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1. Einleitung

Das Knochenmark besteht aus einer Vielzahl von Zellen, die teils der Himopoese, teils
dem extravasalen Stroma zugerechnet werden. Lymphozyten stellen einen integralen,
wenn auch relativ kleinen Bestandteil der Himopoese im Knochenmark dar. Sie werden
in zwei Linien unterteilt. Die B-Lymphozyten reifen im Knochenmark, besitzen die
Féhigkeit zur Produktion von Antikérpern und werden der humoralen Komponente des
Immunsystems zugerechnet. T- Lymphozyten werden ebenfalls im Knochenmark
gebildet, sind Triager der zelluldren spezifischen Immunitit und gelangen im Thymus
zur vollstdndigen Reife.

Den Lymphozyten im menschlichen Knochenmark wurde in der Forschung viel
Aufmerksamkeit gewidmet. Allerdings finden sich beziiglich des Lymphozytenanteils
(bezogen auf die Gesamtzahl kernhaltiger himatopoetischer Zellen) und beziiglich des
Anteils einzelner Lymphozytensubpopulationen stark divergierende Angaben. Sie
liegen fiir den Gesamtanteil der Lymphozyten zwischen ca. 5% (Krdber et al., 1999)
und bis zu 25% (Thaler et al., 1989). Eine Hauptursache fiir diese Unterschiede liegt
vermutlich in der Art des verwendeten Materials (Knochenmarksaspirat oder
Beckenkammtrepanat). Es ist davon auszugehen, dass eine Beimengung zirkulierender
Blutzellen bewirkt, dass im Aspirat bis zu 50% mehr Lymphozyten gezéhlt werden als
im Schnittpréparat des Knochenmarks (Clark et al., 1986). Weiterhin spielt die
Aufbereitung der Schnittpréparate eine Rolle. Die technisch aufwendige Methode des
"Gefrierschnittes" an unfixiertem Knochenmark liefert in der Regel deutlich hohere
Werte als die Messung am routinemdfig aufbereiteten Paraffinschnitt, da viele
Antikorper am paraffinbehandelten Gewebe geringere Sensitivitit besitzen und die
Zellen auch weniger intensiv angefarbt werden (Shin et al., 1992; Brown und Gatter,
1993). Das Verhéltnis von T- Zellen zu B-Zellen soll im normalen Knochenmark

zwischen 2:1 (Chetty et al., 1995) und 4:1 liegen (Horny et al., 1993).

Fokale lymphoide Infiltrate im Knochenmark sind in der hédmatologischen
Routinediagnostik ein hdufiger Befund wund stellen oft eine diagnostische
Herausforderung dar. Benigne lymphozytire Aggregate (Hashimoto, 1957) sollen in
Abhéngigkeit von Geschlecht und Alter der Patienten in bis zu 50% aller Trepanate



vorkommen (Jones et al., 1972; Dick et al., 1974; Stein et al., 1976). Sie sind bei
bestimmten entziindlich-reaktiven, insbesondere rheumatischen Erkrankungen
besonders haufig (Navone, 1985).

Ein betont herdformiger Befall des Knochenmarks wird jedoch auch bei mehr als 30%
aller NHL beobachtet (Conlan et al., 1990). Die Abgrenzung neoplastischer Infiltrate
von reaktiven Lymphfollikeln stellt hier das entscheidende diagnostische Problem dar.
Das kleinzellige morphologische Muster niedrig-maligner Lymphome, die mehrheitlich
zum B-Zell Typ gehoren, ldsst sich oft nur schwer von reaktiven Infiltraten
unterscheiden. B-Zell Lymphome machen mit ca. 80-90% den grofiten Anteil aller NHL
aus (Stansfeld, 1985; Herold, 1999). Die Abgrenzung neoplastischer von reaktiven
Infiltraten ist fiir das Staging sowie zur posttherapeutischen Verlaufskontrolle von
entscheidender Bedeutung (Bartl et al., 1987; Conlan et al., 1990).

Um eine Knochenmarksbeteiligung bei niedrig-malignem Lymphom eindeutig von
reaktiven lymphoiden Infiltraten unterscheiden zu konnen, wurde eine Fiille
morphologischer Kriterien aufgefiihrt (Juneja et el., 1990; Kluin et al., 1990; Salisbury
et al., 1996; Thiele et al., 1995 und 1999). Es treten jedoch stets dann diagnostische
Probleme auf, wenn nur eine geringe Lymphozytenvermehrung oder technische Méngel
der Gewebeprobe vorliegen (Kréber et al., 1999). Molekularbiologische
Untersuchungen zur Klonalitdt lymphozytdrer Zellproliferate, beispielsweise zu
Genumlagerungen der schweren Kette des IgH, der y-Kette des T-Zell Rezeptors oder
des bcl-2 Proteins, haben es in den letzten Jahren ermdoglicht, monoklonale
neoplastische lymphoide Infiltrate relativ sicher von reaktiven

Lymphozytenansammlungen zu unterscheiden (Chetty et al., 1995; Krober et al., 1999).

Um morphologische Kriterien zur Abgrenzung benigner lymphozytirer Aggregate im
KM von fokalen Infiltraten niedrig-maligner NHL zu entwickeln, wurden in der
vorliegenden Untersuchung Schnittpraparate des Knochenmarks (normales/reaktives
KM sowie KM mit niedrig-maligner Infiltration durch NHL) mit Antikdrpern gegen die
T-Zell-assoziierten Antigene CD5 und CD8 immunhistochemisch untersucht. Das CD5
Antigen findet sich des weiteren auch auf einer kleinen, IgM Autoantikorper
produzierenden Subpopulation von B-Lymphozyten bei B-Zell Lymphomen vom Typ
der CLL oder des Mantelzell-Lymphoms (Cossman et al., 1984; Spier et al., 1986). Das



CD8-Antigen findet sich auf definierten Subpopulationen der T-Lymphozyten, zum
einen auf Killerzellen, zum anderen auf Suppressorzellen, aulerdem wird es auch von
Endothelzellen der Milzsinus und Thymozyten exprimiert (Beyers et al., 1992; Ruck et
al., 1994). Das CD8-Antigen ist an der Erkennung von MHC-Klasse-I-Molekiilen
beteiligt.

Die durchgefiihrten morphometrischen Messungen und statistischen Analysen sollten

helfen, die folgenden Fragen zu kliren:

1. Welches sind die Normwerte fiir den Prozentsatz CD5+ und CDS8+
Lymphozyten, bezogen auf alle kernhaltigen Zellen im Knochenmark, bei
hidmatologisch gesunden Kontrollpersonen ?

2. Welche Unterschiede bestehen beziiglich der prozentualen Anteile von CD5+
und CD8+ Lymphozyten im normalen/reaktiven Knochenmark und bei
Infiltraten niedrigmaligner NHL der B- und T- Zellreihe? Besonderes
Augenmerk soll hierbei auf die Fille mit nur geringer Lymphozytenvermehrung
(<20% der Gesamtzellzahl) gelegt werden.

3. Welcher Stellenwert ist in diesem Zusammenhang molekularbiologischen

Zusatzuntersuchungen zuzuordnen?



2. Material und Methoden

2.1 Patienten

Uber einen Zeitraum von etwa 2,5 Jahren (1996-1998) wurden 86
Beckenkammtrepanate untersucht. Das Geschlechterverhéltnis war etwa 1:1 (42 Frauen
und 44 Ménner).

Das Kollektiv wurde in die folgenden 4 Gruppen eingeteilt (Tab. 1):

1. Eine Gruppe von 9 himatologisch gesunden Kontrollpersonen, bestehend aus 5
weiblichen und 4 ménnlichen Patienten. Der Altersmedian betrug 70 Jahre, wobei
der jlingste Patient 40 Jahre und der dlteste Patient 83 Jahre zdhlte. Anamnestisch
war in keinem dieser Fille ein NHL bekannt. Die Beckenkammtrepanation wurde

hier zum Ausschluss einer Knochenmarkskarzinose durchgefiihrt.

2. Eine Gruppe von 5 Patienten mit histologisch gesichertem NHL der B-Zellreihe. Nur
eine der 5 Personen war weiblich. Der Altersmedian lag bei 59 Jahren, mit einer
Streuung zwischen 38 und 73 Jahren. In allen Fillen war auch anamnestisch ein
NHL bekannt (1x hochmalignes diffuses grofizelliges B-NHL, 1x Burkitt-dhnliches
B-NHL, 1x Mantelzell-Lymphom, 2x B-CLL).

3. Eine Gruppe von 5 Patienten mit histologisch gesichertem NHL der T-Zellreihe.
Hierunter war ebenfalls nur eine weibliche Patientin. Der Altersmedian betrug 62
Jahre, das minimale bzw. maximale Alter lag bei 22 bzw. 72 Jahren. Ein NHL war in
3 dieser Félle anamnestisch bekannt (1x ein angioblastisches T-NHL, 1x ein diffuses

grofBzelliges NHL, 1x T-CLL).

4. Die letzte und grofite Gruppe bestand aus 67 Personen mit geringer
Lymphozytenvermehrung im KM. In diese Gruppe der Lymphozytosen unklarer
Dignitit (LUD) wurden Félle eingeordnet, die zumindest ein fokales Infiltrat

und/oder einen Fldchenanteil der lymphoiden Infiltrate < 20% aufwiesen. Die 35



Frauen und 32 Mainner waren im Mittel 57 Jahre alt, mit dem Minimum bei 25
Jahren und dem Maximum bei 83 Jahren. Bei 38 Patienten (56% der Félle) war ein
NHL anamnestisch bekannt.

Entsprechend der molekularbiologischen Befunde wurde diese Gruppe in zwei
Untergruppen eingeteilt: die LUD, mit polyklonalem Genrearrangement und die

LUD;, mit monoklonalem Genrearrangement fiir I[gH bzw.TCRy.

Die Subtypisierung der Lymphome erfolgte nach der REAL-Klassifikation (Harris et
al., 1994).

2.2. Gewebe

Unmittelbar nach der Entnahme wurden alle Beckenkammtrepanate in 5%-igem
gepuffertem Formalin (ph 7,2) fixiert. Uber Nacht erfolgte bei 37°C die schonende
Entkalkung in 0,5 molarer EDTA-Ldsung, um die Antigenstruktur mdglichst optimal zu
erhalten (Kaiserling et al., 1988; Horny et al., 1989). Nach Dehydrierung in
aufsteigender Alkohol- und Xylolreihe wurde das Gewebe bei 56°C in Paraplast (R)
(Monoject, St. Louis, USA) eingebettet. 4pm dicke Schnitte der Paraffinblocke wurden
auf beschichtete Objekttrager aufgezogen und iiber Nacht bei 37°C getrocknet.

2.3. Konventionelle Firbungen
In allen Féllen wurden folgende Farbungen durchgefiihrt:

Héamatoxylin-Eosin (HE), GIEMSA, Perjod-Schiff-Reagenz (PAS) und Naphtol-AS-D-
Chloracetatesterase (CAE) nach Leder (1964)
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2.4. Immunhistochemie

2.4.1. Verwendete Antikorper

Die immunhistochemische Charakterisierung der Lymphozyten wurde mit
monoklonalen Antikorpern gegen die Antigene CDS5 bzw. CD8 (Novocastra
Laboratories, Newcastle upon Tyne, UK) durchgefiihrt.

2.4.2. Methode

Zur immunhistochemischen Darstellung der Antigene CD5 und CD8 wurde die Avidin-
Biotin-Komplex (ABC) Methode nach Hsu et al. (1981) verwendet.

Zur Darstellung von CDS5 wurde folgendermafen verfahren:

Zuerst wurden die Préparate in Xylol entparaffiniert sowie anschlieBend rehydriert. Im
Druckkocher wurde mit 0.1M Natriumcitrat Puffer (ph 6,0) inkubiert und danach in
TBS Puffer (ph 7,6) gewaschen. Darauthin wurde die endogene Peroxidaseaktivitét des
Gewebes durch eine Inkubation in Wasserstoffperoxid-Methanol Lésung aufgehoben.
Nach weiterer Waschung in destilliertem Wasser und TBS Puffer wurden eventuell
vorhandene unspezifische Bindungsstellen des Antikorpers mit Normalserum blockiert.
Im néchsten Schritt erfolgte die Auftragung des primiren Antikorpers. Gegen diesen ist
ein sekundérer Antikorper gerichtet, der an seinem Fc-Anteil biotinyliert ist. Darauthin
erfolgte die Inkubation mit dem Avidin-Biotin-Complex (ABC-Complex), der
Peroxidase enthilt und mit dem biotinylierten Ende des Sekundirantikrpers reagiert.

In 3.3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) wurde im letzten Schritt das Antigen
sichtbar gemacht.

Zwischen den einzelnen Reaktionsschritten wurde mehrmals mit TBS Puffer
gewaschen. Eine Gegenfarbung mit Hamatoxilin wurde vorgenommen. Schlussendlich
erfolgte nach der Dehydrierung in aufsteigender Alkohol-Xylol Reihe die Eindeckung
in Eukitt (Kindler, Freiburg).

Die Darstellung von CDS8 verlief identisch, mit der Ausnahme, dass anstelle von

Natriumacetat-Puffer ImM EDTA Ldsung verwendet wurde.
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2.5. Morphometrische Messung

Die Auswertung der gefdrbten Schnitte wurde mit einem Computer-assistierten
Bildanalysesystem (Quantimet 600,Leica, Cambridge, UK) durchgefiihrt.

In das Mikroskop ist hierbei eine Videokamera integriert, die elektronische Signale
erzeugt. Diese sind proportional zu der Helligkeit einzelner Bildpunkte (Pixel). So
erzeugt Quantimet 600 ein Bild aus einer definierten Anzahl einzelner Grauwerte.
Durch einen Kalibrierungsvorgang werden die auf Pixelbasis durchgefiihrten

Messungen in Messeinheiten umgewandelt.

Als diffuses lymphoides Infiltrat wurden locker iiber den Markraum verstreute
Lymphozyten definiert. Eine herdférmige Infiltration des KM mit > 6 Lymphozyten
wurde als fokales Infiltrat definiert. Bei 1.120facher EndvergroBerung (Objektiv x
20,0kular x 10,Bildschirmvergroflerung x 5,6) wurde in 10 gleichméBig {iber den
Zylinder verteilten Messfeldern mit einer Gesamtmessfliche von 0.9mm? die Anzahl
diffus verteilter CD5+ bzw.CD8+ Lymphozyten gemessen. Im Falle von fokalen
Infiltraten wurde die Messung sowohl im Zentrum des fokalen Infiltrates als auch im
Randbereich, d.h. in der Grenzzone zum diffusen Infiltrat durchgefiihrt.

Der prozentuale Anteil der CD5+ bzw. CD8+ Zellen (jeweils bezogen auf 100
kernhaltige Markzellen) wurde fiir jeden Fall bestimmt und als Z% festgehalten, wobei
hier unterschieden wurde zwischen Z% im diffusen Bereich (Z%u;r), Z% im fokalen
Infiltrat (Z%+x) und Z% in der Grenzzone (Z%gren,). Aus den Messdaten zu diffusen
und fokalen lymphatischen Infiltraten wurde ferner ein reprisentativer
Lymphozytenanteil (Z%:cpr) berechnet. Darunter versteht man die Summe aus diffusem
und fokalem Infiltrat, bezogen auf 100 kernhaltige Markzellen, wobei die Gewichtung
des diffusen und fokalen Infiltratanteils an der Gesamtsumme jeweils mit einem
Korrekturfaktor (KF) erfolgt. Der KF fiir das fokale Infiltrat (KFyy) entspricht seinem
prozentualen Anteil an der Gesamtfliche; der KF fiir das diffuse Infiltrat (KFgis)
errechnet sich aus: (100-KFgy).

Der Flachenanteil des jeweiligen T-Lymphozyteninfiltrates, bezogen auf die
Markraumfliche (ohne Knochen, jedoch einschlieBlich der Fettzellen), wurde im

Bereich der diffusen Infiltration prozentual bestimmt und als F%gir festgehalten.
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AuBlerdem wurde die Lage, Form und GroBe der lymphoiden Infiltrate in diesen
Untersuchungen auch lichtmikroskopisch beurteilt.

Entsprechende Untersuchungen wurden im Rahmen synchron erstellter Doktorarbeiten
auch zu CD3+ und CD20+ Lymphozyten durchgefiihrt. Sédmtliche diesbeziigliche
Angaben sowie auch die Angaben von Fliachenanteilen der lymphozytiren Infiltrate
basieren auf den Ergebnissen dieser Arbeiten (Dissertation Dauenhauer, 2001;

Dissertation KiiBwetter, 2001).

2.6. Statistische Auswertung

Die morphometrischen Daten wurden in allen Féllen als Median sowie als 25. und 75.
Perzentile angegeben.

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von Statistical Analysis System (SAS)
fiir Windows PC, Version 6.12. Es wurden der Wilcoxon-Rangsummen-Test und der
Fishers Exakte Test (2-seitig) durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde auf p< 0.05
festgelegt.

2.7. Molekularbiologie

Die Klonalitdt der IgH- und TCRy-Genumlagerungen wurde in allen Féllen mit Hilfe
eines standardisierten PCR-gestiitzten Verfahrens analysiert. Die Sensitivitit des Assays
betrug 0,5%, d.h., eine Tumorzelle konnte vor dem Hintergrund von 5x10° normalen

Lymphozyten detektiert werden (Krober et al., 1999).
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3. Ergebnisse

3.1. Hiamatologisch gesunde Kontrollfille

3.1.1. Anamnestische, lichtmikroskopische und molekularbiologische Befunde

Die erste Diagnosegruppe setzte sich aus 9 hédmatologisch unauffilligen
Kontrollpersonen zusammen, bei denen ein Beckenkammtrepanat zum Ausschluss einer
Knochenmarkskarzinose entnommen worden war. Bei keiner dieser Personen war
anamnestisch eine hidmatologische Erkrankung bekannt. Weder bei konventioneller
noch bei immunhistochemischer Farbung wurden lichtmikroskopisch fokale lymphoide
Infiltrate nachgewiesen. Die Lymphozyten waren locker {iber das Préparat verstreut und
in konventioneller Farbung (GIEMSA) oft nicht sicher von erythropoetischen Vorstufen
abzugrenzen. Molekularbiologisch lag in allen Fillen ein polyklonales Rearrangement

fiir IgH und TCRYy vor.

3.1.2. Morphometrische Messung (Tabelle 3)

Der Prozentsatz locker verstreuter Lymphozyten betrug fiir CD5+ T-Lymphozyten im

Median 2,0 Z%uier (25. Perzentile: 1,5; 75. Perzentile: 2,7) mit Extremwerten zwischen

minimal 1,1 und maximal 3,7. Der Medianwert fiir CD8+ Zellen lag bei 2,1 (25.
Perzentile: 1,8; 75. Perzentile:2,7) mit Extremwerten von minimal 1,0 und maximal 5,1.
Der Quotient von CD3/CD5+ Zellen betrug im Median 2,2, in 75% der Félle war er
groBler als 1,2. Die Extremwerte lagen zwischen minimal 0,7 und maximal 7,0. Fiir den
Quotienten von CD3/CD8+ Zellen fand sich der Median bei 1,8, hier waren 75% der
Werte grofer als 1,3. Die Extremwerte betrugen minimal 0,7 und maximal 3,6.

Der Median fiir F%ygifr lag fiir CD5+ Zellen bei 0,1 (25. Perzentile: 0,1; 75. Perzentile:
0,4). Als Extremwerte wurden minimal 0,07 und maximal 0,19 gemessen. Ahnliche
Werte ergaben sich fiir CD8+ T-Lymphozyten. Hier fand sich der Median bei 0,15 (25.
Perzentile: 0,09; 75. Perzentile: 0,19). Die Werte streuten von minimal 0,05 bis
maximal 0,31. Das Verhiéltnis der Fliachenanteile von CD3+/CD5+ Zellen ergab im
Mittel 2,69 (25. Perzentile: 2,09; 75. Perzentile: 3,42). Das Minimum lag bei 1,20 und

das Maximum bei 6,83. Der Median des Verhiltnisses der Flachenanteile von

14



CD3+/CD8+ Zellen ergab 2,41 (25. Perzentile: 1,55; 75. Perzentile: 4,09). Die

Extremwerte waren minimal 0,73 und maximal 6,41.

3.2. B-NHL

3.2.1.Anamnestische, lichtmikroskopische und molekularbiologische Befunde

In der Diagnosegruppe der morphologisch sicher zu diagnostizierenden B-NHL war bei
allen 5 Patienten ein NHL anamnestisch bekannt. Dabei wurde das maligne Lymphom
in einem Fall als hochmalignes diffuses grofzelliges B-NHL eingestuft. Weiterhin lag
ein Burkitt-dhnliches B-NHL vor, zwei Fille einer B-CLL und ein Mantelzell-
Lymphom. Das Knochenmark war in allen Féllen von iiberwiegend kompakten
Tumorinfiltraten durchsetzt. In die Studie wurden nur Félle mit niedrigmaligner
Infiltration des Knochenmarks aufgenommen, wobei nur in einem Fall ein diskordantes
Grading vorlag. Alle 5 B-NHL wiesen ein monoklonales Genrearrangement des IgH

auf.

3.2.2. Morphometrische Befunde (Tabelle 4)

In der Gruppe der B-NHL wurde mit einem Median von 2,9 in Z%yisr im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine Vermehrung des Anteils CDS5+ Lymphozyten um ca. 50%
beobachtet. Die Anzahl CD8+ Lymphozyten war mit dem Median von 4,6 etwa doppelt
so hoch wie im normalen Knochenmark. Im fokalen Infiltrat machten die CD5+

Lymphozyten im Vergleich zum diffusen Infiltrat mit 7,1_Z%gx im Median mehr als

den doppelten Anteil am gesamten lymphozytiren Infiltrat aus. Der Anteil der CD8+
Lymphozyten sank auf 3,3. Z%cpr entsprach den Werten im diffusen Infiltrat.

Das Verhiltnis von CD3+/CD5+ Lymphozyten war gegeniiber dem diffusen Infiltrat in
Z%sox auf 6,3 und damit um das 3fache erhoht. Das Verhidltnis von CD3+/CD8+
Lymphozyten stieg sogar um das 15fache auf 13,8 an.

Es ergaben sich in Z%gisr und Z%;gx weder fiir CD5+ noch fir CD8+ Lymphozyten
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den B-CLL sowie den Mantelzell-
Lymphomen und den anderen B-NHL der Fallgruppe. Unter Beriicksichtigung der
Ergebnisse fiir CD20+ Lymphozyten ergab sich in Z%gir und Z%gx auch fiir

15



CD5+/CD20+ Lymphozyten kein signifikanter Unterschied zwischen B-CLL und
Mantelzell-Lymphomen im Vergleich zu den anderen B-NHL.

Entsprechend der Vermehrung CDS5+ und CD8+ Lymphozyten im diffusen Infiltrat
waren die Flichenanteile F%gisr mit Medianen von 0,22 bzw. 0,26 gegeniiber den

Kontrollfallen erhoht.

3.3. T-NHL

3.3.1. Anamnestische, lichtmikroskopische und molekularbiologische Befunde

Bei den Patienten mit T-NHL war das maligne Lymphom in 3 von insgesamt 5 Féllen
bereits anamnestisch bekannt. In 2 Féllen lag ein hochmalignes Lymphom vor (1x ein
angioblastisches T-NHL, 1x ein diffuses grofzelliges T-NHL). Weiterhin war eine T-
CLL bekannt. In 4 Féllen lag eine diffuse Infiltration des Knochenmarks vor, in nur
einem Fall war sie fokal. In 2 Fillen wurden die Knochenmarksinfiltrate als
hochmaligne eingestuft, in einem Fall als niedrigmaligne. In 2 Fillen war das Grading
unbekannt. Molekularbiologisch wurde bei allen 5 T-NHL ein monoklonales

Genrearrangement von TCRy festgestellt.

3.3.2. Morphometrische Befunde (Tabelle 5)

In der Gruppe der T-NHL entsprach Z%yisr fiir CD5+ Lymphozyten mit einem Median

von 1,8 etwa den Werten der hdmatologisch gesunden Kontrollgruppe. Der Anteil
CD8+ Lymphozyten an der Gesamtlymphozytenzahl hatte sich jedoch etwa verdoppelt,
der Median betrug hier 4,1. Es lag nur in einem der 5 Fille ein fokales Infiltrat vor. In
diesem Fall lieB sich jedoch gegeniiber dem diffusen Infiltrat eine starke Erhohung der
CD5+ T-Lymphozyten auf 32,4 Z%;.kx beobachten. Die CD8+ T-Lymphozyten machten

mit 3,9 Z%;gox nur 1/8 dieses Anteils aus.

Die Fliachenanteile betrugen 0,09 F%4igr fiir CD5+ Lymphozyten und 0,27 F%gis fiir

CD8+ Lymphozyten. Wie bei den Zellzahlen ist somit auch der Fldchenanteil CD8+
Lymphozyten gegeniiber den hamatologischen Kontrollfdllen im diffusen Infiltrat etwa

doppelt so hoch.
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3.4. Lymphozytosen unklarer Dignitidt mit Monoklonalitit der B-lymphozytiren
Infiltrate

3.4.1. Anamnestische, lichtmikroskopische und molekularbiologische Befunde

Bei 15 von 19 Patienten mit monoklonaler Lymphozytose war ein NHL anamnestisch
bereits bekannt. In 9 Fillen lag ein hochmalignes NHL, in 6 Fillen lag ein
niedrigmalignes NHL vor. Folgende Subtypen sind anzugeben: 6x diffuses grofzelliges
B-NHL, 5x B-CLL, 2x Keimzentrumslymphom, 2x B-CLL mit plasmazytoider
Differenzierung, 1x Burkitt-artiges B-NHL, 1x Haarzellleukdmie und 2x ein nicht
weiter klassifiziertes niedrig malignes B-NHL. Entsprechend der Studienkriterien war
in allen 19 Fillen der Diagnosegruppe LUD,, das Knochenmarksinfiltrat
niedrigmaligne, und es wurde molekularbiologisch ein monoklonales Rearrangement

des IgH nachgewiesen.

3.4.2. Morphometrische Messungen (Tabelle 6)

In der Gruppe der LUD,, entsprach Z%4gisr mit dem Median von 1,6 fiir CD5+ und 2,5
fiir CD8+ Lymphozyten etwa den Werten bei LUD,,. Im fokalen Infiltrat stieg der Anteil
CD5+ Lymphozyten gegeniiber dem diffusen Infiltrat um das 3,5fache auf 5,7 Z%fc.
Fiir CD8+ Lymphozyten war ein weniger starker Anstieg zu beobachten. Mit 4,3 Z %ok
wuchs ihr Anteil nur um das 1,7fache. Der Anteil der CD8+ Zellen an den CD3+ T-
Lymphozyten betrug im fokalen Infiltrat 1/6. Die CD5+ T-Lymphozyten machten etwa
die Hélfte der CD3+ T-Lymphozyten aus. In der Grenzzone waren CD5+ und CD8+
Lymphozyten mit 2,5 bzw. 2,6 Z%gren, gleich héufig. Fiir Z%.,: entsprachen die Werte

weitgehend den Ergebnissen im diffusen Infiltrat.
Der Flachenanteil F%girr betrug fiir CD5+ Lymphozyten 0,08 und fiir CD8+

Lymphozyten 0,13 und war somit dhnlich den hamatologisch gesunden Kontrollfdllen.
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3.5. Lymphozytosen unklarer Dignitit mit Polyklonalitit der B-lymphozytiren
Infiltrate

3.5.1. Anamnestische, lichtmikroskopische und molekularbiologische Befunde

Bei 23 von 48 Patienten mit einer LUD,, war ein NHL anamnestisch bereits bekannt. In
21 Fillen lag ein hochmaligner Subtyp vor, in 2 weiteren Féllen ein niedrigmalignes
NHL. Im Einzelnen waren 14 Fille eines diffusen groBzelligen B-NHL bekannt,
auflerdem 1x ein Keimzentrumslymphom, 1x ein Burkitt-dhnliches B-NHL, 1x ein
niedrigmalignes B-NHL, 2x ein sekundir hoch malignes B-NHL, 1 hochmalignes B-
NHL ohne genauere Spezifikation, 2x ein hochmalignes T-NHL und 1x ein peripheres,
nicht weiter klassifiziertes T-Zell Lymphom . Im Knochenmark lag in 24 Féllen eine
rein diffuse Infiltration des Knochenmarkes vor. Weitere 20 Fille wiesen sowohl
diffuse als auch fokale Infiltrate auf. In 4 Féllen waren nur fokale Infiltrate nachweisbar.

Das Genrearrangement des IgH war in allen Fallen definitionsgemal polyklonal.

3.5.2. Morphometrische Messungen (Tabelle 7)
In der Gruppe der LUD,, entsprach Z%ygisr mit dem Median von 1,6 fiir CD5+ und 2,9 fiir
CD8+ Lymphozyten etwa den Werten bei LUDy,. Im fokalen Infiltrat stieg der Anteilder

CD5+ Lymphozyten gegeniiber dem diffusen Infiltrat um das 6fache auf 9,7 Z%;k und

lag damit etwa 1,5 mal hoher als bei den LUD,,. Fiir CD8+ Lymphozyten war, wie bei
den LUD,,, ein weniger starker Anstieg zu beobachten: mit 6,7 Z%jgk wuchs ihr Anteil
etwa um das Doppelte. Der Anteil der CD8+ Zellen an den CD3+ T-Lymphozyten lag
im fokalen Infiltrat mit etwa 30% etwas hoher als bei den LUD,,. Die CD5+ T-
Lymphozyten machten jedoch mit 50% etwa den gleichen Anteil an den CD3+ T-
Lymphozyten aus wie bei LUDy,. Filir Z%.,r entsprachen die Mediane den Ergebnissen
im diffusen Infiltrat.

Mit 0,08 und 1,16 _F%yisr entsprachen die Werte fiir die Flachenanteile CD5+ und CD8+

Lymphozyten den Ergebnissen bei LUDyy,.
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3.6 Statistisch signifikante Ergebnisse beim Vergleich von LUD,, und LUD,

Unter Einbeziehung der Daten zu CD3+ und CD20+ Lymphozyten ergaben sich aus
dem Vergleich von LUD,, und LUD, mit dem Fishers Exakt Test die folgenden
signifikanten Ergebnisse (Tabelle 8). Soweit nicht anders angegeben lag das

Signifikanzniveau bei p< 0,05.

Bei den LUD,, iiberstieg der Anteil locker verstreuter CD20+ Lymphozyten signifikant
héufiger (p< 0,01) die Zahl der CD8+ Lymphozyten als bei den LUD,,. Fiir Z%y;sr war
das Verhiltnis von CD20+/ CD8+ Lymphozyten bei 52,6% (10/19) der LUD,, grofer
als 1,0. Fiir die LUD,, galt dies nur in 16,7% (8/48) der Fille.

Im fokalen Infiltrat wiesen die LUD,, einen geringeren Anteil an CD8+ Zellen am
Gesamtanteil der CD3+ T-Lymphozyten auf als die LUD,. Fir Z%pk ergab der
Quotient aus CD3+/CD8+ Lymphozyten bei 31,6% (6/19) der LUD,, einen Wert > 4,0
wihrend er nur fiir 8,3% (4/48) der LUD,, tiber 4,0 lag. Aulerdem machten die CD5+
Lymphozyten im Vergleich zum Anteil der CD20+ B-Lymphozyten einen geringeren
Anteil am gesamten lymphozytiren Infiltrat aus. Das Verhdltnis CD20+/CD5+
Lymphozyten war bei 31,6% (6/19) der LUD,, groBer 3,0,aber nur bei 2,1% (1/48) der
LUD, (p< 0,002).

Wie im fokalen Infiltrat wurde bei den LUD,, im Vergleich zu den LUD, auch fiir
Z%gren, €in geringerer Anteil von CD8+ Zellen an allen T-Zellen beobachtet. Der
Quotient von CD3+/CD8+ Lymphozyten ergab fiir 21,1% (4/19) der LUD,, Werte iiber
2,7. Dahingegen war er nur bei 2,1% (1/48) der LUD,, grofer als 2,7. Der Quotient
CD20+/CD5+ Lymphozyten war ebenfalls den Verhiltnissen im fokalen Infiltrat
vergleichbar. Hier ergab sich fiir 26,3% (5/19) der LUD,, ein Wert gréBer 2,4. Bei den
LUD, lagen nur 6,3% (3/48) iiber diesem Wert. Weiterhin ergab sich bei den LUD,, fiir
den Quotienten von CD5+/CD8+ Lymphozyten fiir 31,6% (6/19) der LUD,, ein Wert
grofer 0,3. Unter den LUD, fanden sich nur 8,3% (4/48) der Fille mit einem Wert
groBer 0,3. Bei den LUD,, lagen signifikant hdufiger mehr CD20+ B-Lymphozyten als
CD8+ T-Lymphozyten vor. Der Quotient CD20+/ CD8+ Lymphozyten lag in 36,8%
(7/19) der LUD,, tiber 1,0. Bei den LUD,, war dieser Wert in 6,25% (3/48) der Fille
groBer 1,0 (p< 0,005).
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Fir Z%yepr konnte bei den LUD,, wiederum ein starkes Uberwiegen von CD20+ B-
Lymphozyten im Vergleich zu den CD5+ T-Lymphozyten sowie auch zu den CD8+ T-
Lymphozyten festgestellt werden. Der Quotient von CD20+/CD5+ Lymphozyten lag in
52,6% (10/19) der LUDy, iiber 6,0,bei den LUD,, war er in 2,1% (1/48) groBer als 6,0
(p< 0,001). Der Quotient von CD20+/CD8+ Lymphozyten war in 79,0% (15/19) der
LUD,, groBer 0,6. Bei den LUD, war nur in 39,6% (19/48) der Fille der Wert grofer
0,6 (p<0,01).

Beim Vergleich der LUD, mit den 5 Fillen eines T-NHL lag ein auffallend héherer

Flachenanteil an CD8+ Lymphozyten vor (Tabelle 9). Wihrend nur bei 25% der LUD,,
der Flachenanteil groBer als 0,2 war, so galt dies fiir alle 5 Félle von T-NHL (p< 0,005).
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4. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden Beckenkammtrepanate von hdmatologisch gesunden
Kontrollfdllen und Beckenkammtrepanate mit Knochenmarksinfiltraten eines B-NHL
oder T-NHL und solche mit einer Lymphozytenvermehrung unklarer Dignitét
untersucht. Die malignen Lymphome wurden nach der REAL-Klassifikation in die
entsprechenden Subtypen eingeteilt. In der Gruppe mit geringer lymphozytérer
Infiltration unklarer Dignitidt (LUD), die bei GIEMSA Farbung lichtmikroskopisch
keiner der beiden ersten Gruppen zugeordnet werden konnte, wurden anhand
molekularbiologischer Analysen zur Klonalitdt der IgH- und TCRy- Genumlagerungen
die lymphoiden Infiltrate entweder als mono- oder polyklonal klassifiziert und
dementsprechend in monoklonale (LUD,) und polyklonale (LUD,) Lymphozytosen
unterteilt. Alle Knochenstanzen wurden formalinfixiert, in EDTA entkalkt und in
Paraffin eingebettet sowie immunhistochemisch mit monoklonalen T-Zell-Antikdrpern
gegen CDS5 und CDS untersucht. Der monoklonale Antikdrper Anti-CDS ist ein pan-T-
Zell Marker. AuBlerdem markiert er eine kleine, IgM-Autoantikérper produzierende
Subpopulation von B- Lymphozyten, die bei CLL oder Mantelzell-Lymphom die
neoplastischen Infiltrate darstellen (Cossman et al., 1984; Huber et al., 1986; Spier et
al., 1986). Der monoklonale Antikorper Anti-CD8 markiert zytotoxische T-Zellen, T-
Suppressorzellen sowie einen Teil der Thymozyten (Beyers et al., 1992; Ruck et al.,
1994). Auf zusitzliche Untersuchungen zur Charakterisierung von T-Helferzellen
wurde verzichtet, da weitere paraffingdngige Antikorper derzeit noch keine
ausreichende Sensitivitdt aufweisen (Macon und Salhany, 1998). Beide in dieser
Untersuchung verwendeten Antikdrper sind paraffingdngig und in formalinfixiertem
Gewebe anwendbar (Kaufmann et al., 1997; Macon und Salhany, 1998). Sie sind
etabliert, kommerziell verfiigbar und entsprechen somit dem aktuellen Standard der
immunhistochemischen Diagnostik.

Folgende Fragen sollten geklart werden:

1. Welches sind die Normwerte fir den Prozentsatz CD5+ und CD8+ T-

Lymphozyten, bezogen auf alle kernhaltigen Zellen im Knochenmark
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hamatologisch gesunder Kontrollpersonen und bei reaktiven Verdnderungen des
Knochenmarkes?

2. Welche Unterschiede bestehen beziiglich der prozentualen Anteile CD5+ und
CD8+ Lymphozyten im normalen/reaktiven Knochenmark und bei NHL der B-
oder T- Zellreihe?

3. Welcher Stellenwert ist in diesem Zusammenhang molekularbiologischen

Zusatzuntersuchungen zuzuordnen?

Ein wesentliches Problem in der hdmatologischen Routinediagnostik stellt eine geringe
diffuse Lymphozytenvermehrung im Knochenmark dar. Bei technischen Méngeln der
Gewebeprobe konnen Lymphozyten in GIEMSA Firbung oft nur schwer erkannt
werden, eine quantitative Einschitzung ist fast unmoglich (Horny et al., 1993; Krdber et
al., 1999). Ein weiteres Problem sind fokale lymphoide Infiltrate. Sie finden sich in bis
zu 20% aller Knochenmarksbiopsien des Erwachsenen und lassen sich schwer von einer
geringen Infiltration durch ein niedrig-malignes NHL abgrenzen (Navone et al., 1985;
Thiele, 1995). Auch bei extramedulldr hochmaligner NHL kann ein Befall des
Knochenmarkes durch ein niedrig-malignes Lymphom beobachtet werden (Bartl et al.,
1988; Conlan et al., 1990; Budde und Schifer, 1992; Crisan et al., 1995). Um eine
Knochenmarksbeteiligung bei malignem Lymphom von nicht neoplastischen Infiltraten
unterscheiden zu kdnnen, wurden eine Fiille von morphologischen Kriterien aufgefiihrt,
Fiir das Vorliegen maligner lymphoider Infiltrate sprechen zum Beispiel eine
peritrabekulédre Lage (Juneja et al., 1990; Crocker, 1996; Salisbury et al., 1996, Thiele et
al., 1999), die unregelméBige Begrenzung (McKenna et al., 1988; Crocker, 1996) oder
ein erhohter Gehalt an Retikulinfasern (Thiele et al., 1999). Dennoch fillt gerade bei
einer geringen Lymphozytenvermehrung (10-20%) die sichere Abgrenzung reaktiver
von neoplastischen Infiltraten allein aufgrund morphologischer Kriterien oft schwer
(Krober et al., 1999; Thiele, 1995; Thiele et al., 1999).

Am vorliegenden Probenmaterial wurden bereits Untersuchungen zu CD3+ und CD20+
Lymphozyten durchgefiihrt (Dissertation Dauenhauer, 2001; Dissertation Kiilwetter,
2001). Diesen Arbeiten wurden alle im Folgenden genannten Werte fiir CD3+ und
CD20+ Lymphozyten entnommen. Die bisher vorliegenden Daten wurden ergénzt

durch eine morphometrisch-quantitative Studie zur Menge der CD5+ und CD8+ T-
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Lymphozyten im Knochenmark. Da neoplastische lymphoide Infiltrate in der Regel
monoklonalen Ursprungs sind, kann durch molekularbiologische
Klonalitdtsuntersuchungen (PCR) lymphozytirer Zellproliferate zumeist entschieden
werden, ob ein neoplastisches oder ein reaktives Infiltrat vorliegt. Einschriankend ist
jedoch anzumerken, dass der Prozentsatz polyklonaler Befunde bei sicherem malignem
Lymphom (falsch-negativ) bei bis zu 30% liegt (Abdel-Reheim et al., 1996; Krober et
al., 1999).

Fiir die Gesamtlymphozytenzahl im Knochenmark ist mit 1-5% bis zu iiber 20% eine
auffallend hohe Schwankungsbreite beschrieben (Horny et al., 1989; Shin et al., 1992;
Loyson et al., 1997; Thaler et al., 1989). Nicht nur die Anwendung unterschiedlicher
Antikorper kann variierende Lymphozytenzahlen bedingen, auch die Technik der
Gewebsentnahme kann fiir das Ergebnis entscheidend sein. Durch eine Beimengung
von Zellen aus dem peripheren Blut wird im Aspirat der Prozentsatz von Lymphozyten
meist zu hoch eingeschitzt. Vor allem die Werte fiir T-Zellen liegen mit 30-50% sehr
viel hoher als bei Schnittpriparaten (Clark et al., 1986). So wurden Werte bis 40% T-
Lymphozyten im Knochenmarksaspirat beschrieben (Clark et al, 1990). Im
Schnittpraparat des Beckenkammtrepanats konnten bis zu 50% weniger Lymphozyten
gezdhlt werden (Clark et al., 1986). Eine verminderte Intensitit der Zellanfirbung sowie
eine verminderte Sensitivitdt vieler Antikdrper am paraffinbehandelten und entkalkten
Trepanat werden als weitere mogliche Ursachen angegeben (Shin et al., 1992; Brown
und Gatter, 1993). Auch Gefrierschnitte liefern in der Regel hohere
Lymphozytenzahlen. Hier fanden sich zwischen 5% und 9% T-Zellen (Chilosi et al.,
1983; Thaler et al., 1989; Hilbe et al., 1994). Allerdings ist die Arbeit mit
Gefrierschnitten technisch sehr aufwendig und wird nur in Ausnahmefillen in die
Routinediagnostik eingeschlossen (Horny et al., 1989).

Bei den hidmatologisch gesunden Kontrollfillen (n=9) waren bei der konventionellen

Lichtmikroskopie in keinem Fall fokale lymphoide Infiltrate im Knochenmark
nachweisbar. Locker verstreute CD5+ und CD8+ Lymphozyten waren nur
immunhistochemisch erkennbar. Ihr prozentualer Anteil an der Gesamtzahl kernhaltiger
Zellen betrug fiir CD5+ Lymphozyten morphometrisch gemessen minimal 1,1 und

maximal 3,7 Z%qier bei einem Median von 2,0. Diese Werte liegen niedriger als in einer
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vorangegangenen Untersuchung mit dem pan-T-Zell Marker Anti-CD3,wo ein Median
von 3,6 Z%girr angegeben wurde (Dissertation Dauenhauer, 2001) Da Anti- CD3 als T-
Zellmarker mit hoher Sensitivitit (95%) gilt (Anderson et al., 1991; Chadburn und
Knowles, 1994), filhren wir die niedrigeren Werte CD5+ Lymphozyten auf eine
niedrigere Sensitivitdt des Antikorpers zuriick (Shin et al., 1992; Pileri et al., 1997).

In einer Untersuchung an Gefrierschnitten wurden im normalen Knochenmark mit 3,5%
CD5+ Lymphozyten im Vergleich zu unseren Ergebnissen etwas hohere Werte
gemessen (Shin et al, 1992). Unseres Wissens nach liegen keine weiteren
Untersuchungen zur prozentualen Menge CD5+ Lymphozyten im gesunden
Knochenmark vor. In Bezug auf Untersuchungen mit anderen T-Zell Markern
ensprechen unsere Ergebnisse etwa den Werten von 2-4%, die mit dem monoklonalen
Antikdrper UCHL1 (Anti-CD45RO) gemessen wurden (Horny et al., 1989). Dieser
Antikdrper ist ebenfalls weniger sensitiv als Anti-CD3,jedoch an mild dekalzifizierten
Schnittprdparaten ausreichend spezifisch (Terry et al., 1987; Knapp et al., 1989;
Kaiserling et al., 1989). In zwei weiteren Studien, die an paraffineingebetteten
Schnittpréparaten durchgefiihrt wurden, ergaben sich Werte von 10-15% bzw. 5-10%
CD3+ T-Zellen (Chetty et al., 1995; Loyson et al., 1997).

Fir CD8+ Lymphozyten wurde in unserer Untersuchung ein Median von 2,1% aller
kernhaltigen Markzellen im hdmatologisch gesunden Knochenmark bestimmt. Diese
Werte entsprechen in etwa den publizierten Zahlen, die zwischen 0,5-1% (Loyson et al.,
1997) und 3,2 % ermittelt wurden (Hilbe et al., 1994). Im Aspirat wurden bis zu 18%
CD8+ Lymphozyten gemessen, wobei eine hohe Kontamination mit peripheren
Blutzellen vermutet wurde (Clark und Normansell, 1990). Die Gesamtzahl aller T-
Zellen im Knochenmark ergibt sich aus der Summe der CD4+ und CD8+ Zellen (Clark
et al., 1986; Schmidt-Wolf et al., 1992), da die Anzahl der T-Zellen, die beide Antigene
bzw. keines der beiden Antigene exprimieren im gesunden Knochenmark
vernachléssigbar klein ist (maximal 0,2% der Gesamtzellzahl, Porwit-MacDonald et al.,
2000). Das Verhéltnis von CD4+/CD8+ Zellen im Knochenmark wird mit 0,6
angegeben (Shin et al., 1992). Unsere Ergebnisse bestitigen, dass CD8+ Lymphozyten
den grofften Anteil der T-Zell Population im normalen Knochenmark ausmachen

(Janossy et al., 1980; Chilosi et al., 1983). Das vorliegende Verhéltnis von 1,8 fiir
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CD3+/CD8+ Lymphozyten erscheint durchaus realistisch, da es rechnerisch einem

Verhiltnis von 0,8 fiir CD4+/CD8+ Lymphozyten entspricht.

In der Gruppe der 5 histologisch am Beckenkammtrepanat eindeutig gesicherten B-
NHL konnten lichtmikroskopisch in allen Fillen fokale Infiltrate nachgewiesen werden.
Die B-CLL und die Mantelzell-Lymphome wurden innerhalb der Gruppe der B-NHL
getrennt von den anderen Féllen betrachtet, da sowohl bei B-CLL (2 von 5 B-NHL in
vorliegender Studie) als auch bei Mantelzell-Lymphom (1 von 5 B-NHL in vorliegender
Studie) CDS5 auf den neoplastischen B-Zellen exprimiert wird (Cossman et al., 1984;
Scott et al., 1985; Huber et al., 1986; Spier et al., 1986; Thaler et al., 1987; Kaufmann et
al., 1997; Pileri et al., 1997). Es ergaben sich allerdings fiir CD5+ Lymphozyten weder
im diffusen noch im fokalen Infiltrat statistisch signifikante Unterschiede zwischen der
Gruppe der B-CLL/Mantelzell-Lymphome und den anderen B-NHL der Fallgruppe.
Auch fir das Verhiltnis von CD20+/CD5+ Lymphozyten lagen keine signifikanten
Unterschiede vor. Entgegen den Erwartungen war der Prozentsatz CD5+ Lymphozyten
bei Mantelzell-Lymphom und B-CLL in den fokalen Infiltraten nicht héher als bei den
anderen B-NHL. Wir erkldren diese Befunde mit einer geringeren Sensitivitit des
Antikorpers gegen neoplastische CD5+ B-Lymphozyten. Schon frither wurde an
Paraffinschnittpriparaten des Knochenmarks beobachtet, dass bei B-CLL und
Mantelzell-Lymphom zwar reaktive CD5+ T-Zellen markiert wurden, der Antikdrper
aber in den gleichen Préparaten die B-Zellen nicht anfarbte (Ben-Ezra und Kornstein,
1996). Singh und Wright fanden an Paraffinschnitten nur bei einer Minderheit der Fille
von B-CLL und Mantelzell-Lymphom CD5+ B-Zellen. Diese waren im Vergleich zu
den reaktiven T-Zellen auch deutlich schwécher markiert (Singh und Wright, 1997).
Dieses Ergebnis wurde darauf zurlickgefiihrt, dass CDS5 auf neoplastischen B-Zellen in
variierender und wesentlich geringerer Dichte exprimiert wird als auf T-Zellen (Gadol
et al., 1986). Eine weitere Studie berichtet zwar von signifikanten positiven Ergebnissen
fir CD5+ B-Zellen in entkalkten Paraffinschnitten, allerdings wird auch hier die
deutlich schwichere Markierung im Vergleich zu den reaktiven T-Zellen betont
(Kauffmann et al, 1997). Mit dem selben Zellklon des Antikorpers wie in vorliegender
Untersuchung wurden an lymphatischem Gewebe fiir CD5+ B-Lymphozyten

vergleichbare Werte gemessen wie bei der FACS Analyse. Allerdings war im Gegensatz
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zu Knochenmarksprédparaten keine Dekalzifizierung vorausgegangen (Watson et al.,
2000). Zusammenfassend kann die geringe Sensitivitdt des Anti-CD5 Antikorpers in
vorliegender Studie wohl folgendermaflen erkldrt werden: Schon bei den hidmatologisch
gesunden Kontrollfdllen war CD5 im Vergleich zu CD3 auf den T-Zellen schwicher
exprimiert. Daher wurden moglicherweise die in wesentlich geringerer Dichte
vorliegenden CD5-Antigene auf B-Zellen nicht ausreichend erfasst.

Im Folgenden betrachten wir die B-NHL als Gesamtgruppe. Der morphometrisch
gemessene Prozentsatz CD5+ Lymphozyten lag bei 2,9 Z%qir. Dies entspricht etwa
dem Prozentsatz CD3+ T-Lymphozyten bei B-NHL (Dissertation Dauenhauer, 2001),
liegt jedoch niedriger als der Anteil der T-Lymphozyten bei B-NHL von 4,2%, der mit
UCHL-1 gemessen wurde (Horny et al., 1993). Im Vergleich zum Anteil CD5+ T-
Lymphozyten in der hdmatologisch gesunden Kontrollgruppe liegen in unserer Studie
bei den B-NHL sowohl Z%qisr (2,9) als auch Z%epr (3,0) fiir CD5+ Lymphozyten um
etwa 1/3 hoher. Die Ursache liegt vermutlich in einer reaktiven Vermehrung von T-
Lymphozyten, da CD5+ B-Lymphozyten vom Antikdrper, wie oben erldutert, nicht gut
erfasst wurden. Bei B-Zell Neoplasien wird auch in der Literatur eine Vermehrung von
T-Lymphozyten berichtet (Chilosi et al., 1983; Horny et al., 1993). Thaler et al. fanden
sogar bis zu 60% T-Zellen in Infiltraten von B-NHL (Thaler et al., 1987). Die stirkste
Vermehrung CD5+ Zellen (7,1 Z%xok) lag im fokalen Infiltrat vor. Dementsprechend
beobachteten auch Horny et al. bei B-NHL die meisten T-Zellen in den lymphomatdsen
Infiltraten oder deren direkter Nachbarschaft (Horny et al., 1993).

Im diffusen Infiltrat lagen 4,6 Z%gir CD8+ Lymphozyten vor. Dies ist etwa das
Doppelte des Anteils, der am gesunden Knochenmark gemessen wurde. Eine erhohte
Zahl reaktiver, diffus verstreuter T-Lymphozyten bei B-NHL wurde auch fiir die
Antikdrper UCHL1 und Anti-CD3 berichtet (Horny et al., 1989a; Budde und Schifer,
1992). Im fokalen Infiltrat und im Grenzbereich nahm die Subpopulation CD8+
Lymphozyten trotz der stark erhhten Gesamtzahl von T-Lymphozyten jedoch ab. Das
Verhiltnis von CD3/CD8+ Lymphozyten lag bei 13,8. Die vorliegenden Befunde
bestdtigen somit, dass in den fokalen Infiltraten bei B-NHL, im Unterschied zum
normalen Knochenmark, der Anteil der zytotoxischen T-Zellen an der Gesamtzahl der

T-Lymphozyten geringer ist (Chilosi et al., 1983; Thaler et al., 1987).
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Der reprisentative Prozentsatz an Lymphozyten pro 100 kernhaltiger Markzellen kann
in der Routinediagnostik vor allem dann schwer zu bestimmen sein, wenn neben locker
verstreuten lymphoiden Zellen auch fokale Infiltrate vorliegen. Der Flachenanteil pro
Markraumfliache ldsst sich in diesen Fillen leichter abschitzen. In der Gruppe der B-
NHL war der Flachenanteil CDS5+ Lymphozyten gegeniiber dem normalen
Knochenmark um etwa die Hilfte und der Anteil CD8+ Lymphozyten um etwa ein

Drittel gestiegen.

In der Gruppe der T-NHL (n=5) entsprach sowohl Z%uis als auch Z%ep, fiir CD5+
Lymphozyten den Werten der hdmatologisch gesunden Kontrollgruppe. Mit dem
Antikorper Anti-CD3 war in diesen Fillen aber eine Verdoppelung der Anteils an T-
Lymphozyten gemessen worden (Dissertation Dauenhauer, 2001). Dies ist ein weiterer
Hinweis auf die geringere Sensitivitdt von Anti-CDS5. Der Anteil CD8+ Lymphozyten
an der Gesamtlymphozytenzahl im diffusen Infiltrat war mit 3,9 Z%.irr gegeniiber den
hidmatologisch gesunden Kontrollfillen, entsprechend den Ergebnissen fiir CD3+
Lymphozyten, etwa doppelt so hoch. Es lag nur in einem der 5 Félle ein fokales Infiltrat
vor. In diesem Fall lieB sich jedoch erwartungsgeméil eine starke Erhohung der CD5+
T-Lymphozyten auf 32,4 Z%;sk beobachten. Die CD8+ T-Lymphozyten machten nur
1/8 dieses Anteils aus. Dies ldsst darauf schlieBen, dass, entsprechend den
Beobachtungen verschiedener Studien, bei der Mehrzahl der T-NHL CDS8 nicht
exprimiert wird (Weiss et al, 1985; Borowitz et al., 1986; Picker et al., 1987; Knowles
et al., 1989; Macon und Salhany, 1998)

Die Gruppe der Lymphozytosen unklarer Dignitdt (LUD) machte mit 67 von 86

Patienten (78%) den groBten Anteil der untersuchten Fille aus. In der Routinediagnostik
sind gerade diese Fille schwer zu beurteilen. Rein morphologisch ist eine sichere
Beurteilung hinsichtlich der Dignitdt lymphoider Infiltrate meist nicht mdglich. In die
Gruppe der LUD wurden nur solche Fille aufgenommen, die mindestens ein fokales
Infiltrat aufwiesen und deren Fldchenanteil lymphoider Infiltrate < 20% betrug. Die
LUD konnten aufgrund der molekularbiologischen Befunde in zwei Untergruppen
unterteilt werden. 19 Patienten wiesen ein monoklonales Genrearrangement (LUD,,) des

IgH auf. In dieser Gruppe war in fast 80% (15/19) der Fille ein malignes Lymphom
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auch anamnestisch bekannt. Das Genrearrangement der anderen 48 Patienten war
polyklonal. Bei nur 48% (23/48) der Patienten mit LUD, war anamnestisch ein
malignes Lymphom bekannt.

Im diffusen Infiltrat konnten zwischen den beiden Gruppen keine signifikanten

Unterschiede in Bezug auf die Anzahl CD5+ bzw. CD8+ Lymphozyten festgestellt
werden, die im wesentlichen den Ergebnissen im gesunden Knochenmark entsprach.

Die Anzahl CD5+ und CD8+ Lymphozyten stieg im fokalen Infiltrat gegeniiber dem

diffusen Infiltrat um das 2-3fache, wobei fiir CD5+ Lymphozyten in beiden Gruppen
ein stirkerer Anstieg als fiir CD8+ Lymphozyten zu erkennen war. Bei den LUD,, war
sogar ein 6fach hoherer Wert der CD5+ Lymphozyten im fokalen Infiltrat zu
beobachten. Allerdings kann die prozentuale Anzahl CD5+ bzw. CD8+ Lymphozyten
weder im fokalen Infiltrat noch in der Grenzzone statistisch als verlédssliches Kriterium
zur Unterscheidung zwischen malignen und reaktiven Infiltraten dienen. Fiir das

gesamte lymphoide Infiltrat (Z%g,) entsprachen die Werte fiir CD5+ und CD8+

Lymphozyten den Werten im diffusen Infiltrat. Sie konnten nur in Bezug auf die Anzahl

der B-Lymphozyten zur Beurteilung der Malignitit der lymphoiden Infiltrate

herangezogen werden.

Im einzelnen fanden wir im statistischen Vergleich die folgenden signifikanten

Unterschiede zwischen LUD,, und LUD,, (p< 0,05):

- Mehr B-Lymphozyten als CD8+ T-Lymphozyten fanden sich in iiber der Hélfte der
Fille mit LUD,, im diffusen Infiltrat . Fiir die Gruppe der LUD,, galt dies jedoch nur

in weniger als 20% der Fille.
- FEin geringerer Anteil an CD8+ T-Zellen an der Gesamtzahl der CD3+T-
Lymphozyten war bei den LUD,, im fokalen Infiltrat festzustellen. In knapp 30% der

Fille war der Anteil kleiner als ein Viertel. Bei den LUD,, fand sich ein so kleiner
Anteil an T-Zellen nur in 8% der Félle. Dieser Befund korreliert mit den Ergebnissen
anderer Untersucher. Frithere Studien haben festgestellt, dass bei B-NHL in den
fokalen Infiltraten der Anteil an CD8+ T-Zellen zugunsten der CD4+ T-
Lymphozyten abnehmen kann (Chilosi et al., 1983; Thaler et al., 1987).

Das Verhéltnis von CD20+/CD5+ Lymphozyten lie bei den LUD,, auf eine

deutliche Vermehrung von B-Lymphozyten im fokalen Infiltrat schlie3en.
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- Auch in der Grenzzone wurde, wie im fokalen Infiltrat, bei den LUDy, ein geringerer
Anteil von CD8+ T-Zellen an allen T-Zellen beobachtet als bei den LUD,,. Weiterhin
war auch hier im Vergleich zu CD5+ T-Lymphozyten der Anteil der B-Lymphozyten
bei den LUD,, hoher als bei den LUD,,. Bei den LUD,, lagen in fast 40% der Fille
mehr B-Lymphozyten als CD8+ T-Lymphozyten vor. Das Verhéltnis der B-
Lymphozyten zum Anteil der CD8+ T-Lymphozyten war damit deutlich hoher als
bei den LUD,,. Einen erstaunlichen Befund stellt die Tatsache dar, dass in der Gruppe
der LUD, 25% mehr CD8+ T-Lymphozyten als CD5+ T-Lymphozyten gemessen
wurden, wihrend bei den LUD,, beide gleich hiufig vorkamen. Da keine
Doppelmarkierung durchgefiihrt wurde, konnten wir nicht klidren, ob dies
messtechnisch bedingt ist oder eine CD5-CD8+ Subpopulation vorlag.

- Fir den reprisentativen Anteil an lymphoiden Zellen schlieBlich konnte bei den

LUD,, wiederum ein starkes Uberwiegen von CD20+ B-Lymphozyten im Vergleich
zu den CD5+ T-Lymphozyten festgestellt werden. In {iber der Hélfte der Falle betrug
das Verhiltnis 6 zu 1. In knapp der Hilfte der LUD,, waren B-Lymphozyten 1,5mal
hiufiger als CD8+ T-Lymphozyten.
Im Vergleich von LUD, und T-NHL ergab sich ein trotz der kleinen Fallzahl
bemerkenswerter Befund. F%g;r fiir CD8+ Lymphozyten war nur in 25% der Félle mit
LUD,, groBer als 0,2,wahrend dies fiir alle T-NHL zutraf. Da bei den T-NHL gegeniiber
den LUD,, der Anteil CD8+ Lymphozyten am diffusen Infiltrat etwa 1,5mal grofer war,
ist auch diese Erhohung des Flachenanteils verstdndlich. Unsere Ergebnisse bestitigen,
dass das reaktive fokale Infiltrat aus einer Mischpopulation von T- und B-Lymphozyten
besteht (Thiele, 1995). Sie bestdtigen weiterhin, dass sowohl reaktive als auch durch ein
B-NHL bedingte fokale Infiltrate des Knochenmarkes aus mehr B- als T- Zellen
bestehen (Horny et al., 1989). Das Vorliegen reiner B- bzw. T-Zell Infiltrate bei
Knochenmarksinfiltraten im Rahmen von Neoplasien konnte dagegen nicht bestitigt
werden (Pileri et al., 1997; Thiele, 1999). Im Gegensatz zu der vorhergehenden Studie
mit CD3+ T-Lymphozyten (Dissertation Dauenhauer, 2001) wurden statistische
Signifikanzen im Verhédltnis von B- zu T-Zellen festgestellt. Insbesondere das
Verhiltnis CD20+/CD5+ Lymphozyten kann sowohl in Z%;,\ als auch in Z%gren, und in
Z%zepr  zur Unterscheidung zwischen reaktiven und neoplastischen Infiltraten

herangezogen werden.
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Es lagen in dieser Untersuchung drei Fille vor, deren molekularbiologische Befunde
vor dem Hintergrund der klinischen und morphologischen Daten zu diskutieren sind. In
einem Fall wurde die Monoklonalitit einer LUD,, als fraglich falsch-positiv beurteilt.
Es war hier kein NHL anamnestisch bekannt. Die morphometrisch quantitativen
Untersuchungen ergaben mit 0,12 fir CD20+/CD8+ Lymphozyten ein deutlich
niedrigeres Z%gisr, als fir LUD,, zu erwarten wire (Tabelle 8). AuBlerdem lagen in
Z%zepr Smal so viele CD5+ wie CD20+ Lymphozyten vor, wihrend LUD,, sonst im
volligen Gegensatz dazu in iiber der Hilfte der Fille 6mal mehr CD20+ als CD5+
Lymphozyten aufwiesen. In Z%:p sprach auch das Verhiltnis von CD20+/CD8+
Lymphozyten mit nur 0,12 eher fiir einen polyklonalen Befund.

In 2 Fillen der LUD,, gab es Hinweise auf ein moglicherweise falsch-negatives Ergebnis
der PCR. In beiden Fillen war anamnestisch kein NHL bekannt, jedoch wiesen die
Befunde von CD3+ und CD20+ Lymphozyten auf das Vorliegen eines NHL hin. In
einem Fall sprachen auflerdem auch die CD5+ und CD8+ Lymphozyten betreffenden
sattistisch signifikanten Daten dafiir. Hier lagen in Z%ygisr 7mal mehr CD20+ als CD8+
Lymphozyten vor. Auch in Z%;,r waren die B-Lymphozyten stark vermehrt. CD20+
Lymphozyten waren mehr als 4mal so hiufig wie CD5+ Lymphozyten. Im Bezug auf
CD8+ Lymphozyten waren sie sogar 10mal hdufiger. Unsere Studie ergab jedoch, dass
nur in etwa 7 % aller LUD, geringfiigig mehr CD20+ Lymphozyten als CD8+
Lymphozyten vorlagen. In gesundem Knochenmark iiberwiegen in der Regel die T-
Lymphozyten (Chetty et al., 1995; Horny et al., 1993). Daher wurde in diesem Fall eine
molekularbiologisch nicht erkannte Neoplasie vermutet. Der zweite Fall mit fraglich
falsch-negativem PCR Befund konnte anhand unserer Daten eher als polyklonal
bestitigt werden. Im Bezug auf CD5+ Lymphozyten war in Z%.,r zwar die Anzahl von
B-Lymphozyten 3mal hoher, jedoch konnte weder fiir CD20+/CD8+ Lymphozyten in
Z%zepr (0,43) noch fiir CD20+/CD8+ in Z%gier (0,29) ein statistisch signifikanter
Hinweis auf Monoklonalitit ermittelt werden.

Auch in der Literatur wurde bei molekularbiologischen Untersuchungen iiber falsch-
negative (ca.30%) und wenige falsch-positive Ergebnisse berichtet. Ursachen kdnnen
zum Beispiel in atypischen Rearrangements, wie Inversion der Immunglobuline, liegen

(Ramasamy et al., 1992; Abdel-Reheim et al., 1996; Krober et al., 1999).
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Zusammenfassend lassen sich die eingangs gestellten Fragen wie folgt beantworten:

1.

Bei hdmatologisch Gesunden lag die morphometrisch gemessene prozentuale
Gesamtzahl CD5+ T-Lymphozyten zwischen minimal 1,1 Z%girr und maximal
3,7 Z%4isr. Der Median betrug 2,0 Z%qgisr. Fiir CD8+ T-Lymphozyten wurden
minimal 1,0 und maximal 5,1 Z%qgisr gemessen, mit dem Median bei 2,1 Z%gigr.
Es bestanden keine signifikanten Unterschiede zum Zellanteil bei reaktiven
Verianderungen des Knochenmarkes.

Der prozentuale Anteil CD5+ und CD8+ Lymphozyten an der
Gesamtlymphozytenzahl unterschied sich statistisch nicht signifikant zwischen
normalem/reaktivem Knochenmark und NHL der B-Zellreihe. Auch bei T-NHL
konnte zwischen reaktiven und neoplastischen Infiltraten allein im Bezug auf
den Anteil CD5+ und CD8+ Lymphozyten kein Grenzwert ermittelt werden.
Wurden diese aber zu CD3+ oder CD20+ Lymphozyten in Beziehung gesetzt, so
konnten hier signifikante Unterschiede zwischen LUD,, und LUD, festgestellt
werden.

Bei der Charakterisierung lymphoider Zellen im Knochenmark weisen
immunhistochemische und morphometrische Befunde im allgemeinen eine gute
Korrelation mit der molekularbiologischen Analyse der Klonalitdt auf. LUD, die
anhand immunhistochemisch/morphometrischer ~Methoden nicht sicher
eingeordnet werden konnten, lieBen sich mit Hilfe der molekularbiologischen
Klonalititsanalysen in neoplastische (LUDy) und reaktive (LUD,) Infiltrate
einteilen. Auch bei molekularbiologischem Untersuchungen konnen, z.B.
aufgrund atypischer Rearrangements, wie Inversion der Immunglobuline,
falsch-negative und falsch-positive Ergebnisse vorkommen (Ramasamy et al.,
1992; Abdel-Reheim et al., 1996; Krober et al., 1999). Allerdings sind
Sensitivitdt und Spezifitdt der PCR bei NHL des Knochenmarks etwas hoher als
bei quantitativ morphometrischer Untersuchung. Wir empfehlen den Einsatz der
Molekularbiologie bei T-NHL, da T-NHL von LUD, morphometrisch-
quantitativ nicht sicher abgegrenzt werden konnten. AuBerdem sollte die
molekularbiologische Untersuchung insbesondere zur Kldrung einer geringen
Lymphozytenvermehrung weiterhin in diagnostisch sehr schwierigen Féllen

sowohl bei T-NHL als auch bei B-NHL angewendet werden.
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Schlussfolgerung

Es wurden 86 formalinfixierte, in EDTA entkalkte und in Paraffin eingebettete

Beckenkammtrepanate aus folgenden Diagnosegruppen untersucht: 9 himatologisch

Gesunde, 5 Patienten mit einer histologisch gesicherten Infiltration des Knochenmarks

durch ein B-NHL, 5 Patienten mit einer Infitration durch ein T-NHL, 19 Patienten mit

LUDy, und 48 Patienten mit LUD,,. Die Schnittpréparate wurden immunhistochemisch

mit monoklonalen Antikérpern gegen CDS5 und gegen CDS8 untersucht und der

prozentuale Anteil CD5+ bzw. CD8+ Zellen bezogen auf 100 kernhaltige Markzellen

ermittelt. Als wesentliche Befunde konnten wir feststellen:

1.

In der Gruppe der hidmatologisch Gesunden wurde fiir CD5+ Zellen ein Anteil

von minimal 1,1 Z%girr und maximal 3,7 Z%uirr gemessen, der Median lag bei
2,0 Z%gisr. Fiir CD8+ Zellen lagen die Extremwerte bei 1,0 und 5,1 Z%y;sr, der
Median betrug 2,17Z%yist.

In der Gruppe der B-NHL wurden CD5+ B-Zellen durch den Antikoérper schlecht
erfasst. So wiesen B-CLL und Mantelzell-Lymphome in der Regel keine hoheren
Werte fiir CD5+ Zellen auf als die anderen B-NHL. Insgesamt waren die CD5+
Lymphozyten gegeniiber der Kontrollgruppe mit 2,9 Z%qgisr und 3,0 Z%¢ox um
etwa 30% erhoht. Das Verhéltnis von CD3+/CD8+ T-Lymphozyten von 13,8
bestitigte, dass bei B-NHL der Anteil CD8+ Lymphozyten an der Gesamtzahl
der T-Lymphozyten deutlich geringer ist als im normalen Knochenmark, wo sie
etwa 60% der T-Zellen ausmachen (Chilosi et al., 1983; Shin et al, 1992).

Mit 32,4 Z%gk wurde in der Gruppe der T-NHL im fokalen Infiltrat
erwartungsgemadl eine starke Erhohung der Zahl CD5+ Zellen gegeniiber der
Kontrollgruppe beobachtet. CD8+ Zellen machten nur etwa 1/8 dieses Anteils
aus. Im diffusen Infiltrat war der Anteil der CD8+ Zellen mit 3,9 Z%uisr etwa
doppelt so hoch wie in der Kontrollgruppe.

Wurden beim Vergleich der LUD,, mit den LUD, zusétzlich die CD3+ und
CD20+ Zellen betrachtet (Dissertation Dauenhauer 2001; Dissertation
KiiBwetter 2001), so ergaben sich folgende signifikante Unterschiede: Bei den
LUD,, fanden sich im diffusen Infiltrat in iber der Hélfte der Falle mehr CD20+
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B-Lymphozyten als CD8+ T-Lymphozyten, wéhren dies nur fiir < 20% der
LUD,, galt.

Im fokalen Infiltrat wiesen die LUDy, einen geringeren Anteil an CD8+ T-Zellen
am Gesamtanteil der CD3+ T-Lymphozyten auf als die LUD,. AuBlerdem
machten die CD5+ T-Lymphozyten im Vergleich zum Anteil der CD20+ B-
Lymphozyten bei den LUD, einen geringeren Anteil an der
Gesamtlymphozytenzahl aus.

In der Grenzzone wurde, wie im fokalen Infiltrat, fiir die LUD,, ein geringerer
Anteil an CD8+ T-Zellen am Gesamtanteil der CD3+ T-Lymphozyten
beobachtet. Weiterhin war auch hier der Anteil CD5+ T-Lymphozyten im
Vergleich zu den B-Lymphozyten bei den LUD,, niedriger als bei den LUD,,.
AuBlerdem zeigten die LUD,, signifikant hdufiger als die LUD, ein Verhéltnis
von CD20+/CD8+ Lymphozyten > 1,0.

Fiir den repridsentativen Anteil lymphoider Zellen konnte bei den LUD,, ein
signifikant geringerer Anteil von CD5+ T-Lymphozyten im Vergleich zu den
CD20+ B-Lymphozyten bestitigt werden. Auch der Anteil CD8+ T-
Lymphozyten war im Vergleich zum Anteil CD20+ B-Lymphozyten bei LUD,,

erniedrigt.

Ein Teil der Antikorper, die an Gefrierschnitten angewendet werden konnen, weisen an
formalinfixierten Schnittprdparaten keine ausreichende Sensitivitit auf. Die in dieser
Untersuchung verwendeten monoklonalen Antikérper gegen CD5 und CDS8 sind
paraffingdngig und in formalinfixiertem Gewebe anwendbar (Kaufmann et al., 1997,
Macon und Salhany, 1998). Fiir CD8+ Lymphozyten liegen unsere Befunde mit 2,1
Z%aqier im  normalen Knochenmark etwas unter den Ergebnissen (3,2%) an
Gefrierschnitten (Hilbe et al., 1994). Diese geringe Differenz zwischen Gefrierschnitten
und paraffinierten Préparaten wurde schon in anderen Untersuchungen beobachtet (Shin
et al.1992; Brown und Gatter 1993). Somit erscheint die Sensitivitit des Antikdrpers in
unserer Studie ausreichend. Auch fiir Anti-CD5 konnte im normalen Knochenmark mit
2,0 Z%girr im Vergleich zu einer Studie an Gefrierschnitten (3,5%) (Shin et al., 1992)

eine zufriedenstellende Sensitivitdt nachgewiesen werden. Bei B-CLL und Mantelzell-
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Lymphom konnten wir allerdings auf den Tumorzellen keine Hinweise auf eine
Koexpression von CD20 und CDS5 ermitteln.

Zusitzlich zu einer Untersuchung des Knochenmarkes mit Antikdrpern gegen CD3 und
CD20 halten wir eine Ergénzung der Routinediagnostik durch Antikorper gegen CDS5
und CD8 besonders in unklaren Fillen fiir sinnvoll. Dann kann ein Uberwiegen von B-
Zellen gegeniiber CD8+ Zellen im diffusen Infiltrat auf eine B-NHL hindeuten.
AuBerdem kann ein Verhiltnis von CD3+/ CD8+ Zellen > 4 in Lymphozytosen unklarer
Dignitdt auf eine monoklonale Zellvermehrung hinweisen.

Molekularbiologische Untersuchungen empfehlen wir bei diagnostisch unklaren Féllen
und bei T-NHL. Gerade bei nur geringem Knochenmarksbefall kann die Abgrenzung zu
reaktiv-entziindlichen Verdnderungen sehr schwierig sein. Die Zahl der T-Zellen allein

gibt keinen Hinweis auf die reaktive oder neoplastische Natur der Infiltrate.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurden formalinfixierte, EDTA-entkalkte und in Paraffin
eingebettete Beckenkammtrepanate von 86 Patienten immunhistochemisch mit den
monoklonalen Antikorpern Anti-CD5 und Anti-CD8 untersucht. Der monoklonale
Antikorper Anti-CDS5 ist ein pan-T-Zell Marker. Aullerdem markiert er eine kleine,
IgM-Autoantikorper produzierende Subpopulation von B- Lymphozyten, die bei CLL
oder Mantelzell-Lymphom die neoplastischen Infiltrate darstellen (Cossman et al.,
1984; Huber et al., 1986; Spier et al., 1986). Der monoklonale Antikdrper Anti-CDS8
markiert zytotoxische T-Zellen und T- Suppressorzellen (Beyers et al., 1992; Ruck et
al., 1994). Die morphometrisch-quantitative Auswertung der Schnittpriparate erfolgte
mit einem Computer-assistierten Bildanalysesystem, wobei der prozentuale Anteil der
markierten Zellen an der Gesamtzahl kernhaltiger Markzellen ermittelt wurde. Der
prozentuale Anteil der CD5+ bzw. CD8+ Zellen (jeweils bezogen auf 100 kernhaltige
Markzellen) wurde fiir jeden Fall bestimmt und als Z% festgehalten, wobei hier
unterschieden wurde zwischen Z% im diffusen Bereich (Z%iss), Z% im fokalen
Infiltrat (Z%fx) und Z% in der Grenzzone (Z%gren,). Aus den Messdaten zu diffusen
und fokalen lymphatischen Infiltraten wurde ferner ein reprédsentativer
Lymphozytenanteil (Z%p) berechnet. Zusitzlich wurde in jedem Fall eine PCR zum
Nachweis oder Ausschluss eines klonalen Rearrangements des IgH oder des TCRy
durchgefiihrt.

Die 86 Félle wurden in folgende 5 Diagnosegruppen unterteilt: 9 hdmatologisch
Gesunde zum Ausschluss einer Knochenmarkskarzinose, 5 Patienten mit einer
histologisch gesicherten Infiltration des Knochenmarks durch ein B-NHL (1x
hochmalignes diffuses groBzelliges B-NHL, Ix Burkitt-dhnliches B-NHL, 1x
Mantelzell-Lymphom, 2x B-CLL), 5 Patienten mit einer Infiltration durch ein T-NHL
(1x ein angioblastisches T-NHL, 1x ein diffuses groBzelliges NHL, 1x T-CLL, 2x
Subtyp unbekannt) und 67 Patienten mit Lymphozytosen unklarer Dignitdt. Diese letzte
Gruppe wurde wiederum unterteilt in 19 Félle, in denen die PCR monoklonales
Rearrangemant nachgewiesen hatte (=LUD,,) und 48 Fille mit polyklonalem

Rearrangement (=LUD),,).
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In der Gruppe der hdmatologisch Gesunden lagen die Grenzwerte fiir den Anteil CD5+

Zellen bei minimal 1,1 und maximal 3,7 Z%ugr, der Median wurde bei 2,0 Z%gist
ermittelt. Fiir CD8+ Zellen galten Extremwerte von minimal 1,0 und maximal 5,1 Z%
gifr mit dem Median bei 2,1 Z%ygisr. Unter Beriicksichtigung der Untersuchung zu CD3+
Lymphozyten (Dissertation Dauenhauer, 2001) ergab sich so ein Anteil von 44% CD8+
Zellen an der Gesamtzahl der T-Lymphozyten.

In allen Diagnosegruppen fiel eine geringere Sensitivitit des Antikdrpers gegen CD5 im
Vergleich zu den vorliegenden Werten fiir CD3 auf (Dissertation Dauenhauer, 2001).
Besonders bei den B-NHL war diese geringere Sensitivitdt auffillig. Wir stellten fest,
dass die Markierung CD5+ Lymphozyten bei B-CLL und Mantelzell-Lymphom keine
statistisch relevanten Unterschiede zu den anderen B-NHL erbrachte. Somit kann die
Markierung von B-Lymphozyten durch Anti-CD5+ an entkalkten und paraffinierten
Schnittpriparaten in Frage gestellt werden. Auf neoplastischen B-Zellen wird CDS5 in
variierender und wesentlich geringerer Dichte als auf T-Zellen exprimiert (Gadol et al.,
1986). Entsprechend den Untersuchungen anderer Studien ist zu vermuten, dass eine
besonders eingeschriankte Sensitivitit des Antikorpers flir das CD5-Antigen auf
neoplastischen B-Zellen vorliegt (Kaufmann et al, 1997). Insgesamt waren bei den B-
NHL die CD5+ Lymphozyten gegeniiber der Kontrollgruppe mit 2,9 Z%gier und 3,0
Z%f¢0x um etwa 30% erhoht. Das Verhéltnis von CD3+/CD8+ T-Lymphozyten von 13,8
zeigte, dass bei B-NHL der Anteil zytotoxischer T-Zellen an der Gesamtzahl der T-
Lymphozyten deutlich geringer ist als im normalen Knochenmark.

In der Gruppe der T-NHL wurde im fokalen Infiltrat mit 32,4 Z%¢. erwartungsgemalf
eine starke Erhohung der CD5+ Zellen gegeniiber der Kontrollgruppe beobachtet. Der
Anteil CD8+ T-Lymphozyten an der Gesamtzahl der T-Lymphozyten war mit 1/8
deutlich geringer als in der Kontrollgruppe. Schon in fritheren Studien wurde
beobachtet, dass CD8 bei der Mehrzahl der T-NHL im fokalen Infiltrat nur gering
exprimiert wird (Weiss et al, 1985; Borowitz et al., 1986; Picker et al., 1987; Knowles
et al., 1989; Macon und Salhany, 1998). Im diffusen Infiltrat war gegeniiber der
Kontrollgruppe der Anteil der CD8+ Zellen mit 3,9 Z%gir etwa doppelt so hoch.

Im Hinblick auf die prozentualen Anteile CD5+ und CD8+ Zellen im
normalen/reaktiven Knochenmark im Vergleich zu NHL der B- und T-Zellreihe wurde

besonderes Augenmerk auf die Félle mit geringer Lymphozytenvermehrung gelegt. Hier
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zeigten sich, unter Einbeziehung der Befunde zu CD3+ und zu CD20+ Lymphozyten,
folgende signifikante Unterschiede:

- Bei den LUD,, fanden sich im diffusen Infiltrat in Giber der Hélfte der Fille mehr

B-Lymphozyten als CD8+ T-Lymphozyten, wihrend dies nur fiir < 20% der LUD,
galt.

- Im fokalen Infiltrat wiesen die LUD,, einen geringeren Anteil an CD8+ T-Zellen

am Gesamtanteil der CD3+ T-Lymphozyten auf als die LUD,. Er lag 4mal héufiger
unter 25 % als bei den LUD,. Auflerdem machten die CD20+ B-Lymphozyten im
Vergleich zum Anteil der CD5+ T-Lymphozyten bei den LUDy, einen hoheren Anteil
(> 3) aus.

- In der Grenzzone wurde, wie im fokalen Infiltrat, fiir die LUD,, ein geringerer
Anteil an CD8+ T-Zellen an der Gesamtzahl der CD3+ T-Lymphozyten beobachtet.
Weiterhin war auch hier der Anteil CD5+ T-Lymphozyten im Vergleich zu den B-
Lymphozyten bei den LUD,, niedriger als bei den LUD,,. AuBlerdem zeigten die LUD,,
signifikant héufiger als die LUD, ein Verhdltnis von CD20+/CD8+ Lymphozyten >
1,0.

- Fiir den reprisentativen Anteil lymphoider Zellen konnte bei den LUD,, ein

signifikant hoherer Anteil CD20+ B-Lymphozyten im Vergleich zu den CD5+ T-
Lymphozyten bestétigt werden. In iiber der Hélfte der Félle betrug das Verhéltnis 6:1.
Auch im Vergleich zu den CD8+ T-Lymphozyten war der Anteil der B-Lymphozyten
bei LUDy, signifikant hoher.

Im Vergleich von LUD, und T-NHL ergab sich trotz der kleinen Fallzahl ein
bemerkenswerter Befund. Der Flachenanteil CD8+ Lymphozyten im diffusen Infiltrat
betrug bei allen T-NHL > 20%, jedoch nur bei  aller LUD,,

Zusitzlich zu einer Untersuchung des Knochenmarkes mit Antikorpern gegen CD3 und
CD20 halten wir eine Ergdnzung der Routinediagnostik durch Antikérper gegen CD5
und CD8 besonders in unklaren Fillen fiir sinnvoll. Dann kann ein Uberwiegen von B-
Zellen gegeniiber CD8+ Zellen im diffusen Infiltrat auf eine B-NHL hindeuten.
AuBerdem kann ein Verhiltnis von CD3+/ CD8+ Zellen > 4 in Lymphozytosen unklarer
Dignitit auf eine monoklonale Zellvermehrung hinweisen.

Molekularbiologische Untersuchungen empfehlen wir bei diagnostisch unklaren Féllen

und bei T-NHL. Gerade bei nur geringem Knochenmarksbefall kann die Abgrenzung zu

37



reaktiv-entziindlichen Verdnderungen sehr schwierig sein. Die Zahl der T-Zellen allein

gibt keinen Hinweis auf die reaktive oder neoplastische Natur der Infiltrate.
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6. Tabellen und Diagramme

Tabelle 1: Patienten

n Alter (Jahre) Geschlecht anamnestisch bekanntes
NHL
min./Median/max | weiblich | minnlich ja nein
negative 9 40/70/83 5 4 0 9
Kontrolle*
B-NHL 5 38/59/73 1 4 5 0
T-NHL 5 22/62/72 1 4 3 2
LUD3*x* 67 25/57/83 35 32 38 29
Summe 86 42 44 46 40
* Héamatologisch gesunde Kontrollpersonen
ok Lymphozytosen unklarer Dignitit

Tabelle 2: Definition der morphometrischen Abkiirzungen

Abkiirzung Definition
2% Prozentsatz der CD5+ bzw. CD8+ T-Lymphozyten (pro 100
kernhaltige Markzellen)
Z%qifr 7% locker verstreuter T-Lymphozyten
Z %0k Z% in fokal akzentuierten lymphozytéren Infiltraten
Z%grenz 7% im Grenzzonenbereich fokaler/locker verstreuter Lymphozyten
Z%0repr 7% im fokalen und diffusen Bereich (nach prozentualer Gewichtung)
F% Flachenanteil der CD5+ bzw. CD8+ Lymphozyten
F%aitr F% locker verstreuter T-Lymphozyten
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Tabelle 3:

Morphometrische Befunde bei himatologisch gesunden Kontrollfillen (n=9)

) Z%qift

CD5+ | CD8+ | CD3+/CD5+ | CD3+/CD8+
Minimum 1,1 1,0 0,7 0,7
25. Perzentile 1,5 1,8 1,2 1,3
Median 2,0 2,1 2,2 1,8
75. Perzentile 2,7 2,7 2,8 2.9
Maximum 3,7 5.1 7,0 3,6
b) F % it

CD5+ | CD8+ | CD3+/CD5+ | CD3+/CD8+
Minimum 0,07 0,05 1,20 0,73
25. Perzentile 0,1 0,09 2.09 1,55
Median 0,1 0,15 2,69 2,41
75. Perzentile | 0,14 0,19 3,42 4,09
Maximum 0,19 0,31 6,83 6,41
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Tabelle 4: Morphometrische Befunde bei B- NHL (n=5)

a) Z% fiir CD5+ und CD8+ Lymphozvten bei B-NHL

CD5+ CD8+

L%qi | Z%50x | ZY%0grenz | LZ%0repr | Z%04itt | Y050k | ZY0grenz | Z%0repr
Minimum 0,3 0,8 0,4 0,3 1,1 1,2 2.3 1,1
25. Perzentile 1,2 3,9 1,7 1,1 1,3 2,3 2,5 1,3
Median 2,9 7,1 3,0 3,0 4,6 3.3 2,6 4,5
75. Perzentile 5,6 8,4 5,0 5,8 5,3 33 3,5 5,3
Maximum 9,3 9,8 7,1 9.3 8,7 3,4 4.4 7,8
b) Z% fiir CD3+/CD5+ und CD3+/CD8+ Lymphozyten bei B-NHL

CD3+/CD5+ CD3+/CD8+

Z%di_ff Z%fol_( Z%gren_z Z%repr Z%di_ff Z%fol_( Z%gren_z Z%repr
Minimum 0,4 2,3 0,6 0,5 0,5 6.9 1,0 0,5
25. Perzentile 1,4 43 2,5 2,0 0,8 10,3 1,6 1,1
Median 2,0 6,3 4,4 2.4 0,9 13,8 1,2 1,3
75. Perzentile 2,8 20,0 11,3 2.9 1,3 17,2 2,7 1,5
Maximum 4.4 33,7 18,8 4.4 2,4 20,6 3,3 2,7
C) F% diff bei B-NHL

CD5+ | CD8+ | CD3+/CD5+ | CD3+/CD8+
Minimum 0,03 0,06 0,50 1,25
25. Perzentile | 0,09 0,08 1,41 1,31
Median 0,22 0,26 2,16 2,00
75.Perzentile 0,44 | 0,288 3,29 2,03
Maximum 0,78 0,30 5,31 5,31
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Tabelle 5: Morphometrische Befunde bei T-NHL (n=5)

a) Z% fiir CD5+ und CD8+ Lymphozvten bei T-NHL

CD5+ CD8+
L% qitt | Z%ot0x | Z%0grenz | Z%orepr | Z%04iti | Z %00k | ZY0grenz | ZY0repr
Minimum 0,3 19,1 0,5 0,3 2,7 3,9 1,6 2,7
25. Perzentile 1,2 25,7 0,8 1,2 3,4 3,9 1,6 3,4
Median 1,8 32,4 1,1 2,0 4,1 3,9 1,6 4,1
75. Perzentile 3,2 39,0 1,4 3,5 5,8 3,9 1,6 5,8
Maximum 6,6 45,6 1,7 6,6 7,5 3,9 1,6 7,5

b) Z.% fiir CD3+/CD5+ und CD3+/CD8+ Lymphozvten bei T-NHL

CD3+/CD5+ CD3+/CD8+

L%t | Z%0repr | Z%4itt | Z%orepr
Minimum 0,7 0,6 0,4 0,4
25. Perzentile 1,8 1,8 0,8 0,8
Median 2,2 2,2 1,9 1,9
75. Perzentile 8,7 8,7 2,6 2,6
Maximum 28,1 28,1 2,8 2,8
C) F%diff bei T-NHL

CD5+ | CD8+ | CD3+/CD5+ | CD3+/CD8+
Minimum 0,01 0,22 1,00 0,52
25. Perzentile | 0,05 0,23 2,49 0,97
Median 0,09 0,27 3,77 2,74
75. Perzentile | 0,17 0,36 18,55 3,30
Maximum 0,33 0,43 60,54 3,83
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Tabelle 6: Morphometrische Befunde bei LUD,, (n=19)

a) Z% fiir CD5+ und CD8+ Lymphozyten bei LUD,,

CD5+ CD8+

Z%(Lff Z%fol-( Z%Eﬂ Z.%0vepr Z%(Lff Z%fol-( Z%Eﬂ Z.%0vepr
Minimum 0,3 0,6 0,2 0,3 0,5 0,7 0,3 0,5
25. Perzentile 0,7 2,2 0,6 0,7 1,7 2.8 2,0 1,5
Median 1,6 5,7 2,6 1,6 2,5 4,3 2,5 2,5
75. Perzentile 2,6 15,9 3,2 2,6 3,4 5,7 5,3 3,4
Maximum 4.4 47,1 13,2 6,2 6,1 17,2 11,0 7,8
b) Z.% fiir CD3+/CD5+ und CD3+/CD8+ Lymphozvten bei LUD,,

CD3+/CD5+ CD3+/CD8+

Z%di_ff Z%fol_( Z%gren_z Z%repr Z%di_ff Z%fol_( Z%gren_z Z%repr
Minimum 0,3 1,4 1,4 0,1 0,2 1,6 1,0 0,0
25. Perzentile 0,7 1,6 2,1 0,6 0,4 3.8 1,4 0,5
Median 1,1 1,9 2.4 1,3 0,9 5.8 2,7 1,0
75. Perzentile 2.3 3,5 11,3 2,0 1,9 8,0 4.9 2,4
Maximum 31,2 26,8 70,5 31,0 473 12,4 11,1 43
C) F%diff bei LUDm

CD5+ | CD8+ | CD3+/CD5+ | CD3+/CD8+
Minimum 0,01 0,02 0,00 0,00
25. Perzentile | 0,04 0,08 0,84 0,62
Median 0,08 0,13 1,66 1,00
75.Perzentile | o, 14 0,19 3,26 2,58
Maximum 0,33 0,32 49,35 8,81
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Tabelle 7: Morphometrische Befunde bei LUD, (n=48)

a) Z% fiir CD5+ und CD8+ Lymphozyten bei LUD,

CD5+ CD8+

Z%(Lff Z%fol-( Z%Eﬂ Z.%0vepr Z%(Lff Z%fol-( Z%w Z.%0vepr
Minimum 0,2 2,5 0,3 0,2 0,5 1,0 0,6 0,0
25. Perzentile 0,7 7,1 2,0 0,8 2,4 4,1 5,9 2,2
Median 1,6 9,7 2.8 1,6 2,9 6,7 3,8 2,9
75. Perzentile 2,2 17,8 4,3 2,4 4,2 8,5 8,1 472
Maximum 3,8 50,8 5,9 5,0 6,9 15,6 11,7 6,9
b) Z% fiir CD3+/CD5+ und CD3+/CD8+ Lymphozyten bei LUD,

CD3+/CD5+ CD3+/CD8+

Z%di_ff Z%fol_( Z%gren_z Z%repr Z%di_ff Z%fol_( Z%gren_z Z%repr
Minimum 0,5 0,5 1,8 0,5 0,2 1,5 0,5 0,2
25. Perzentile 1,2 1,7 2,1 1,3 0,5 2,5 0,6 0,5
Median 1,7 2,0 2.4 1,8 0,9 3,6 1,5 1,0
75. Perzentile 2.9 2,8 3,1 2,9 1,2 8,6 2,2 1,4
Maximum 12,2 3,9 24.4 10,0 5,8 13,3 3,7 6,1
C) F%diff bei LUDn

CD5+ | CD8+ | CD3+/CD5+ | CD3+/CD8+
Minimum 0,01 0,00 0,76 0,34
25. Perzentile | 0,04 0,10 1,98 0,87
Median 0,08 0,16 2,51 1,35
75.Perzentile 0,15 0,24 4,33 2,78
Maximum 0,26 0,50 21,20 11,85
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Tabelle 8: Statistisch signifikante Ergebnisse bei LUD,, vs.LUD,

CD20+/CD8+
>1,0
LUD» | 10/19(52,6%)
LUD, 8/48(16,7%)
» < 0,01
b) Z. %ok
CD3+/CD8+ | CD20+/CD5+
>4,0 >3,0
LUD, | 6/1931,6%) | 6/19(31,6%)
LUD, | 4/48(83%) | 1/48(2,1%)
» < 0,05 < 0,002
€) Z%0grens
CD3+/CD8+ | CD5+/CD8+ | CD20+/CD5+ | CD20+/CD8+
>2,7 >0,3 >2.4 >1,0
LUD, | 4/1921,1%) | 6/19(31,6%) | 5/19(263%) | 7/19(36.8%)
LUD, 1/48(2,1%) | 4/43(83%) | 3/48(6.3%) | 3/48(6,3%)
D < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,005
d) Z%;yepr
CD20+/CD5+ | CD20+/CD8+
> 6,0 >1,5
LUD, | 10/19(52.6%) | 9/19(47.4%)
LUD, 1/4802,1%) | 5/48(10,4%)
p < 0,0001 < 0,01
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7. Abbildungen

Abb. 1 Normales Knochenmark

Normales Knochenmark bei 72 J., weiblich.

Es handelt sich um ein normozelluldres Knochenmark mit intakter Himatopoese. Bei
konventioneller GIEMSA Fiarbung (a) sind die locker verstreuten Lymphozyten nicht zu
erkennen. Bei immunhistochemischer Anfarbung mit Antikérpern gegen CDS5 (b) und
CDS8 (c) fallen jeweils locker verstreute Lymphozyten auf.

Abb. 1a GIEMSA, x 400

Abb. 1b ABC Methode, Anti-CDS5, x 400

Abb. Ic ABC-Methode, Anti-CDS, x 400
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Abb. 1c
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Abb. 2 LUD,,

KM mit Lymphozytenherd eines diffusen grofizellicen B-NHL bei 68 J.. minnlich.

Die GIEMSA Firbung zeigt eine Pradominanz kleiner bis mittelgroer Lymphozyten in

einem scharf begrenzten Infiltrat. Immunhistochemisch findet sich im Vergleich zu den

CD8+ Lymphozyten eine hohere Zahl CD5+ Lymphozyten (vgl. Abb. 2 und 3).

Abb. 2a GIEMSA, x 400

Abb. 2b ABC-Methode, Anti-CDS5, x 400

Abb. 2¢ ABC-Methode, Anti-CD8, x 400
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Abb. 2a

Abb. 2b

Abb. 2¢
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Abb. 3 T-NHL

KM mit Infiltraten eines diffusen groBzelligen T-NHL bei 72 J.. weiblich.

Bei konventioneller GIEMSA Farbung erkennt man eine geringe, diffuse Verteilung
von Lymphozyten ohne Ausbildung kompakter Infiltrate. Immunhistochemisch sieht
man ein Uberwiegen der CD8+ gegeniiber den CD5+ T-Zellen. Insgesamt machen die
CD8+ Zellen etwa 10 bis 20% aller kernhaltigen Zellen aus.

Abb. 3a GIEMSA, x 400

Abb. 3b ABC-Methode, Anti-CD5, x 400

Abb. 3¢ ABC-Methode, Anti-CD8, x 400
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Abb. 3a

Abb. 3b

Abb. 3¢
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