreicherung

Anreicherung < Mediastinum

Anreicherung > Leber aber < Mediastinum

Anreicherung maRig > Leber an jeglicher Lymphomlokalisation

Al | W N =

Anreicherung deutlich* > Leber an bekannten Lymphomlokalisationen und/oder

Anreicherung an neuen Lokalisationen

*Maximaler standardisierter Aufnahmewert > 2x Leber

Weitere, fur Patientinnen mit DLBCL spezifische prognostische Faktoren werden in
Kapitel 1.6.6 angefuhrt.

1.5.3 Histologische Klassifikation

Eine weltweit akzeptierte und angewandte Klassifikation von NHL stellt die WHO-
Klassifikation dar, die auf Basis des “Revised European American Lymphoma“
(R.E.A.L.)-Systems im Jahr 2001 durch ein internationales Expertengremium
beschlossen wurde (38). Dabei werden NHL entsprechend ihres Reifungsstadiums
bzw. ihrer Ursprungszelllinie in Neoplasien der B- und T/NK-Zellreihe untergliedert
und innerhalb dieser Zuordnung anhand morphologischer, molekulargenetischer,
immunhistochemischer und klinischer Kriterien eingeteilt. In Tabelle 6 ist die WHO-
Klassifikation fur reifzellige B-Zell-Neoplasien dargestellt. Die aktuelle Fassung aus
dem Jahr 2016 stellt eine Erweiterung und Erneuerung der 4. Ausgabe der WHO-
Serie aus dem Jahr 2008 dar. Diese bertcksichtigt vor allem auch neue
Erkenntnisse in Bezug auf die Rolle des Patientinnenalters, spezifische
anatomische Lokalisationen sowie charakteristische genetische Aberrationen

(Translokationen, Mutationsprofile) (9). Darin neu beschriebene Erkrankungen
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wurden zunachst als provisorische Entitaten aufgenommen, deren biologische
Relevanz und Diagnostizierbarkeit in weiteren Studien bzw. in der Diagnostik erst
noch bewiesen werden muss und fur die noch kein Therapiestandard festgelegt
wurde. Ziel war jedoch, neuere Daten von diagnostischer, prognostischer und
therapeutischer Bedeutung mit aufzunehmen (39). Das diffus grof3zellige B-Zell-
Lymphom, nicht weiter spezifiziert (DLBCL, NOS), wird in der WHO-Klassifikation
von anderen reifzelligen/blastischen B-Zell-Lymphomen unterschieden und durch
die Definition des molekularen Typs (cell of origin, COO) weiter subklassifiziert.
Innerhalb der Gruppe der DLBCL werden spezifische Varianten bzw. Subtypen
durch die Lokalisation (ZNS, Mediastinum etc.), durch die Assoziation zu infektiésen
Agenzien (EBV, HHVS8) oder durch bestimmte genetischen Anomalien (ALK, IRF4)
voneinander abgegrenzt (Tabelle 6). Eine in der revidierten Fassung neu definierte
Krankheitskategorie stellen high-grade B-Zell-Lymphome dar. Zu dieser werden alle
B-Zell Lymphome - auch das DLBCL, NOS - mit Double-hit(DH)- oder Triple-hit(TH)-
genetischer Konstellation gezahlt (39,40). Die genaue Festlegung der NHL-Entitat

dient als Grundlage fur das weitere therapeutische Vorgehen.

Tabelle 6: Klassifikation der Reifzelligen B-Zell-Neoplasien nach der WHO-Klassifikation 2016 (39). Kursiv
gesetzte Entitéten stellen provisorische Entitédten dar, CLL chronische lymphatische Leukdmie, DLBCL Diffus grof3zelliges
B-Zell Lymphom, EBV Epstein-Barr Virus, MALT Mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe, NOS nicht weiter spezifiziert,
ZNS Zentralnervensystem, ALK anaplastische Lymphomkinase, HHV8 Humanes Herpesvirus 8, IRF4 Interferon-
Regulations-Faktor 4

Reifzellige B-Zell-Neoplasien
Monoklonale B-Zell-Lymphozytose vom CLL-Typ/Non-CLL-Typ
Chronische lymphatische Leukamie/kleinzelliges B-Zell-Lymphom
Prolymphozytenleukamie vom B-Typ
Lymphoplasmozytisches Lymphom
Makroglobulinamie Waldenstrom
Schwerkettenkrankheiten
Mantelzelllymphom
Follikulares Lymphom
Follikulares Lymphom vom padiatrischen Typ
GroB3zelliges B-Zell-Lymphom mit Rearrangement von IRF4
Primar kutanes Keimzentrumszelllymphom
Extranodales Marginalzonen B-Zell-Lymphom des MALT (MALT-Lymphom)
Nodales Marginalzonenlymphom
Pédiatrisches nodales Marginalzonenlymphom
Splenisches Marginalzonenlymphom
Splenisches B-Zell-Lymphom/Leukémie, unklassifizierbar

Diffuses splenisches Lymphom der roten Pulpa
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Harzellenleukédmievariante
Haarzellenleukémie
Plasmozytom
Plasmazellmyelom
Diffuses groRzelliges B-Zell-Lymphom, NOS
Keimzentrums-B-Zell-Typ
Aktivierter B-Zell-Typ
T-Zell-/Histiozytenreiches B-Zell-Lymphom
Primares DLBCL des ZNS
Primar kutanes B-Zell-Lymphom, ,leg type*
EBV-positives DLBCL
EBV-positives mukokutanes Ulkus
DLBCL assoziiert mit chronischer Entziindung
Fibrinassoziiertes DLBCL
Lymphomatoide Granulomatose
Primar mediastinales (thymisches) B-Zell-Lymphom
Intravaskulares groRzelliges B-Zell-Lymphom
ALK-positives groRzelliges B-Zell-Lymphom
Plasmoblastisches Lymphom
Primares Effusionslymphom
Multizentrische Castleman-Erkrankung
HHV8-positives DLBCL, NOS
HHV8-positive germinotrope lymphoproliferative Erkrankung
Burkitt-Lymphom
Burkittdhnliches Lymphom mit 11q-Aberration
High-grade-B-Zell-Lymphom
High-grade-B-Zell-Lymphom, NOS
High-grade-B-Zell-Lymphom mit Rearrangements von MYC und BCL2 und/oder BCL6

B-Zell-Lymphom, unklassifiziert mit Eigenschaften zwischen einem DLBCL und einem Hodgkin-Lymphom

1.6 Diffus groRzelliges B-Zell-Lymphom, nicht weiter spezifiziert
(NOS)

Das DLBCL gehort zu den aggressiven NHL der B-Zell-Reihe und stellt mit einem
Anteil von 80% den haufigsten Vertreter aggressiver Lymphome dar. DLBCL, die
nicht in eine der Subgruppen fallen, werden als nicht weiter spezifizierte, DLBCL
bezeichnet. Etwa 80-85% der Falle sind dem DLBCL, NOS zuzuordnen, wahrend
weitere 15-20% eine der 13 spezifischen DLBCL-Subgruppen zuzuordnen sind
(41). Das DLBCL ist charakterisiert durch eine hohe histologische und molekulare
Heterogenitat, welche sich in unterschiedlichen klinischen Verlaufen unter

Standardtherapie widerspiegelt (42,43).
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1.6.1 Epidemiologie und klinische Prasentation

Das DLBCL ist mit einem Anteil von 25-40% der adulten NHLs und tUber 25.000 neu
diagnostizierten Fallen in den USA im Jahr 2016 das haufigste maligne Lymphom
der westlichen Welt (44—-46). Die Inzidenz in Europa betragt 3,8/100.000/Jahr und
nimmt signifikant mit dem Alter zu (47,48). Das mediane Erkrankungsalter bei
Diagnosestellung liegt in der 7. Lebensdekade, wenngleich das DLBCL auch bei
jungen Erwachsenen und in seltenen Fallen auch bei Kindern vorkommen kann.

Eine leichte Pradominanz zeigt sich beim mannlichen Geschlecht (49,50).

Typischerweise prasentiert sich die Mehrheit der Patientinnen durch rasch
wachsende Tumormassen in Lymphknoten und/oder extranodalen Organen. Etwa
1/3 der Patientinnen prasentiert sich mit B-Symptomatik, einige zeigen zusatzlich
organspezifische Symptome. LDH und B2-Mikroglobulin sind oft erhoht (49). Der
grofldte Teil der DLBCLs nimmt seinen Ursprung in den Lymphknoten (primar
nodaler Befall), etwa 40% zeigen einen primar extranodalen Befall. Gehauft ist
dabei der Gastrointestinaltrakt betroffen, grundsatzlich aber sind primar extranodale
Manifestationen in jedem Organ madglich (u.a. Haut, ZNS, Knochenmark) (49,51).
Bei etwa 10-20% besteht eine konkordante oder diskordante
Knochenmarksinfiltration (49,52,53).

1.6.2 Atiologie und Risikofaktoren

Der Groldteil aller DLBCL entsteht de novo und wird als primares DLBCL
bezeichnet. Seltener entstehen sekundare DLBCL durch Transformation eines
niedrigmalignen (indolenten) Lymphoms, insbesondere dem follikularen Lymphom
und der chronisch lymphatischen Leukamie (B-CLL mit sog. Richter-
Transformation) (51). Die Ursache der Erkrankung ist weitgehend unbekannt. Zur
Evaluierung von begunstigenden Faktoren fur die Ausbildung eines DLBCLs
existieren bereits zahlreiche Studien. Im Rahmen des interLymph-Datensatzes,
bestehend aus zusammengefiihrten Daten von 19 epidemiologischen Studien aus
Europa, Nordamerika und Australien, wurden Uber 4500 DLBCL-Falle und Uber
22000 Kontrollen ausgewertet. Multivariable Analysen zeigten in dieser Studie ein

erhdohtes Risiko fir das DLBCL in Zusammenhang mit B-Zell aktivierenden
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Autoimmunerkrankungen, positiver Familienanamnese (Verwandten 1. Grades),
Hepatitis-C-Positivitat sowie einem hohen Body-Mass-Index (BMI) im jungen
Erwachsenenalter. Hingegen waren ein hoher soziookonomischer Status,
atopische Erkrankungen und gesteigerte Sonnenexposition mit einem erniedrigten
DLBCL-Risiko assoziiert. Ebenso lieRen sich Unterschiede hinsichtlich des
Geschlechts und des Manifestationsortes feststellen. Insgesamt wird eine
multifaktorielle Genese angenommen (10,54). Eine Zusammenfassung aller
begunstigenden und protektiven Faktoren ist in Tabelle 7 dargestellt. Weiterhin wird
in der Literatur Corxiella burnetti als infektioser Risikofaktor beschrieben (22). In
genomweiten Assoziationsstudien fanden Cerhan et al. 2016 auch Genloci, die mit

einem stark erhéhten DLBCL-Risiko assoziiert waren (55).

Tabelle 7: Risikofaktoren fiir DLBCL (10)

Risiko erh6hende Faktoren fiir DLBCL Risiko senkende Faktoren fiir DLBCL
e B-Zell aktivierende e Hoher sozio6konomischer Status
Autoimmunerkrankungen e Atopische Erkrankungen
¢ HCV-Positivitat e  Erhdhte Sonnenexposition
e NHL bei Verwandten 1. Grades e niedriger BMI <18 im
e hoher BMIim jungen Erwachsenenalter (Frauen)
Erwachsenenalter e  Hormontherapie mit Beginn vor dem
¢ Nikotinkonsum 50. Lebensjahr (Frauen)
e Berufliche Faktoren: e  Einnahme oraler Kontrazeptiva vor
Feldarbeiterinnen (Frauen) 1970 (Frauen)
Nahen, Sticken (Frauen) e Alkoholkonsum (Manner)
Friseurinnen (Frauen) e  Bluttransfusion in Anamnese
= Fahrerlnnen (Manner) (Manner)

1.6.3 Immunhistochemische Merkmale

Zur Bestimmung des Immunphanotyps wird die Methode der Immunhistochemie
(IHC) und Durchflusszytometrie herangezogen.

DLBCL exprimieren charakteristische Pan-B-Zell-Marker wie CD19, CD20, CD22,
CD79a sowie die B-Zell-Transkriptionsfaktoren PAX5, BOB1 und OCT2. Unter
Umstanden kann die Expression ein oder mehrerer Marker aber auch fehlen. In 50-
70% der Falle findet sich eine membranstandige oder zytoplasmatische Ig-
Expression, meist IgM, gefolgt von IgG und IgA (49). In 20-40% der Falle wird eine
Expression von CD10 beobachtet, die Expression des BCL6-Keimzentrumsmarkers
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ist variabel und betragt zwischen 60 und 90%. Zudem weisen 35-65% eine
Expression des Postkeimzentrums- oder Plasmazellmarkers MUM1/IRF4 auf (56).
Eine CD5-Positivitat zeigt sich typischerweise in T-Zellen und kann in 10% der Falle
auch beim DLBCL beobachtet werden. Diese konnen durch maligne Transformation
(B-CLL/SLL), haufiger aber de novo entstanden sein (44,56). Der Marker CD30
erweist sich in etwa 10-15% als positiv (57). Etwa 20-25% der DLBCL-Falle zeigen
auch eine Positivitat fur die Oberflachenantigene PD-L1 und PD-L2 (58). Von hoher
prognostischer Relevanz ist die gemeinsame Expression des MYC- und BCL2-
Proteins, welche bei 25-35% aller DLBCL-Falle zu finden ist (59,60). Die
Proliferationsrate (ki67) ist typischerweise hoch und liegt in der Regel uber 40%
(49). Neben ihrer diagnostischen Bedeutung, spielen immunphanotypische
Analysen auch eine grof3e Rolle bei der Evaluierung maoglicher Zielmolekule in
Hinblick auf neue Therapieansatze (61). Als Oberflachenmarker mit potentiell
prognostischem Wert werden neben der MYC-/BCL2- Koexpression auch die
Antigene CD5 und CD30 diskutiert (siehe Kapitel 1.5.6).

1.6.4 “Cell-Of-Origin“-Klassifikation

Mithilfe der c-DNA-Microarray -Technologie erstellten Alizadeh et al. 2000 erstmals
Genexpressionsprofile des DLBCLs zur Identifizierung diagnostischer Subgruppen
mit unterschiedlichen biologischen und prognostischen Eigenschaften, die
Aufschluss uber die klinische Heterogenitat dieser Gruppe geben sollten (62).
Aufgrund der ermittelten Expressionsprofile der malignen Zellen, konnte basierend
auf Ahnlichkeiten mit der mutmaRlichen Ursprungszelllinie eine Unterteilung in den
sogenannten Keimzentrums-B-Zell-Typ (germinal center B cell, GCB) und den
aktivierten-B-Zell-Typ (activated B cell, ABC) erfolgen (62). Diese beiden Subtypen
unterscheiden sich hinsichtlich ihrer zu Grunde liegenden Pathomechanismen und
zeigen unterschiedliche Uberlebensraten, mit schlechterem Outcome fiir den ABC-
Subtyp (63,64). Etwa 10-15% aller DLBCL-Falle kénnen jedoch nicht in eine der
beiden Subgruppen klassifiziert werden. In spateren Genexpressionsanalysen
wurde 2003 durch Rosenwald et al. ein weiterer Subtyp definiert, das Primar-
mediastinale B-Zell-Lymphom (PMBCL) (65).

Die Genexpressionsanalyse (Gene expression profiling, GEP) konnte sich in der

Routineanwendung allerdings nicht als Subtypisierungsmethode durchsetzen.
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Analog folgten diverse immunhistochemische Algorithmen, wovon der Hans-
Algorithmus in der klinischen Praxis am weitesten verbreitet ist (Abbildung 2). Dieser
basiert auf der Expression der Oberflachenmarker CD10, BCL6 und IRF4/MUM1:
Alle CD10-positiven Falle werden danach dem GCB-Typ zugeteilt. Bei Vorliegen
einer CD10- Negativitat und BCL6-Positivitat ist die MUM1-Expression flr die
Gruppenzuordnung ausschlaggebend. Bei fehlender Expression beider Marker
(CD10-/BCL6-) liegt ein Non-GCB-Typ vor (66). Daneben existieren zahlreiche
weitere Schemata zur Subtypisierung nach der Ursprungszelle, beispielsweise der
Choi- und der Muris-Algorithmus (Abbildung 2) (67,68).

Wahrend die prognostische Relevanz der COO-Subtypisierung fur die Methode der
GEP mehrfach nachgewiesen werden konnte, ist der prognostische Wert flir die IHC
umstritten (63,69—-72). In einer Metaanalyse von 24 Studien wurden die
Uberlebensraten der mittels GEP ermittelten Subgruppen mit denen der Hans-,
Choi- und Muris-Algorithmen verglichen, wobei sich fur die Methode der IHC keine

signifikante prognostische Relevanz ergab (70).

A B c ABC
y'
/scs GCB MUM1 (80%)
+ Non-GCB - +
+/ / / \écs
cD10 UM BCL2 (50%) CD10 (80%)
_\ . GCB GCB ABC
7N N Ny
BCL6 GCB CD10 ABC cD10 FOXP1
. NS AN
Non-GCB MUMA1 BCL6 GCB
N \
GCB ACB

Abbildung 2: Immunhistochemische Algorithmen fur "Cell of Origin" - Subtypisierung. (A) Hans-Algorithmus. (B)
Muris-Alogrithmus. (C) Choi-Algorithmus. Adaptiert nach Chan et al. (44).

1.6.5 Pathophysiologie und molekulare Aspekte

In der Pathogenese der B-NHL, wie auch dem DLBCL, ist die
Keimzentrumsreaktion (GC-reaction) als Zielstruktur maligner Transformation von
zentraler Bedeutung. Das Vorkommen somatisch hypermutierter Immunglobulin-

Gene in Tumorzellen gilt als irreversibler Marker fur einen Keimzentrums-Ursprung
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bzw. -Transit (73). Zwei Hauptmechanismen genetischer Lasionen werden beim
DLBCL beobachtet - chromosomale Translokationen und aberrante somatische
Hypermutationen (ASHM) - die als Nebenprodukte der AID (aktivierungsinduzierte
Cytidin-Desaminase)-abhangigen SHM und CSR im Keimzentrum oder durch
fehlerhafte Prozesse bei der VDJ-Rekombination im Knochenmark entstehen
kénnen (74-76). NHL-assoziierte Translokationen fihren typischerweise zu einer
deregulierten Expression eines Protoonkogens, indem regulatorische Sequenzen
(Enhancer oder Promotor) des heterologen Chromosoms in die Nahe der
kodierenden Region des Zielgens transloziert werden (z.B. BCL2) (74). ASHM
spielen ebenso eine bedeutende Rolle in der Lymphomgenese, mehr als 50% der
neu diagnostizierten DLBCL-Falle zeigen ASHM in Genen aulRerhalb der Ig-Genloci
(75,77). Darunter fallen auch bekannte Proto-Onkogene wie PIM1, MYC, PAX5 und
BCL6 (75). ASHM konnen eine deregulierte Expression des Zielgens oder aber eine
strukturelle und funktionelle Anderung des Zielproteins zur Folge haben (74).
Weitere genetische Aberrationen sind Punktmutationen, Deletionen sowie eine
veranderte Kopienanzahl (77). Neben genetischen Aberrationen konnen auch
epigenetische Modifikationen zur Lymphomentstehung beitragen, haufig handelt es
sich um Histon- und Chromatinmodifikationen (Methylierung, Acetylierung), die die
Genregulation beeinflussen (74,78,79). Aber auch die Rolle sogenannter nicht-
kodierender mikroRNAs in der Pathophysiologie des DLBCL wurde mehrfach
beschrieben (80).

1.6.5.1 Die Keimzentrumsreaktion als Zielstruktur genetischer
Alterationen

Nach der antigenunabhangigen B-Zell-Reifung im Knochenmark erfolgt die
antigenabhangige Reifung in den Follikeln sekundar lymphatischer Organe
(Lymphknoten, Milz) (Abbildung 3). In den Keimzentren der Sekundarfollikel kommt
es zunachst unter Th-Zell-abhangiger Antigenstimulation zu einer massiven
Proliferation der naiven B-Zellen. Diese schnell proliferierenden B-Zellen werden
auch als Zentroblasten bezeichnet und bilden die dunkle Zone des Keimzentrums
(8). Dabei unterliegen sie dem Prozess der SHM in der variablen Region der IgG-
Gene (lgV), wobei Punktmutationen, bevorzugt Einzelnukleotid-Substitutionen,

aber auch Deletionen und Duplikationen in die Ig-Schwer- und Leichtkettengene
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eingefuhrt werden. Dies soll eine Verbesserung der Antigenaffinitat herbeifiihren.
Allerdings kann der Prozess der SHM auch in Nicht-lmmunglobulin-Genen
Punktmutationen induzieren, wie z.B. in der 5'-Region von BCL6. Dies kann zu einer
Deregulation der BCL6-Aktivitat fuhren. Das BCLG-Protein ist ein Transkriptions-
Repressor, der verstarkt von Zentroblasten exprimiert wird und fur die Bildung und
Aufrechterhaltung des Keimzentrums essentiell ist. Es supprimiert Gene, die an
Zellzyklusprogression, Apoptose und “DNA-damage-response” beteiligt sind.
Weiterhin inhibiert BCL6 die Expression mehrerer, fur die Plasmazelldifferenzierung
essentieller Transkriptionsfaktoren, wie z.B. das BLIMP1-Potein, auch bekannt als
Masterregulator der Plasmazelldifferenzierung. In der hellen Zone des
Keimzentrums differenzieren sich die Zentroblasten in Zentrozyten und interagieren
dort mit den antigenprasentierenden, follikularen dendritischen Zellen. B-Zellen mit
hochaffinem BCR fur das prasentierte Antigen differenzieren sich weiter in
langlebige Plasma- und Gedachtniszellen, wahrend B-Zellen mit niedrig-affinem
BCR der Apoptose verfallen. Des Weiteren kommt es durch intrachromosomale
Rekombination in den Ig-Schwerketten zu einem Wechsel der Antikorperklasse von
IgD und IgM zu IgG, IgA oder IgE. Beide beschriebenen Mechanismen sind AlD-
abhangig und initieren Doppelstrangbriiche, die mit einer hohen Fehlerquote
behaftet sind. Einen  weiteren  kritischen  Prozess innerhalb  der
Keimzentrumsreaktion bietet die Plasmazelldifferenzierung. Zur Aufhebung der
Differenzierungsblockade ist eine Herunterregulierung der BCLG6-Expression
erforderlich. Daran koénnen zwei unterschiedliche Mechanismen beteiligt sein.
Einerseits fuhrt die Aktivierung von CD40 via CD40 Ligand (auf CD4+-T-Zellen
exprimiert) zu einer NF-kB -vermittelten Aktivierung von IRF4 bzw. MUM1, was
wiederum eine Transkriptionshemmung von BCL6 zur Folge hat. Andererseits fuhrt
die Stimulation des BCR zu einer MAPK-vermittelten Phosphorylierung von BCL6,
wodurch BCL6 ubiquitiniert und im Proteasom abgebaut wird. (77) Die BCL6-
Funktion in DLBCL-Zellen kann indirekt oder direkt (Translokation, ASHM)
dereguliert sein (vgl. Kapitel 1.5.5.2) (74).
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Abbildung 3: Die Keimzentrumsreaktion (GC-reaction). Adaptiert nach Schneider et al. (81).

1.6.5.2 Molekulare Aspekte

BCL6-Derequlation:

Etwa 35% aller DLBCL-Patientinnen zeigen eine chromosomale Translokation des

BCL6-Gens auf Chromosom 3927, meist resultierend in einer Promotorsubstitution.
Von Uber 20 alternativen Translokationspartnern, sind die Ig-Schwer- und
Leichtkettengenloci dabei die haufigsten (74,77). Dadurch kommt es zu einer
konstitutiven BCLG6-Expression, die Uber einen Differenzierungsstopp und
Hemmung der Apoptose zu einer erhdhten Zellproliferation fuhrt (56). Grundsatzlich
treten BCL6-Gen betreffende Translokationen haufiger im ABC- als im GCB-Subtyp
auf (2:1) (77). In 75% aller DLBCL-Falle sind multiple somatische Mutationen in der
5’regulatorischen Region von BCL6 als Ursache zu finden, resultierend aus dem
physiologischen Prozess der SHM im Keimzentrum (77). Auch eine Vielzahl
indirekter Mechanismen koénnen zu einer Deregulation der BCL6-Funktion fuhren
(74).

BCL2-Expression:

BCL2 ist ein antiapoptotisches Protein, das in der auf’eren Membran von
Mitochondrien lokalisiert ist und in Keimzentrumszellen typischerweise
herunterreguliert vorliegt (51). Eine Uberexpression von BCL2 wird in beiden
DLBCL-Subtypen beobachtet, wobei sich die zugrunde liegenden genetischen
Ereignisse jeweils unterscheiden (64). In 30-40% aller GCB-DLCBL kann eine
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t(14;18)-Translokation nachgewiesen werden, bei der das BCL2-Gen unter die
Kontrolle des IgH-Promotors gelangt und ektopisch exprimiert wird (82).
Translokationen sind beim ABC-Subtypen nur selten. Allerdings zeigen auch 60%
aller ABC-DLBCL Patientinnen erhdhte BCL2-Level, die typischerweise auf
Amplifikationen des BCL2-Locus (46% aller ABC-DLBCL) oder aber genetische
Aberrationen, die Uber Aktivierung des NF-kB-Signalweges zu einer gesteigerten
BCL2-Expression fuhren, zurtckzufihren sind (56,60,64,83). Eine permanente

BCL2-Expression hat einen Apoptose-Stopp im Keimzentrum zur Folge (56).

C-MYC-Expression:

C-MYC ist ein Transkriptionsfaktor, der in eine Vielzahl biologischer Prozesse
involviert ist, unter anderem kontrolliert es Zellwachstum, Proliferation,
Differenzierung und Apoptose (84). Eine ektopische und konstitutive MYC-
Expression kann in 10-14% aller GCB-DLBCLs nachgewiesen werden, meist
resultierend aus Translokationen mit Beteiligung der Ig-Genloci (IgH, 1gK, IgL), wie
z.B. die 1(8;14)-Translokation, aber auch mit nicht-lg-Genloci (45,74).

Daneben zeigen 5-10% aller DLBCL eine “Double®- oder “Triple-hit“-Konstellation
(Double-hit lymphoma, DHL; Triple-hit lymphoma, THL), bei denen zwei bzw. drei
Translokationen (MYC und BCL2 und/oder BCL6) gleichzeitig vorliegen (74,85,86):
Meist handelt es sich um eine Kombination von cMYC und BCL2 (ca. 65%), seltener
um eine cMYC/BCLG6- (15%) oder eine Triple-hit-Konstellation (20%) (49,87). Diese
werden nach der aktuellen WHO-Klassifikation als “Hochmaligne B-Zell-
Lymphome* Kklassifiziert (vgl. Kapitel 1.4.3) (39). MYC/BCL2-DHL und
MYC/BCL2/BCL6-THL sind gehauft im GCB-Subtypen vorliegend (91%) (88).

Immunevasion:

Nahezu 60% aller DLBCL zeigen eine fehlende Expression von MHC-Molekulen der
Klasse 1, die normalerweise auf der Oberflache aller kernhaltiger Zellen exprimiert
werden und fur die Erkennung durch zytotoxische T-Zellen erforderlich sind. Eine
Vielzahl genetischer (z.B. Punktmutationen/Verluste der HLA/-B/-C-Loci, CD58-
Mutationen) und epigenetischer Mechanismen sind diesem Prozess zugrunde
liegend (74).
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Next-Generation-Sequencing-Technologie:

Die Identifikation rekurrenter genetischer Aberrationen (Genmutationen,
Deletionen) in Tumorzellen des DLBCL mittels moderner Technologien, wie dem
Next-Generation-Sequencing, war in den vergangenen Jahren immer wieder
Gegenstand vieler Studien und ermoglichte ein besseres Verstandnis der
pathophysiologischen Mechanismen in der Lymphomgenese. Zwischen 30 und
>100 Lasionen/DLBCL-Fall konnten identifiziert werden (74). Rekurrente
Mutationen finden sich in Genen des Zellzyklus (Zellwachstum, Proliferation,
Apoptose), Signaltransduktionskaskaden und epigenetischen Regulatorgenen (z.B
Histonmodifizierer) (49).

Die molekularen COO-Subtypen weisen unterschiedliche Repertoires genetischer
Aberrationen auf, welche in Tabelle 8 zusammengefasst sind. In beiden Subtypen
sind Mutationen in histon- bzw. chromatinmodifizierenden Enzymen rekurrent
(KMT2D/MLL2, CREBBP/EP300). Zudem zeigen sich bei 60% aller DLBCL-Falle
genetische Aberrationen, die in Mechanismen der Immunevasion involviert sind
(CD58, B2M/HLA-I, CITA, PD-L1). Charakteristisch fir GCB-DLBCL sind vor allem
Mutationen der histonmodifizierenden EZH2-Methyltransferase, BCL2- und MYC-
Translokationen mit konstitutiver Uberexpression, sowie Mutationen in Genen fiir
die B-Zell-Migration (S1PR2, GNA13). Der ABC-Typ hingegen ist durch eine
konstitutiv aktivierte B-Zell- und T-Zell-Rezeptor-Signalkaskade, unter anderem
durch Mutationen von MYD88, CD79A/B und CARD11, mit Aktivierung von NF—kB
und JAK/STAT, gekennzeichnet. Weiterhin wurden im ABC-Typ genetische
Aberrationen im Transkriptionsfaktor PRDM1/BLIMP1 beobachtet, was eine
wichtige Rolle in der terminalen Differenzierung der aktivierten B-Zellen zu
Plasmazellen hat (vgl. Kapitel 1.5.5.1). (49,74) Bei ca. 55% aller GCB-DLBCL und
nur 14% aller ABC-DLBCL besteht ein Expressionsverlust des Tumorsuppressors
PTEN, resultierend in einer konstitutiven Aktivierung der Phosphatidyl-3-Kinase
(PIBK)/AKT- Signalkaskade, die Zellwachstum und -proliferation reguliert. Als
ursachlich sind PTEN-Deletionen oder Amplifikationen der miR-17-92 zu sehen
(74,89). Weitere Mutationen wurden fur Gene der NOTCH-Signalkaskade, CONK2A
und TP53 (20%) beschrieben (49,90,91).
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Tabelle 8: Assoziierte Mutationsprofile mit den "Cell-Of-Origin"-Subtypen (44,74)

GCB-DLBCL GCB- und ABC-DLBCL ABC-DLBCL
BCL2- und MCY-Translokationen Andere Histon-/Chromatin- BCL2-und MYC-Amplifikationen
modifizierer: KMT2D/MLL2,
CREBBP/EP300
Histon-/Chromatinmodifizierer: EZH2 Immunevasion: CD58, BCR-Signalweg: CD798, CARD11
B2M/HLA-1, CIITA, PD-L1
B-Zell-Migration: S1PR2, GNA13 BCL6-Deregulation Toll-like-Rezeptor-Signalweg:
MYD88-Mutation
Tumornekrosefaktor-Rezeptor: FOXO1-Mutationen B-Zell-Differenzierung:
TNFRS14 PRDM1/BLIMP1
PTEN-Deletion TP53-Mutation Ubiquitinierungs-Modifikation:
TNFAIP3/A20
miR17-92- Zugewinn

Mittels Array-CGH-Analysen (Array-Comparative-Genomic-Hybridization) konnten in
Studien auch genomische Imbalancen (chromosomale Zugewinne/Verluste) fir beide

Subtypen nachgewiesen werden (92,93) .

1.6.6 Prognostische Faktoren

Klinische prognostische Faktoren: In Kapitel 1.4.2 wurden bereits verschiedene

Prognose-Scores vorgestellt (IPI, aalPl, NCCN-IPI). Eine konkordante (grof3zellige)
Knochenmarksinfiltration erwies sich in einer gro3en retrospektiven Studie von
Sehn et al. als IPl-unabhangiger negativer prognostischer Marker fur das
progressionsfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben (52). Ebenso ist ein groRer

Tumorbulk von >7,5cm als ein vom IPl unabhangiger Risikofaktor anzusehen (94).

Die prognostische Signifikanz morphologischer Varianten ist kontrovers. Die
zentroblastische Variante ist in der Rituximab-Ara mit einer schlechteren Prognose

assoziiert (95).

Cell-of-Origin-Klassifikation: Die Prognostische Signifikanz konnte fur die COO-

Subtypisierung mittels GEP mehrfach nachgewiesen werden, wahrend die
prognostische Aussagekraft der IHC unsicher ist (vgl. Kapitel 1.5.4). Die beiden

Subtypen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Uberlebensraten unter R-CHOP-
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Therapie deutlich. Der GCB-DLBCL-Typ zeigt sich dabei dem ABC-Subtyp
Uberlegen (5-Jahres-Uberlebensrate: 80% vs. 50%) (64).

In zahlreichen Studien konnte bestatigt werden, dass die gleichzeitige Expression
von MYC- und BCL2-Protein (“double-expressor lymphoma“, DEL) - ermittelt durch
IHC - Testungen- mit einer unglinstigeren Prognose assoziiert ist (59,60,96,97). Der
MYC/BCL2-Phanotyp ist haufiger bei ABC- bzw. Non-GCB-Subtypen zu finden und
stellt moglicherweise eine Erklarung fur die schlechtere Prognose von Patientinnen
mit ABC-DLBCL dar (60).

Des Weiteren werden die Oberflachenmarker CD5 und CD30 als phanotypische
prognostische Faktoren diskutiert. Patientinnen mit CD5-positivem DLBCL zeigen
haufig einen aggressiveren klinischen Verlauf, gehauft bei alteren Patientinnen, mit
extranodalen Manifestationen, fortgeschrittenem Tumorstadium, erhéhtem LDH-
Level sowie einem hohen IPI-Score. Diverse Studien haben bestatigt, dass CD5-
positive DLBCL gegenuber CD5-negativen mit R-CHOP behandelten Patientinnen
mit einem schlechteren Outcome assoziiert sind, der sich auch Uber aggressivere
Chemotherapie-Regime hinweg halten konnte. Die Datenlage zur prognostischen
Bedeutung der CD30-Expression in DLBCL ist inkonsistent. In der Mehrzahl der
Studien korrelierten CD30-positive DLBCL (auller EBV-assoziierte) mit einer
gunstigeren Prognose als CD30-negative DLBCL (44,49,61).

Als genetische Aberrationen mit prognostischem Wert sind vor allem MYC-
Rearrangements zu nennen. In zahlreichen Studien konnte nachgewiesen werden,
dass myc-Translokationen mit einer unguinstigeren Prognose assoziiert sind (98—
101). Dabei scheint auch der myc-Translokationspartner eine Rolle zu spielen.
Translokationen unter Einbeziehung des Ig-Locus haben verglichen mit Nicht-1g-
Translokationen eine schlechtere Prognose (102,103). Uneinigkeit besteht Uber den

prognostischen Wert einer erhdhten Kopienzahl von c-myc (49).

Sogenannte “double-hit®-, oder “triple-hit“-Konstellationen (DHL, THL) (vgl. Kapitel
1.5.5.2) sind mit einem aggressiveren klinischen Verlauf, Resistenz gegenuber
Immunchemotherapien sowie einer deutlich schlechteren Prognose mit R-CHOP-
Standardtherapie verbunden (2-Jahres-Uberlebensrate 25%). (61)
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Die COO-Subtypisierung, CD5-Evaluierung und Evaluierung der MYC/BCL2-
Koexpression werden von der WHO daher in der aktuellen Fassung fur alle neu
diagnostizierten DLBCL-Falle empfohlen. (39,104)

1.6.7 Therapie

Als Standard-Chemotherapie hat sich das seit den 1970er Jahren eingesetzte
CHOP-Schema etabliert, welches die Wirkstoffe Cyclophosphamid, Doxorubicin,
Vincristin und Prednison enthalt. Eine Intensivierung der Chemotherapie durch
Hinzunahme weiterer Substanzen, wie z.B. Methotrexat oder Bleomycin zeigten
sich demgegenuber nicht Gberlegen (105). Auch beim Vergleich von aggressiveren
Chemotherapie-Regimen der sogenannten 2. und 3. Generation (z.B. MACOB-B,
m-BACOD) mit dem CHOP-Schema Anfang der 90er Jahre, konnte sich das CHOP-
Regime als beste verfligbare Therapie fur hdhere Tumorstadien durchsetzen (106).
Der Durchbruch in der Therapie des DLBCL gelang durch die Hinzunahme des Anti-
CD20-Antikorpers Rituximab in das CHOP-Regime, wodurch Therapieansprechen,
ereignisfreies Uberleben und Gesamtiiberleben deutlich verbessert werden
konnten (107-110).

1.6.7.1 Erstlinientherapie

Das Ruckgrat aller Therapiestrategien bietet eine kombinierte Immun- und
Chemotherapie, bestehend aus 6-8 Zyklen CHOP-Polychemotherapie sowie 6-8
Gaben des monoklonalen Anti-CD20-Antikorper Rituximab. Diese wird alle 2 (R-
CHOP-14) bzw. 3 Wochen (R-CHOP-21) wiederholt. (111)

In Hinblick auf die einzuschlagende Therapiestrategie werden nach den aktuellen
Leitlinien der ESMO (European Society for Medical Oncology) folgende

risikoadaptierte Empfehlungen unterschieden:
a) Junge Patientlnnen mit niedrigem Risiko (aalPI = 0, kein Bulk):

Die Standardtherapie fur diese Patientinnen beinhaltet 6 Zyklen des CHOP-

Protokolls in Kombination mit 6 Gaben Rituximab in 21-tagigen Intervallen (6
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x R-CHOP-21). Eine =zusatzliche Radiotherapie brachte in dieser

Patientinnengruppe keinen Benefit (24).

Junge Patientlnnen mit niedrigem (aalPl = 0) oder niedrig-intermediarem
Risiko (aalPI = 1) ohne Bulk:

Basierend auf Ergebnissen der MINT-Studie wird flr diese
Patientinnengruppe eine 6xR-CHOP-21 mit Bestrahlung des Tumorbulks
oder alternativ eine R-ACVBP -Therapie (Rituximab + Adriamycin,
Doxorubucin, Cyclophosphamid, Vindesin, Bleomycin und Prednisolon)

ohne Bestrahlung als Standard empfohlen (24).

Junge Patientinnen mit hohem oder intermediar-hohem Risiko (aalPI 2 oder
3):

Eine Therapiestandard fur diese Population ist noch nicht festgelegt. 6-8
Zyklen des CHOP-Protokolls in Kombination mit 8 Gaben Rituximab in 21-
tagigen Intervallen (8 x R-CHOP-21) ist die am haufigsten applizierte
Therapie. Eine R-Chemotherapie gefolgt von einer Hochdosis-
Chemotherapie (HDC) und autologer Stammzelltransplantation (ASCT)
erbrachte im Vergleich mit einer alleinigen R-Chemotherapie zwar einen
Benefit im progressionsfreien Uberleben aber keinen signifikanten
Unterschied im  Gesamtuberleben. Eine Hochdosistherapie mit
Stammzelltransplantation als Teil der Primartherapie wird daher aul3erhalb
von Studien nicht empfohlen (24). Auch die Wirksamkeit intensivierter
Chemotherapien wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht. In
einer randomisierten, Interim-PET-gesteuerten Studie war R-ACVBP der R-
CHOP-Therapie  nicht Uberlegen (112). Mit dem R-CHOEP-Protokoll
(Hinzugabe von Etoposid) wurden in der Mega-CHOEP-Studie der DSHNHL
(Deutsche Studiengruppe fur Hochmaligne Non-Hodgkin-Lymphome) gute
Ergebnisse erzielt, im Sinne eines 3-Jahres-Gesamtiberleben von 91%
(113). Ein direkter Vergleich mit dem konventionellen R-CHOP-Regime
erfolgte allerdings nicht (24).
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d) Altere Patientinnen (60-80 Jahre):
Die Standardtherapie flr diese Patientinnengruppe beinhaltet 8 Zyklen des
CHOP-Protokolls in Kombination mit 8 Gaben Rituximab in 21-tagigen
Intervallen (8 x R-CHOP-21). Zwei R-CHOP-21 und R-CHOP-14
vergleichende Studien zeigten keinen signifikanten Unterschied im
Uberleben auf. Bei Anwendung von R-CHOP-14 ist die Verabreichung von 6
Zyklen plus zwei zusatzliche Rituximab-Gaben ausreichend, mit dem Vorteil,
dass die Zeit unter Chemotherapie verkurzt ist (10 vs. 21 Wochen). Eine
langere Rituximabexposition fuhrte bei alteren Hochrisikopatientinnen in der
SMARTE-R-CHOP14 Studie zu einem verbesserten Outcome. Eine
konsolidierende Radiotherapie erbrachte bei Patientinnen mit lokalisierten
Tumorstadien (IPl = 0) keinen Benefit, fur Patientinnen mit “bulky disease”

wird hingegen eine Bestrahlung empfohlen. (24,111)

e) Patientinnen > 80 Jahre:
Far alteren Patientinnen > 80 Jahre wird grundsatzlich ein dosisreduziertes
R-CHOP-Protokoll empfohlen, das sogenannte R-miniCHOP-Protokoll. Bei
Patientinnen mit kardialer Dysfunktion besteht die Moglichkeit, das im R-
CHOP-Schema enthaltene Doxorubicin durch liposomales Doxorubicin zu
ersetzen. Ein geriatrisches Assessment ist in dieser Gruppe zwingend
erforderlich. (24)

1.6.7.2 Therapie refraktarer und rezidivierter DLBCL

Als Standardtherapie des rezidivierten DLBCL gilt fur junge Patientinnen unterhalb
des 65.-70. Lebensjahres eine Salvage-Therapie mit R-ICE (Rituximab, Ifosfamid,
Carboplatin, Etoposid), R-DHAP (Rituximab, Cisplatin, Cytarabin, Dexamethason)
oder R-GDP (Rituximab, Cisplatin, Gemcitabin, Dexamethason), gefolgt von einer
autologen Stammzelltransplantation (ASCT). Als Hochdosistherapie wird meist das
BEAM-Regime (Carmustin, Etoposid, Cytarabin, Melphalan) verwendet. Fur
Patientinnen mit chemorefraktarer Erkrankung, Frihrelaps (< 12 Monate nach
Erreichen einer CR nach Erstlinientherapie) oder Rickfall nach ASCT kann eine
allogene Stammzelltransplantation in Betracht gezogen werden (24). Eine

therapeutische Alternative stellt die Behandlung mit sogenannten chimaren
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Antigen-Rezeptor-T-Zellen (CAR-T-Zellen) dar (114). die

aufgrund von Komorbiditaten nicht fir eine Hochdosistherapie geeignet sind, bieten

Far Patientlnnen,
sich andere Therapieregime, wie z.B. das R-GEMOX-Regime (Rituximab,

Gemcitabin, Oxaliplatin) an (24).

2 Material und Methoden

2.1 Datenerfassung

Es erfolgte zunachst eine retrospektive Erfassung aller Patientinnen zwischen April
1991 und Oktober 2018, die nach den Kriterien der WHO-Klassifikation (2008) an
der Pathologie des LKH Graz als primares DLBCL diagnostiziert wurden und am
LKH Graz innerhalb dieses Zeitraums in Behandlung waren. Insgesamt umfasst die
Kohorte 552 Patientinnen. Erfasst wurden Name, Geschlecht, Geburtsdatum,
molekularer Subtyp, Datum der Erstdiagnose, Rezidiv und Datum dessen,
Letztkontakt, Todesdatum sowie folgende immunhistochemische Marker, die

routinemafig in der DLBCL-Kohorte erhoben wurden (Tabelle 9):

Tabelle 9: Immunhistochemische Marker

CD3 CD5 CD10 | CD15 CD20 CD21 CD30 | CD79a
CD117 | FOX-P1 | PAX-5| BCL2 BCL6 MUMA1 cMYC | p53
PD1 PDLA1 PDL2 | GCET1 | LKKappa | LK Lamda | MIB-1

Die oben genannten Daten wurden dem MEDOC-System des LKH Graz

entnommen. Dazu erfolgte einerseits die Durchsicht histopathologischer

Diagnosebefunde hinsichtlich der genannten Marker, andererseits wurden
vorliegenden Arztbriefe bzw. Befunde auf Rezidive, Letztkontakt und Todesdatum
hin gepruft. Die Speicherung der erhobenen Daten erfolgte mit Microsoft Excel

(Version 16.35).

Als Marker-Positivitat wurden alle Expressionsgrade > 0% gewertet. Fur MIB-1

wurden die Expressionsgrade in Gruppen eingeteilt (<5%, 5-20%, 20-50%, >50%).
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2.2 Statistische Auswertung

FUr die deskriptive Datenanalyse sowie deren graphische Veranschaulichung
wurde [IBM SPSS Statistics (Version 26) genutzt. Weitere statistische
Datenanalysen (Chi-Quadrat-Test, Kaplan-Meier-Kurven, Log-Rank-Test, Cox-
Regressionsanalyse) wurden mithilfe des Programms R Core T (Version 3.6.3) und
entsprechenden R-Paketen (Survminer (Version 0.4.6); Survival Analysis (Version

3.1-11)) vorgenommen.

Zunachst erfolgte jeweils die Prufung von Zusammenhangen zwischen der
Expression des jeweiligen Markers und dem EFS24, definiert als ereignisfreies
Uberleben (Ereignis = Rezidiv oder Tod) innerhalb der ersten 24 Monaten nach
Erstdiagnose. Lag die Zeit vom Erstdiagnosedatum bis zum Auftreten eines
Rezidivs/Tod innerhalb des Zeitfensters von 24 Monaten, wurde dies als EFS24-
positiv gewertet. Bei einem ereignisfreien Intervall > 24 Monaten wurde dies als
negativer EFS24 gewertet. Zur Untersuchung des Zusammenhangs der
verschiedenen Marker und dem EFS24 wurden Kreuztabellen angelegt und die
Variablen mittels Pearsons Chi-Quadrat-Test auf Unabhangigkeit gepruft. Der
Bestand der Signifikanz wurde jeweils auch mit 10 000 Monte-Carlo Simulationen

gepruft.

Nachfolgend wurden das Gesamtiiberleben und das krankheitsfreie Uberleben in
Bezug auf die einzelnen Marker analysiert. Dazu wurden Kaplan-Meier-Kurven
erstellt und jeweils zwei Patientinnengruppen (“Marker exprimiert‘/“Marker nicht
exprimiert‘) hinsichtlich Gesamtiiberleben und krankheitsfreien Uberleben
miteinander verglichen. Mittels Log-Rank Test und Cox-Regressionsmodell wurden

die Uberlebenszeiten beider Gruppen dann auf signifikante Unterschiede gepriift.

28



3 Ergebnisse
3.1 Deskriptive Statistik

3.1.1 Charakterisierung der Studienpopulation

Das Gesamtkollektiv im Umfang von 553 Patientinnen zeigte eine ausgeglichene
Geschlechterverteilung. Die Anzahl weiblicher Personen betrug 275 (49,7%) und
die Anzahl mannlicher Personen 278 (50,3%), wie in Abbildung 5 dargestellt.

Geschlecht

[ mannlich
W weiblich

Abbildung 4: Geschlechterverteilung der Studienpopulation

Das mediane Alter bei Erstdiagnose lag bei 66 Jahren, der Altersdurchschnitt bei
63,8 Jahren. Die Standardabweichung betrug 16,36 Jahre. Der jungste Patient war
zum Diagnosezeitpunkt 18 Jahre alt, die alteste Patientin 93 Jahre, was einer

Spannweite von 75 Jahren entspricht (Abbildung 6).
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Abbildung 5: Altersverteilung zum Diagnosezeitpunkt

Zum Zeitpunkt des jeweiligen Letztkontaktes waren 181 Patientinnen bereits
verstorben, entsprechend einem Anteil von 32,7%, 372 Patientinnen bzw. 67,3%
waren zum Zeitpunkt des Letztkontaktes noch am Leben.

Wie in Abbildung 7 zu sehen, lag das Durchschnittsalter der im Studienverlauf
verstorbenen Patientinnen bei 72,7 Jahren. Der jlingste Patient starb im Alter von

25 Jahren, der alteste mit 94 Jahren.

40 I | I Mean = 72,74
Std. Dev. = 12,989
N="181

Frequency

40 &0 80 100

20
Alter_bei_Todeszeitpunkt

Abbildung 6: Altersverteilung der verstorbenen Patientinnen im angegebenen Beobachtungszeitraum
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Der Rezidivstatus konnte fur 541 Patientinnen erfasst werden. Davon wiesen 130
Patientlnnen innerhalb des genannten Beobachtungszeitraums ein Rezidiv auf,
entsprechend einem Anteil von 24%. Zur Krankheitsprogression unter Therapie

kam es bei 11 Patientinnen (2%).

3.1.1.1 Immunhistochemische Marker

Im Rahmen der Datenanalyse wurden aus dem Patientinnenarchiv
histopathologische Diagnosebefunde 23 immunhistochemischer Marker in den
malignen Zellen untersucht.

In der nachfolgenden Tabelle sind die ermittelten Haufigkeiten fur jeden Marker
einzeln dargestellt. Insgesamt lieRen sich je nach Marker zwischen 36 und 501
gultige Daten erfassen. Die typischen Pan-B-Zell-Marker wie CD20, CD79a sowie
der B-Zell-Transkriptionsfaktor PAX5 werden wie zu erwarten in >98% der malignen
Zellen exprimiert, bei jeweils ahnlichen Datensatzgrof3en. Die Expression des
Markers CD 10 zeigt sich bei etwa 32 % (Gesamt n=453). Der Marker CD30 erweist
sich in etwa 43 % der Falle als positiv von 400. Auch die BCL2-Expression liel3 sich
bei 446 erfassen und zeigt bei 79% eine Positivitat. Der Marker CD117 wird in einem

Anteil von 8% exprimiert bei einem Datensatz von 36.

Tabelle 10: Haufigkeit erhobener Biomarker

Expressions | positiv negativ positiv negativ | Expressions-
-status [%] [%] status nicht
erhebbar erhebbar

CD3 480 6 474 1,25 98,75 73

CD5 373 25 348 6,70 93,29 180

CD10 453 143 310 31, 57 68,43 100

CD15 112 9 103 8,04 91,96 441

CD20 501 497 4 99,20 0,80 52

CD21 171 4 167 2,34 97,66 382

CD30 400 173 227 43,25 56,75 153

CD79a 137 136 1 99,27 0,73 416

CD117 36 3 33 8,33 91,67 517
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FOX-P1 208 184 24 88,46 11,54 345
PAX-5 73 72 1 98,63 1,37 480
EBER 187 27 160 14,44 85,56 366
BCL-2 446 353 93 79,15 20,85 107
BCL-6 380 300 80 78,95 21,05 173
MUM-1 361 259 102 71,75 28,25 192
GCET-1 202 54 148 26,73 73,27 351
LK Kappa 182 111 71 60,99 39,01 371
LK Lambda | 178 66 112 37,08 62,92 375
c-MYC 141 97 44 68,79 31,20 412
p53 351 215 136 61,25 38,75 202
PD1 264 24 240 9,09 90,91 289
PDLA1 268 107 161 39,93 60,07 285
PDL2 267 210 57 78,65 21,35 286
MIB (%) 424 424 0 100 0 129
<5 0 0

5-20 2 0,47

20-50 24 5,66

>50 400 94,34

3.2 Kreuztabellen

3.2.1 Zusammenhang Biomarker und EFS24

Um zu Uberprifen, ob ein statistischer Zusammenhang zwischen der Expression
der verschiedenen Marker und dem EFS24 besteht, wurde fur jeden einzelnen
Marker eine Kreuztabelle angelegt und der Zusammenhang mittels Chi-Quadrat-
Methode getestet. Mit der Monte-Carlo Simulation (Anzahl 10 000) wurde Uberprift,

ob die ermittelte Signifikanz Bestand hat.

CD30

Die Prufung des Zusammenhangs zwischen der CD30-Expression und dem EFS24
mittels Pearsons Chi-Quadrat-Test mit Monte-Carlo Simulation ist in Tabelle 11
dargestellt. Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang (p = 0.01) zwischen der
CD30-Expression und dem EFS24.
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Tabelle 11: Kreuztabelle CD30-Expression und EFS24

EFS24
CD30-Expression NEIN JA
0 (negativ) 180 40
1 (positiv) 156 16

Tabelle 12: Pearsons Chi-Quadrat-Test mit Monte-Carlo Simulationen (Anzahl der Simulationen = 10 000) zur
Kreuztabelle CD30 und EFS24

X2 df p-value
Chi-Quadrat nach Pearson | 6,2156 1 0,01

EBER

Die Prufung des Zusammenhangs zwischen der EBER-Expression und dem EFS24
mittels Pearsons Chi-Quadrat-Test mit Monte-Carlo Simulation ist in Tabelle 13
dargestellt. Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang (p = 0.03) zwischen der
EBER-Expression und dem EFS24.

Tabelle 13: Kreuztabelle EBER-Expression und EFS24

EFS24
EBER-Expression NEIN JA
0 (negativ) 132 27
1 (positiv) 26 0

Tabelle 14: Pearsons Chi-Quadrat-Test mit Monte Carlo Simulationen (Anzahl der Simulationen = 10 000) zur
Kreuztabelle EBER und EFS24

X2 df p-value
Chi-Quadrat nach Pearson | 5,1696 1 0,03

MUM1

Die Prufung des Zusammenhangs zwischen der MUM1-Expression und dem
EFS24 mittels Pearsons Chi-Quadrat-Test mit Monte-Carlo Simulation ist in Tabelle
15 dargestellt. Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang (p = 0.03) zwischen
der MUM1-Expression und dem EFS24.
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Tabelle 15: Kreuztabelle MUM1-Expression und EFS2

EFS24
MUM1-Expression NEIN JA
0 (negativ) 92 9
1 (positiv) 210 46

Tabelle 16: Pearsons Chi-Quadrat-Test mit Monte Carlo Simulationen (Anzahl der Simulationen = 10 000) zur
Kreuztabelle MUM1 und EFS24

X2 df p-value
Chi-Quadrat nach Pearson | 4,5594 1 0,03

3.3 Kaplan-Meier-Uberlebenskurven

Zu jedem in Kapitel 2.1 genannten Marker wurden Kaplan-Meier-Kurven erstellt, um
die Uberlebenszeiten (Gesamtiiberleben, krankheitsfreies Uberleben) flr
Patientinnen mit DLBCL in Bezug auf die Marker-Expression zunachst deskriptiv
miteinander zu vergleichen. Mittels Log-Rank Test wurde geprift, ob ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Uberlebenszeiten dieser Gruppen (Marker-

exprimiert; Marker-nicht exprimiert) besteht.

Aus Griinden der Ubersicht sind nur die Uberlebenskurven derjenigen Marker

aufgezeigt, die signifikante Ergebnisse im Log-Rank Test lieferten.
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3.3.1 Gesamtiiberleben (OS)
Nachfolgend ist die Analyse des Gesamtuberlebens (overall survival; OS) in Bezug

auf die Marker-Expression fur jeden Marker dargestellt.

CD10

In Bezug auf die CD10-Expression zeigte sich, wie in Abbildung 8 dargestellt, ein
signifikanter Unterschied im OS zugunsten der Patientinnen mit CD10-positivem
DLBCL. Die Prufung mittels Log-Rank-Test ergab x2 = 4,6673 und p = 0.031.
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Abbildung 7: Vergleich OS fir Patientinnen mit CD10+ und CD10- DLBCL
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CD15

In Bezug auf die CD15-Expression zeigte sich, wie in Abbildung 9 dargestellt, ein

signifikanter Unterschied im OS zugunsten der Patientinnen mit CD15-negativem

DLBCL. Die Prufung mittels Log-Rank-Test ergab x2 = 5,1467 und p = 0.023.
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Abbildung 8: Vergleich OS firr Patientinnen mit CD15+ und CD15-
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CD30

In Bezug auf die CD30-Expression zeigte sich, wie in Abbildung 10 dargestellt,

ein signifikanter Unterschied im OS zugunsten der Patientinnen mit CD30-

positivem DLBCL. Die Prufung mittels Log-Rank-Test ergab x2 = 6,0287 und p =

0.014.

Disease-Free Survival probability

CD30
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p=0.014
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0 2 4 6 8 10 12 14 16
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Number at risk
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0 2 4 6 8 10 12 14 16
Years

Abbildung 9: Vergleich OS fir Patientinnen mit CD30+ und CD30-
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CD117

In Bezug auf die CD117-Expression zeigte sich, wie in Abbildung 11 dargestellt, ein
signifikanter Unterschied im OS zugunsten der Patientinnen mit CD117-negativem
DLBCL. Die Prufung mittels Log-Rank-Test ergab x2 = 12, 3785 und p = < 0.001.
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Abbildung 10: Vergleich OS fir Patientinnen mit CD117+ und CD117- DLBCL
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GCET1

In Bezug auf die GCET1-Expression zeigte sich, wie in Abbildung 12 dargestellt, ein

signifikanter Unterschied im OS zugunsten der Patientinnen mit GCET1-positivem

DLBCL. Die Prufung mittels Log-Rank-Test ergab x2 = 4,2174 und p = 0.04
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Abbildung 11: Vergleich OS fir Patientinnen mit GCET+ und GCET- DLBCL
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3.3.2 Krankheitsfreies Uberleben (DFS)

Nachfolgend ist die Analyse des krankheitsfreien Uberlebens (disease free survival;

DFS) in Bezug auf die Marker-Expression fur jeden Marker dargestellt.

CD20

In Bezug auf die CD20-Expression zeigte sich, wie in Abbildung 13 dargestellt, ein
signifikanter Unterschied im DFS zugunsten der Patientinnen mit CD20-positivem
DLBCL. Die Prufung mittels Log-Rank-Test ergab x2 = 5,0967 und p = 0.024.
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Abbildung 12: Vergleich DFS fiir Patientinnen mit CD20+ und CD20- DLBCL
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CD30

In Bezug auf die CD30-Expression zeigte sich, wie in Abbildung 14 dargestellt, ein

signifikanter Unterschied im DFS zugunsten der Patientinnen mit CD30-positivem

DLBCL. Die Prufung mittels Log-Rank-Test ergab x2 = 6,0287 und p = 0.014.
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Abbildung 13: Vergleich DFS fir Patientinnen mit CD30+ und CD30- DLBCL
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CD117
In Bezug auf die CD117-Expression zeigte sich, wie in Abbildung 15 dargestellt,
ein signifikanter Unterschied im DFS zugunsten der Patientinnen mit CD117-
negativen DLBCL. Die Prufung mittels Log-Rank-Test ergab x2 = 9,4487 und p =
0.0021.
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Abbildung 14: Vergleich DFS fur Patientinnen mit CD117+ und CD117- DLBCL
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BCL2

In Bezug auf die BCL2-Expression zeigte sich, wie in Abbildung 16 dargestellt, ein
signifikanter Unterschied im DFS zugunsten der Patientinnen mit BCL2-negativen
DLBCL. Die Prufung mittels Log-Rank-Test ergab x2 = 4,2 und p = 0.04.
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Abbildung 15: Vergleich DFS fir Patientinnen mit BCL2+ und BCL2- DLBCL
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MUMA1

In Bezug auf die MUM1-Expression zeigte sich, wie in Abbildung 17 dargestellt, ein
signifikanter Unterschied im DFS zugunsten der Patientinnen mit MUM1-negativen
DLBCL. Die Prufung mittels Log-Rank-Test ergab x2 = 4,2412 und p = 0.039.
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Abbildung 16: Vergleich DFS fir Patientinnen mit MUM1+ und MUM1- DLBCL
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3.3.3 Cox-Proportionale Hazard-Modelle

Nach Identifizierung mdoglicher prognostisch relevanter Marker mittels Kaplan-

Meier-Kurven und Log-Rank Test wurde eine Cox-Regressionsanalyse
durchgefuhrt, um jeweils den Einfluss der Marker-Expression auf das OS bzw. DFS

genauer zu analysieren.

3.3.4 Gesamtuberleben (OS)

Die signifikanten Ergebnisse der univariaten Cox-Regressionsanalyse der

einzelnen Marker in Bezug auf das OS sind in Tabelle 17 dargestellt.

Tabelle 17: Univariate Cox-Analyse der einzelnen Biomarker in Bezug auf das OS. n=Stichprobenumfang;
coef=Regressionskoeffizient; HR=Hazard-Ratio; CI=95%-Konfidenzintervall der Hazard-Ratio; p-value= p-Wert nach Wald-

Statistik.

coef HR 95% ClI p-value

CD10

0 (negativ) n =445 | 1 (Referenz) | 1 (Referenz)

1 (positiv) -0,414 0,661 0,4529 - 0.032
0,9649

CD15

0 (negativ) n=110 | 1 (Referenz) | 1 (Referenz)

1 (positiv) 1,0559 2,874 1,108 - 7,454 0.03

CD30

0 (negativ) n =392 | 1 (Referenz) | 1 (Referenz)

1 (positiv) -0,5926 0,5529 0,3828 - 0.002
0,7986

CD117

0 (negativ) n=36 | 1(Referenz) | 1 (Referenz)

1 (positiv) 2,1498 8,5829 2,036 - 36,18 0.003

GCET1

0 (negativ) n =201 | 1 (Referenz) | 1 (Referenz)

1 (positiv) -0,7707 0,4627 0,2176 - 0.045
0,9837
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Wie in Tabelle 17 ersichtlich, zeigte sich fir Patientinnen mit CD15-positivem
DLBCL eine signifikante Verschlechterung des OS im Vergleich zur
Referenzgruppe mit CD15-negativem DLBCL.

Ebenso zeigte sich fur Patientinnen mit CD117-positvem DLBCL eine signifikante
Verschlechterung des OS im Vergleich zur Referenzgruppe mit CD117-negativem
DLBCL.

Eine positive CD30-Expression hingegen Kkorrelierte mit einem signifikant
verbesserten OS im Vergleich mit der Referenzgruppe mit negativer CD30-
Expression.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine positive CD10-Expression im Vergleich
mit der CD10-negativen Referenzgruppe mit einem signifikant besseren OS
assoziiert ist.

Auch fur Patientinnen mit GCET1-positivem DLBCL ergab sich eine signifikante
Verbesserung im OS verglichen mit der Referenzgruppe mit GCET1-negativem
DLBCL.

3.3.5 Krankheitsfreies Uberleben (DFS)

Die signifikanten Ergebnisse der univariaten Cox-Regressionsanalyse der
einzelnen Marker in Bezug auf das krankheitsfreie Uberleben sind in Tabelle 18

dargestellt.

Tabelle 18: Univariate Cox-Analyse der einzelnen Biomarker in Bezug auf das DFS. n=Stichprobenumfang;
coef=Regressionskoeffizient; HR=Hazard-Ratio, CI=95%-Konfidenzintervall der Hazard-Ratio; p-value= p-Wert nach Wald-
Statistik.

coef HR 95% ClI p-value
CD20
0 (negativ) n =491 | 1 (Referenz) | 1 (Referenz)
1 (positiv) -1,4787 0,2279 0,05598 - 0,928 | 0.039
CD30
0 (negativ n =392 | 1 (Referenz) | 1 (Referenz)
1 (positiv) -0,5626 0,5697 0,3615-0,8979 | 0.015
CD117
0 (negativ) n=36 | 1(Referenz) | 1 (Referenz)
1 (positiv) 2,2984 9,9584 1,64 — 60,48 0.013
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BCL2
0 (negativ) n =438 | 1 (Referenz) | 1 (Referenz)

1 (positiv) 0,6049 1,831 1,018 — 3,295 0.044
MUMA1

0 (negativ) n =357 | 1 (Referenz) | 1 (Referenz)

1 (positiv) 0,619 1,857 1,021 - 3,379 0.043

Wie in Tabelle 18 zu sehen, zeigt sich eine signifikante Verbesserung des DFS
zugunsten von Patientinnen mit CD20-positivem DLBCL gegenuber der
Referenzgruppe mit CD20-negativem DLBCL.

Aulerdem ergab sich fur Patientinnen mit CD30-positivem DLBCL eine signifikante

Verbesserung im DFS verglichen mit Patientinnen der CD30-negativen Gruppe.

Im Gegensatz dazu lie® sich fur Patientinnen mit CD117-positivem DLBCL eine
signifikante Verschlechterung im DFS verglichen mit der CD117-negativen
Referenzgruppe verzeichnen.

Ebenso zeigt sich hinsichtlich BCL2 eine signifikante Verschlechterung im DFS flr
die BCL-positive Gruppe verglichen mit der BCL2-negativen Gruppe.

Auch fur Patientinnen mit MUM1-positivem DLBCL konnte eine signifikante
Verschlechterung im DFS gegentber Patientinnen mit MUM1-negativem DLBCL

nachgewiesen werden.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl eine positive CD30-Expression,

als auch eine positive CD117-Expression jeweils im Vergleich mit der

Referenzgruppe mit einem signifikant besseren OS und DFS assoziiert waren.
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4 Diskussion

Das DLBCL ist mit einem Anteil von 25-40% aller adulten NHL das haufigste
maligne Lymphom der westlichen Welt (44—46). Die hohe biologische und
molekulare Heterogenitat spiegelt sich in unterschiedlichen klinischen Verlaufen mit
variablem Ansprechen auf R-CHOP-Standardtherapie wider. Unter R-CHOP
Therapie kénnen mehr als 60% geheilt werden, flir einen betrachtlichen Anteil, vor
allem Patientinnen mit Hochrisiko-Subtypen (z.B. DEL, DHL), ist das
Behandlungsergebnis jedoch nicht zufriedenstellend (115). Zur prognostischen
Abschatzung des individuellen Risikos existieren verschiedene Scores, unter
anderem der IPI, der aalPI, und der NCCN-IPI, die als Grundlage fir die angestrebte
Therapiestrategie dienen (vgl. Kapitel 1.4.2). Obwohl der (NCCN)-IPlI das am
meisten genutzte System zur Prognoseabschatzung vor Therapiebeginn ist, ist die
prognostische Aussagekraft fur Patientinnen mit Risiko flr einen sehr unguinstigen
Verlauf fraglich. Die zugrunde liegende Tumorbiologie sowie molekulare Aspekte
werden durch den IPI nicht bertcksichtigt, was zu variablem Therapieansprechen
auch innerhalb der Risikogruppen fuhrt (43,116). Die Evaluierung IPl-unabhangiger
Risikofaktoren mit prognostischem Wert ist daher von aktueller Relevanz und
vielfach Bestandteil gegenwartiger Studien. Diskutiert werden neben
molekulargenetische Faktoren, wie z.B. der COO-Subtyp, auch phanotypische
Marker wie z.B. CD5 oder aber der PET-CT-Scan nach Behandlungsende (vgl.
Kapitel 1.5.6). Durch Entwicklung exakterer Prognose-Scores, unter Einbezug
solcher Faktoren, kdnnte zuklinftig das individuelle Risiko besser abgeschatzt und

auch die Therapiestrategien entsprechend angepasst werden.

In dieser retrospektiven Studie wurde die Kohorte der zwischen 1991 und 2018 am
LKH Graz behandelten DLBCL-Patientinnen (n = 553) auf bei Diagnosestellung
routinemalig erhobenen Biomarkern bezuglich ihrer prognostischen Relevanz
untersucht. Dabei lieRen sich 8 Marker identifizieren, die einen signifikanten
prognostischen Wert hinsichtlich des Krankheitsverlaufs der Patientinnen

aufwiesen.

Zunachst erfolgte die Prufung auf mogliche Zusammenhange zwischen der Marker-

Expression und dem ereignisfreien Uberleben innerhalb der ersten 24 Monate. Wie
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die publizierten Daten von Maurer et al. zeigten, ist der EFS24 als
vielversprechendes Surrogat flir das Gesamtlberleben in klinische Studien zu
sehen, weshalb dieser auch hier eingesetzt wurde (117,118). Hierbei liel3en sich die
Marker CD30, MUM1 und EBER als Faktoren mit potentiell prognostischem Wert

identifizieren.

Fir den Marker CD30 konnte auch in der weiteren statistischen Analyse anhand der
Kaplan-Meier-Kurven und Log-Rank-Test ein signifikant verbessertes OS (p-value
= 0.014) und DFS (p-value = 0.014) zugunsten der CD30-positiven Gruppe gezeigt
werden. Diese signifikanten Unterschiede im Outcome lieRen sich auch in der
univariaten Cox-Regressionsanalyse bestatigen (OS: p-value = 0.002; DFS: p-value
= 0.015).

CD30 ist ein Typ 1 Transmembran-Glykoprotein aus der Familie der TNF-
Rezeptoren und wurde urspringlich als Oberflachenmarker sogenannter Reed-
Sternberg- und Hodgkin-Zellen des klassischen Hodgkin-Lymphoms (CHL)
identifiziert. Aber auch in einigen B- und T-Zell-NHL, wie z.B. dem Anaplastisch-
grofl3zelligen-Lymphom (ALCL), dem primaren mediastinalen B-Zell-Lymphom
(PMBCL) oder aber in EBV-positiven Lymphomen findet sich eine CD30-
Expression. Ebenso konnte in den letzten Jahren eine teilweise CD30-Expression
mehrfach auch auf Zellen des DLBCL, NOS nachgewiesen werden. (57)

Die Inzidenz fur eine positive CD30-Expression variiert zwischen 9,5 und 40%, was
sich vermutlich auf unterschiedlich definierte Cut-Off-Werte sowie unterschiedliche
Ein- und Ausschlusskriterien (z.B. EBV-Positivitat, HIV-Positivitat, spezifische
Varianten) der Studien bzw. regionale Disparitaten zurtckfihren lasst. In der
Mehrheit der Studien wurde fur eine CD30-Positivitat ein Cut-Off-Wert von >0%
oder >20% gewahlt (57,100,119-123). In dieser Arbeit galt ein Expressionsgrad von
>0% als positiv. Eine positive CD30-Expression zeigte sich demnach in 43% der
Falle. Dieser Anteil ist vergleichsweise hoch, moglicherweise durch den niedrig
gewahlten Cut-Off-Wert (>0%) sowie den Einschluss auch von EBV-positiven
DLBCL-Patientinnen bedingt, die gewdhnlich mit einer héheren CD30-Pravalenz
einhergehen (124).

Die Ergebnisse uber den prognostischen Stellenwert von CD30 bei DLBCL-

Patientinnen sind in der Literatur inkonsistent. Eine grol3e Studie von Hu et al. mit
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903 R-CHOP behandelten Patientinnen, lieferte allerdings ahnliche Ergebnisse in
der Uberlebensanalyse wie in der vorliegenden Arbeit. Demnach wiesen CD30-
positive DLBCL-Patientinnen eine gunstigere Prognose im Sinne eines
verbesserten 5-Jahres-Gesamtuberleben (CD30+ 79% vs. CD30- 59%) und
progressionsfreien Uberleben im Vergleich zu CD30-negativen DLBCL-
Patientinnen auf. Auch in multivariaten Analysen blieb die CD30-Expression ein
vom |IPl unabhangiger Pradikator fur ein verbessertes OS und progressionsfreies
Uberleben (progression free survival; PFS). Das verbesserte Outcome CD30-
positiver DLBCL-Patientinnen galt zudem fir beide COO-Subtypen und lie} sich
auch an Unterschieden auf molekularer Basis festmachen, wie der Vergleich der
Genexpressionsprofile beider Gruppen (CD30+, CD30- DLBCL) zeigte. So fand die
Arbeitsgruppe in CD30-positiven DLBCL eine Hochregulierung von Genen, die fur
negative Regulatoren der NF- kB -Aktivierung und dem Lymphozyten-Uberleben
kodieren, sowie eine Herunterregulierung jener Gene, die in B-Zell-Rezeptor-
Signalkaskaden und B-Zell-Proliferation involviert sind. Weiterhin zeigten sich
prominente Zytokin- und Stroma-Gensignaturen fur CD30-positive Patientinnen.
Aufgrund des danach als hoch einzustufenden pradikativen Wertes von CD30, der
spezifischen Genexpressionssignatur sowie der Relevanz als therapeutisches
Zielmolekdl fur Brentuximab Vedotin, definierten Hu et al. CD30-positive DLBCL als
eine neue Subgruppe (125). Auch in diversen anderen Studien konnte, in
Ubereinstimmung mit der vorliegenden Arbeit, CD30 mit einer ginstigeren
Prognose assoziiert werden: In einer 385 Patientinnen umfassenden Arbeit von
Slack et al. zeigte sich eine Assoziation zwischen positiver CD30-Expression und
verbessertem PFS, allerdings nur fur GCB-DLBCL. Die CD30-Expression hielt sich
auch im multivariaten Cox-Modell als unabhangiger Pradikator (120). Auch die
publizierten Daten von Gong et al. bestatigten in einer ahnlichen Arbeit mit 232 R-
CHOP behandelten Patientlnnen ein signifikant Gberlegenes PFS und OS fur CD30-
positive DLBCL-Patientlnnen (122). Im Gegensatz dazu berichteten Hao et al. (n
=146) und Campuzano-Zuluaga et al. (n = 167) Ubereinstimmend, dass eine CD30-
Expression mit einer ungunstigeren Prognose, im Sinne eines verklrzten OS und
DFS, assoziiert ist und positiv mit einer BCL2-Expression korreliert (119,121) . Auch
Gong et al. untersuchten 2018 in ihrer Arbeit mit 242 Patientlnnen die Auswirkung
von CD30 auf den klinischen Verlauf und kamen zwar wiederum zu dem Ergebnis,

dass eine positive CD30-Expression mit einem verlangerten PFS und OS
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einhergeht, diese aber einen vom IPI-Score, MYC-Status und BCL-Expression
abhangigen Pradikator darstellt. Diese Tatsache vermuteten sie auch als
mitverantwortlich fur die kontroverse Datenlage bezlglich der prognostischen
Relevanz von CD30 (126). Als weitere mdgliche Ursachen fur die uneinheitlichen
Resultate schlugen Hao et al. zudem den Gebrauch verschiedener Antikorper,
variable IHC-Farbemethoden bzw. -Scoring-Systeme sowie die Heterogenitat der
Studienpopulationen vor. So fand die Arbeitsgruppe lediglich fur Patientinnen <60
Jahren hinsichtlich OS und EFS einen signifikanten Unterschied zwischen der
CD30-positiven und — negativen Gruppe (121). Zu berlcksichtigen sind zudem die

unterschiedlich gro3en Fallzahlen.

Far den Marker BCL2 ergab sich in der Kreuztabellenanalyse keine statistische
Assoziation zwischen BCL2-Expression und EFS24. Es zeigten sich jedoch
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen in der Uberlebenszeitanalyse
mittels Kaplan-Meier-Kurven und Log-Rank-Test (p-value = 0.04). Demnach
wiesen BCL2-positive Patientinnen ein signifikant verkurztes DFS auf (p-value =
0.044), hinsichtlich OS zeigten sich jedoch keine Unterschiede. Der signifikante

Unterschied im DFS hielt sich auch im univariaten Cox-Modell.

BCL2 ist ein antiapoptotisches Protein, das in der aulleren Membran von
Mitochondrien lokalisiert ist und in Keimzentrumszellen typischerweise
herunterreguliert vorliegt (51). Eine Uberexpression von BCL2 wird in beiden
DLBCL-Subtypen beobachtet und ist grundsatzlich mit einer Resistenz gegenuber
Chemotherapien assoziiert (127). In der Pra-Rituximab-Ara schien die IHC-basierte
BCL2-Expression als robuster Pradikator fur ein schlechteres Outcome der
Patientinnen zu gelten, wie verschiedene Studien nahelegen. Insbesondere wurde
Uber eine signifikante Assoziation mit einem schlechteren DFS, wie auch in der
vorliegenden Arbeit, aber auch mit einem verkirztem OS und einer hoheren
Rezidivrate berichtet (128—130). In der Rituximab-Ara hingegen, scheint der
negative prognostische Einfluss von BCL2 durch Aufnahme von Rituximab als
Standardtherapie Uberwunden zu sein, wie die publizierten Ergebnisse von
Mournier et al. vermuten lassen. Demnach erzielten BCL2-positive Patientinnen
einen signifikanten Benefit im OS und EFS durch R-CHOP-Therapie gegenuber
CHOP-behandelten BCL2-positiven DLBCL-Patientinnen (131), wahrend dieser
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Effekt bei der BCL2-negativen Gruppe ausblieb. Zu dem gleichen Schluss kamen
auch Seki et al. in ihrer Untersuchung von insgesamt 730 Patientinnen (132).
Interessanterweise scheint der Uberlebensbenefit durch R-CHOP fiir den BCL2-
positiven GCB-Subtyp jedoch weniger stark ausgepragt zu sein. Eine an R-CHOP
therapierten Patientinnen durchgefuhrte Untersuchung, assoziierte BCL2-positive
DLBCL und GCB-DLBCL demnach mit einem signifikant unglnstigeren Verlauf
(OS, EFS). Indessen hatte BCL2 in der ABC-Kohorte keinen prognostischen
Einfluss (133).

Grundsatzlich fallt ein Vergleich der Studien nicht nur aufgrund der
unterschiedlichen Therapien schwer, sondern auch dahingehend, dass die
gewahlten Cut-Off -Werte fur eine BCL2-Positivitat untereinander stark variieren. In
einer 2017 verodffentlichen Studie mit 218 R-CHOP behandelten Patientinnen,
entwickelte die Arbeitsgruppe von Tsuyama et al. daher einen 4-Punkte-Score (0
bis 3+) mit neuen Kriterien zur Definition der histopathologisch mittels IHC
evaluierten BCL2-Expression, dessen Zuverlassigkeit sich auch in digitalen
Bildanalysen bestatigen lie3. Basierend auf dem Verhaltnis positiver zu negativer
Zellen sowie der Farbeintensitat, wurde fir eine starke BCL2-Expression ein
Punktwert von 3+ festgelegt. Dieser korrelierte signifikant mit einer ungunstigeren
Prognose (OS, PFS) sowohl fur GCB, als auch fur non-GCB-DLBCL-Patientinnen
und konnte in multivariaten Analysen auch als IPl-unabhangiger prognostischer
Faktor identifiziert werden. Als leicht umsetzbares BCL2-Scoring-System schlug die
Arbeitsgruppe daher den Gebrauch auch in der routinemalligen Anwendung vor.
Insbesondere zur Evaluierung von DLBCL-Patientinnen, die von einer BCL2-

gezielten Therapie profitieren konnten. (134)

Wie die oben angeflihrten Studien verdeutlichen, ist der prognostische Wert von
BCL2, insbesondere in der Rituximab-Ara, umstritten. Die Ergebnisse dieser Arbeit
gehen aber in die gleiche Richtung hinsichtlich des DFS. Zu berlcksichtigen ist
jedoch, dass in die vorliegende Studie nicht nur R-CHOP behandelte, sondern auch
einige wenige CHOP-behandelte Patientinnen eingeschlossen wurden, da der
Erfassungszeitraum der Patientinnen teilweise vor der R-CHOP Ara liegt. Um die
prognostische Relevanz zuklnftig genauer untersuchen zu kdnnen, ist vor allem ein

einheitliches System zur Interpretation der BCL2-Positivitat notwendig, woflr sich
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z.B. der von Tsuyama et al. vorgeschlagene Score anbieten wirde, sowie grofiere
Fallzahlen. Bereits bekannt und unumstritten ist hingegen die prognostische
Relevanz des sogenannten “double-expressor‘-Phanotyps, sprich die gleichzeitige
Expression von BCL2 und MYC, die mit einer deutlich unglnstigeren Prognose
assoziiert wird (59,60,96,97).

Bei der statistischen Untersuchung von CD10 mittels Kreuztabellen zeigte sich
hinsichtlich EFS24 kein Unterschied zwischen den Gruppen. Jedoch konnte in der
Uberlebensanalyse mittels Kaplan-Meier-Kurve und Log-Rank-Test ein signifikant
uberlegenes OS flur die CD10-positive Gruppe festgestellt werden (p-value = 0.031).
Der signifikante Unterschied im Uberleben zeigte sich auch in der univariaten Cox-

Regressionsanalyse (p-value = 0.032).

CD10 ist ein Zelloberflachenprotein mit neutraler Endopeptidaseaktivitat, das
ursprunglich als "Common Acute Lymphoblastic Leukemia Antigen" (CALLA)
identifiziert wurde, aber auch auf der Oberflache vieler normaler (z.B. Pra-B-Zelle,
reife B-Zellen des Keimzentrums, nicht-lymphatische Zellen) und anderer
neoplastischer Zellen exprimiert wird. So konnte CD10 auch bei der Mehrzahl
follikularer Lymphome und beim Burkitt Lymphom nachgewiesen werden (135).
Zudem exprimieren 20-40% aller de novo DLBCL das CD10-Antigen. In der Grazer
Kohorte erwies sich CD10 bei ca. 32% der DLBCL-Falle als positiv und liegt somit
im Bereich der in der Literatur beschriebenen Inzidenz. Hinsichtlich des
prognostischen Wertes von CD10 existieren bislang nur wenige Berichte, ohne
klaren Konsens. Ubereinstimmend mit den vorliegenden Ergebnissen, fand sich in
den Untersuchungen von Chang et al. und Hans et al. mit 71 bzw. 152 Patientinnen
fur die CD10-positive Gruppe eine Assoziation mit einem verbesserten OS (53,104).
Wohingegen in einer groflen Studie des “Luneborg Lymphoma Biomarker
Consortiums® im Umfang von 1344 Patientlnnen kein statistischer Zusammenhang
zwischen der IHC-basierten CD10-Expression und geandertem OS nachgewiesen
werden konnte (136). Widerspruchlich stehen die Ergebnisse dieser Arbeit jenen
von Harada et al. und Veelken et al. gegenuber, die einen Zusammenhang
zwischen CD10 und schlechterem OS verzeichneten (137,138). Auch Uherova et
al. konnten fur die unter Durchflussyztometrie CD10-positive Gruppe ein signifikant

unterlegenes OS feststellen (135)
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Auch fur den Pan-B-Zell-Marker CD20 konnte in der Kreuztabellenanalyse kein
statistischer Zusammenhang mit dem EFS24 festgestellt werden. In der
Uberlebensanalyse zeigte sich allerdings ein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen im DFS zugunsten von Patientinnen mit CD20-positivem DLBCL (p-
value = 0.024), nicht jedoch im OS. Mittels Cox-Regression lieRen sich die

Ergebnisse bestatigen (p-value = 0.039).

Das Auftreten CD20-negativer DLBCL ist eine Raritat und wird in der Literatur mit
1-2% angegeben (139). In dieser Studie sind CD20-negative DLBCL mit etwa 0,8%
vertreten (4 von 491 Fallen). Eine fehlende CD20-Expression wird zumeist in
plasmoblastischen Varianten des DLBCL (Effusionslymphom, Alk-positives
grol3zelliges B-Zell-Lymphom, HIV-assoziiertes plasmoblastisches Lymphom) bzw.
der HHV8-assoziierten multizentrischen Castleman-Krankheit beobachtet und wird
grundsatzlich mit einem aggressiveren klinischen Verlauf, Resistenz gegentber
Chemotherapie sowie, ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit, mit
einer ungunstigeren Prognose assoziiert (140). Zudem ist der CD20-Verlust nach
Rituximabtherapie ein bekanntes Phanomen (141). Es existieren aber auch
Einzelberichte Uber primare CD20-negative DLBCL, die nicht einem der genannten
Subtypen zuordenbar sind (142). Als Grund fur die schlechtere Prognose wird vor
allem das inadaquate Ansprechen auf Standardchemotherapie bzw. die fehlende
Mdglichkeit der Rituximab-Anwendung, sowie Mangel an therapeutischen
Alternativen genannt (139,140). Die Aufnahme von Rituximab in die
Standardtherapie erbrachte einen deutlichen Benefit im PFS und OS (vgl. Kapitel
1.5.7.1). Somit war die schlechtere Prognose gegenuber CD20-positiven DLBCL zu

erwarten.

Fur den Marker CD15 ergab sich ebenfalls keine statistische Assoziation mit dem
EFS24 in der Kreuztabellenanalyse. Es liel3 sich aber auch hier in den Kaplan-
Meier-Kurven mittels Log-Rank-Test ein signifikant unterlegenes OS fur die CD15-
positive Gruppe verzeichnen (p-value = 0.023), welches auch in der Cox-
Regressionsanalyse Bestand hatte (p-value = 0.03). Hinsichtlich des
krankheitsfreien Uberlebens lieRen sich keine Unterschiede zwischen den Gruppen

vermerken.
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Bereits bekannt ist die Expression von CD15 in normalen lymphatischen Geweben,
sowie in Hodgkin- und Reed-Sternberg-Zellen und nicht-hdmatopoetischen
Neoplasien. Daneben lassen sich auch sehr vereinzelt Berichte tUber eine CD15-
Expression in EBV-positiven DLBCL finden (143,144). CD15 ergab sich in der
Grazer-Kohorte in 9 von 112 Fallen (8%) als positiv. Bezlglich der prognostischen
Relevanz von CD15 beim DLBCL ist aktuell keine Vergleichsliteratur zu finden. Die
in dieser Arbeit festgestellte Assoziation von CD15 mit einem schlechteren OS ist
aufgrund der geringen Fallzahl der CD15-positiven Gruppe (n = 9) jedoch nur
begrenzt als aussagekraftig zu werten. Zur genaueren Uberpriifung der
prognostischen Relevanz sind Studienpopulationen mit hdheren Fallzahlen

notwendig.

Fir den Marker MUM1 liel3 sich in der Kreuztabellenanalyse ein signifikanter
Zusammenhang mit dem EFS24 feststellen. Auch in der Uberlebensanalyse zeigte

sich fur die MUM1-positive Gruppe ein signifikant verschlechtertes krankheitsfreies

Uberleben im Log-Rank-Test gegeniiber der MUM1-negativen Gruppe (p-value

0.039), das sich auch in der Cox-Regressionsanalyse nachweisen liel3 (p-value
0.043).

Die Integration von MUM1 in immunhistochemische Algorithmen als
Oberflachenprotein von aktivierten, sich zu Plasmazellen differenzierenden B-
Zellen, wird in der Routineanwendung zur Unterteilung in oben genannte
Subgruppen genutzt (vgl. Kapitel 1.5.4). In Hinblick auf die prognostische Relevanz
wurde MUM1 in den meisten Studien lediglich im Kontext dieser Algorithmen
untersucht (67—72,145). Nur wenige Studien untersuchten den prognostischen
Einfluss von MUM1 als alleinigen IHC-Marker und berichteten einheitlich und
konform mit den Ergebnissen dieser Arbeit, Uber eine Assoziation mit einer
ungunstigeren Prognose (68,146,147). Sofo-Hafizovic et al. sahen in MUM1/IRF
>25% einen starken Pradikator fur das 3-Jahres-Gesamtiberleben von R-CHOP
behandelten Patientinnen, der sich auch in multivariaten Analyse als IPI-
unabhangiger Pradikator identifizieren lieR (n = 60) (146). Gleichermallen konnte
durch Muris et al. bei 71 CHOP/R-CHOP therapierten Patientinnen eine Assoziation

vom MUM1 mit einem verschlechterten 5-Jahres-Gesamuberleben nachgewiesen
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werden. MUM1 blieb hier zumindest fur Patientinnen mit hohem IPI ein starker
unabhangiger prognostischer Faktor. Zudem korrelierte MUM1 in der genannten
Studie mit der Expression der Apoptose-inhibierenden Proteine BCL 2 und XIAP,
was nach Muris et al. moglicherweise eine konstitutive Aktivierung des NF- kB -
Signalweges in MUMH1-positiven Fallen widerspiegeln und das schlechtere
Outcome flr diese Gruppe erklaren kénnte (68). Auch Lu et al. stellten in einer 601
Patientinnen umfassenden Studie fiur die MUM1-positive Gruppe nicht nur einen
Zusammenhang mit einem verschlechterten Gesamt-, sondern auch
progressionsfreien Uberleben fest. Das Patientinnen-Kollektiv fiel hinsichtlich der
erhaltenen Therapie hierbei sehr heterogen aus (147).

Die publizierten Daten von Culpin et al. und anderen Studien, sahen den groReren
prognostischen Nutzen von MUM1 jedoch vielmehr in der Kombination mit anderen
Markern in IHC-basierten Algorithmen, zur Einteilung des DLBCL in prognostische
Subgruppen, als in der alleinigen Verwendung (66,67,148).

Der in unseren Resultaten fehlende signifikante Unterschied im Gesamtlberleben
zwischen den Gruppen, ist moglichweise auf den zu gering gewahlten Cut-Off-Wert
zuruckzufuhren (>0%). So konnten Sofo-Hafizovic et al. beispielsweise lediglich fur
MUM1 >25% ein signifikantes Ergebnis im 3-Jahres-Gesamtuberleben darstellen
(146).

Far GCET-1 =zeigte sich in der Kreuztabellenanalyse kein signifikanter
Zusammenhang mit dem EFS24, es liel3 sich jedoch ein signifikant besseres
Gesamtliberleben zugunsten der GCET-1-positven Gruppen bei Analyse der
Kaplan-Meier-Kurven mittels Log-Rank-Test (p-value = 0.04), sowie auch in der

Cox-Regression nachweisen (p-value = 0.045).

Auch fur den Marker GCET1 ist die Integration in IHC-Algorithmen zur Abgrenzung
von DLBCL mit Keimzentrumsursprung (GCB-DLBCL) gegenuber Nicht-GCB-
DLBCL bereits bekannt (vgl. Kapitel 1.5.4). GCET1 ist bei einem Cut-Off von >60%
als hoch spezifischer Marker fur den GCB-Subtypen anzusehen (Spezifitdt 93%)
(67). Hinsichtlich des prognostischen Wertes von GCET1 waren nur wenige
Publikationen zu finden. Culpin et al. und Visco et al. berichteten Ubereinstimmend
uber einen Zusammenhang zwischen niedriger GCET1-Expression (<20%) und

verkiirztem progressionsfreien Uberleben bei 190 bzw. 475 R-CHOP behandelten
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Patientinnen (148,149). Die Ergebnisse dieser Studie zeigten fur eine fehlende
GCET1-Expression im Vergleich mit der GCET1-positiven Gruppe ein schlechteres
Gesamtlberleben auf, hinsichtlich des krankheitsfreien Uberlebens lieBen sich
jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen feststellen. Zu
einem besseren Vergleich mit gegebener Literatur ware die Einteilung der GCET1-
Positivitat in Gruppen mit unterschiedlichen Expressionsgraden sinnvoll. In dieser
Arbeit wurde lediglich die GCET1-negative Gruppe mit der GCET1-Gruppe

jeglichen positiven Expressionsgrades verglichen.

Bei der Untersuchung des Markers CD117 mittels Kreuztabellen ergab sich keine
statistische Assoziation mit dem EFS24. In der Uberlebensanalyse konnte fir
CD117-positive Falle jedoch ein signifikant Uberlegenes Gesamt- und
krankheitsfreies Uberleben im Log-rank-Test verzeichnet werden (p-value: OS =
<0.001; DFS = 0.002). Auch die Cox-Regressionsanalyse lieferte in diesem
Zusammenhang ein signifikantes Ergebnis (p-value: OS = 0.003; DFS = 0.013).

Das Auftreten CD117 positiver DLBCL-Falle ist als sehr sporadisch zu betrachten,
wie die Arbeitsgruppe von Vakiani et al. berichtete (150). Auch in dieser Arbeit
konnten lediglich 3 von 36 Fallen als CD117-positiv ausgewiesen werden. CD117
wurde in der Literatur vor allem als Marker fur die Diagnose von
Plasmazellmyelomen beschrieben (151) und ist in diesem Kontext auch hinsichtlich
seiner prognostischen Relevanz untersucht worden. Dabei konnte eine Assoziation
von CD117 mit einem besseren OS und PFS festgestellt werden (152). Fur das
DLBCL ist bezuglich CD117 als prognostischen Faktor keine Vergleichsliteratur zu
finden. Die statistische Aussagekraft der Ergebnisse ist mit groReren Fallzahlen zu

prufen.

Insgesamt  auffallig erscheint die Tatsache, dass oftmals in der
Kreuztabellenanalyse kein signifikanter Zusammenhang zwischen der Marker-
Expression und dem EFS24 nachgewiesen werden konnte, sich aber in den
Uberlebensanalysen bezlglich OS und DFS dann signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen zeigten. Eine Erklarung dafur stellt moglicherweise
die fehlende Berucksichtigung von Spatrezidiven (>2 Jahren) dar, die von Wang et

al. mit einem nicht unerheblichen Anteil von 10% innerhalb der ersten 5 Jahre nach
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dem EFS24 angegeben werden (153). Zudem betonen Maurer et al. in ihren
publizierten Daten Uber die Validierung von EFS24 als Surrogatendpunkt, den
Einfluss des jeweiligen Rezidiv-Managements nicht berucksichtigt zu haben
(117,118).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich innerhalb dieser, durchaus grol3en
Studienkohorte von insgesamt 553 DLBCL-Patientinnen, 8 routinemalig
bestimmbare Biomarker identifizieren lieRen, die jeweils mit einem veranderten
Outcome assoziiert waren. Durch das einheitliche Erfassen der gewonnen Daten in
einer Datenbank, kénnen diese zukinftig beliebig erganzt und fir weitere

statistische Analysen genutzt werden.

Als Limitation dieser Arbeit ist sicherlich die Heterogenitat der Studienpopulation
hinsichtlich der angewandten Therapieregime, die durch den langen
Beobachtungszeitraum bedingt ist, sowie unterschiedliche Krankheitsstadien und
eine breite Altersverteilung zu nennen. Teilweise ist davon auszugehen, dass der
prognostische Wert unter R-CHOP-Therapie anders einzuschatzen ist (z.B. BCL2).
Auch zu berlcksichtigen ist die Wahl der Grenzwerte, die eine Marker-Positivitat
definieren. Diese variierten zwischen dieser und den anderen Studien, aber auch
innerhalb der zitierten Studien teilweise stark. Um dennoch eine exaktere
Einordnung in Vergleichsliteratur zu gewahrleisten und die prognostische
Aussagekraft der einzelnen Marker genauer eingrenzen zu kénnen, ware hier die
Einteilung in Gruppen mit unterschiedlichen Expressionsgraden sinnvoll.
Voraussetzung ware allerdings die Etablierung eines einheitlichen, leicht

umsetzbaren Scoring-Systems.

Als Einschrankungen in der Datenqualitat ist zu erwahnen, dass der
Expressionsstatus der Marker zwar einheitlich durch eine einzelne Person aus den
histopathologischen Befunden erhoben wurde, die Befunderstellung selbst sowie
dazugehdrige immunhistochemische bzw. durchflusszytometrische Testungen und
Interpretation derer jedoch durch unterschiedliche Untersucher erfolgt ist, was zu
diagnostischen Varianzen fuhren kann, die sich wiederum auf die Wertung der

prognostischen Relevanz der Marker auswirken.
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Vor dem Hintergrund der genannten Aspekte lasst sich zusammenfassend sagen,
dass vor allem CD30 als vielversprechender Pradikator fir das DFS und OS zu
werten ist. Dieser erbrachte nicht nur in der Kreuztabellenanalyse, sondern auch in
den Uberlebensanalysen und der univariaten Cox-Regression signifikante
Ergebnisse bei gleichzeitig relativ hoher Fallzahl von n = 400. Auch die Einordnung
in Vergleichsliteratur zeigte Ubereinstimmung mit diversen, teils auch groReren
Studien, in denen CD30 bereits als IPl unabhangiger prognostischer Faktor
identifiziert werden konnte. In einer weiterfUhrenden Arbeit konnte die
prognostische Relevanz von CD30 durch multivariate Analysen bekraftigt und die
Daten dazu genutzt werden, CD30 in einen prognostischen Score zu Uberfuhren.
Dies wirde insbesondere auch der Identifikation der Patientinnen-Gruppen dienen,
die von der vielversprechenden Brentuximab Vedontin-Therapie profitieren konnten
(154). Die einfache Anwendung der IHC-Methode ermoglicht zudem die

Evaluierung auch in routinemalfligem Setting.
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