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1. Zusammenfassung

1.1. Abstrakt

1.1.1. In deutscher Sprache

Einleitung

Lymphome des zentralen Nervensystems (ZNSL) sind eine seltene Form extranodaler Non-
Hodgkin-Lymphome, welche sich zerebral, meningeal, okulidr oder im Myelon manifestieren.
Die Identifizierung diagnostischer Marker aus dem Liquor sowie eine bessere Prognoseeinschat-
zung sind fiir das Management von Patienten mit ZNSL von groflem Interesse. In der
vorliegenden Arbeit wurde Osteopontin (OPN) im Liquor als diagnostisches und prognostisches
Molekiil untersucht. Im Weiteren wurden der intraokuldre Befall sowie die Expression von B-

Zell-Differenzierungsmarkern im Lymphomgewebe als prognostischer Marker analysiert.

Methodik

Beziiglich der OPN-Konzentration wurden Liquorproben von 37 ZNSL-Patienten (29 mit priméa-
rem ZNSL [PZNSL] und 8 mit sekundirem ZNSL) mit 36 Kontrollpatienten (6 mit
entzlindlichen ZNS-Erkrankungen, 8 mit multipler Sklerose [MS], 9 mit Glioblastom [GBM]
und 13 Gesunde) verglichen. Die OPN-Konzentration wurde mittels Enzyme-linked Immuno-
sorbent Assay bestimmt. Der Einfluss der okuldren Mitbeteiligung bei Erstdiagnose eines
PZNSL wurde durch die Analyse von 297 Patienten mit ophthalmologischer Untersuchung aus
der G-PCNSL-SG1-Studie untersucht. Die immunhistochemische Charakterisierung der B-Zell-
Differenzierungsmarker B-cell lymphoma 2 (BCL2), B-cell lymphoma 6 (BCL6), cluster of dif-
ferentiation 10 (CD10) und multiple myeloma oncogene 1/interferon regulatory factor 4
(MUMI1/IRF4) sowie die Analyse der prognostischen Bedeutung erfolgten anhand von 119 Pati-
enten aus der G-PCNSL-SG1-Studie.

Ergebnisse
Der mediane OPN-Spiegel im Liquor der ZNSL-Patienten lag mit 620 ng/ml signifikant hoher

als bei Patienten mit entziindlichen ZNS-Erkrankungen (356 ng/ml; P < ,05), MS (163 ng/ml; P
<,01), GBM (41 ng/ml; P <,01) oder gesunden Kontrollpersonen (319 ng/ml; P <,01). In mul-
tivariater Analyse war ein hoher OPN-Spiegel mit kiirzerem progressionsfreien Uberleben (PFS;
Hazard ratio [HR] 1,61; 95% Konfidenzintervall [KI] 1,13-2,31; P =,009) und Gesamtiiberleben
assoziiert (OS; HR 1,52; 95% KI 1,04-2,21; P = ,029). Die 19 der 297 Patienten (6%), die eine
okuldre Mitbeteiligung hatten, unterschieden sich im Hinblick auf ihre Charakteristika nicht von

den Patienten ohne okuldre Mitbeteiligung. Intraokuldrer Lymphombefall war in uni- und mul-



tivariater Analyse mit einem kiirzeren medianen PFS (3,5 vs. 8,3 Monate; P = ,004) und OS
(13,2 vs. 20,5 Monate; P =,155) assoziiert. Die Expression von BCL6, nicht jedoch der anderen
Marker, war in univariater Analyse mit kiirzerem PFS (HR 1,53; 95% KI 1,01-2,34; P = ,047)
und OS (HR 1,66; 95% KI 1,04-2,65; P = ,035) verbunden. In multivariater Analyse konnte ein
signifikanter Zusammenhang nur fiir das PFS gezeigt werden (HR 1,95; 95% KI 1,22-3,12; P =
,005).

Schlussfolgerung

OPN im Liquor stellt einen potentiellen diagnostischen und prognostischen Biomarker bei ZNSL
dar. Weitere prognostische Faktoren sind der intraokuldre Befall bei Erstdiagnose eines PZNSL

sowie die BCL6-Expression.

1.1.2. In englischer Sprache

Introduction

Lymphomas of the central nervous system (CNSL) are a rare kind of extranodal non-Hodgkin’s
lymphomas. They are usually localised in brain parenchyma but may also appear in the menin-
geal compartment, intraocular or intraspinal. The identification of reliable and easy to measure
diagnostic biomarkers in cerebrospinal fluid (CSF) is desirable to facilitate the diagnosis; the
identification of prognostic markers could be used to tailor therapy. We evaluated the value of
CSF osteoponin (OPN) as diagnostic and prognostic biomarker for CNSL. Moreover, we ana-
lysed the prognostic role of intraocular involvement (IOL) and B-cell differentiation markers in

primary CNSL (PCNSL).

Methods

OPN concentrations were measured in CSF from 37 patients with CNSL (29 with PCNSL and 8
with secondary CNSL) and from 36 controls (6 with inflammatory CNS disease, 8§ with multiple
sclerosis [MS], 9 with glioblastoma [GBM] and 13 healthy controls) using enzyme-linked im-
munosorbent assay. Data of 297 patients with initial ophthalmologic examination from the G-
PCNSL-SGI1 trial were analysed. In a post hoc analysis of 119 patients from the G-PCNSL-SG1
trial we evaluated the expression of B-cell differentiation markers B-cell lymphoma 2 (BCL2),
B-cell lymphoma 6 (BCL6), cluster of differentiation 10 (CD10) and multiple myeloma onco-
gene l/interferon regulatory factor 4 (MUMI/IRF4) by immunohistochemistry and their

prognostic impact.



Results

Median CSF OPN level in CNSL was 620 ng/ml and higher than in patients with inflammatory
CNS disease (356 ng/ml; P < .05), MS (163 ng/ml; P < .01), GBM (41 ng/ml; P < .01) and
healthy controls (319 ng/ml; P <.01). In multivariate analysis, high CSF OPN level was associ-
ated with shorter progression-free (PFS; hazard ratio [HR] 1.61; 95% confidence interval [CI]
1.13-2.31; P = .009) and overall survival (OS; HR 1.52; 95% CI 1.04-2.21; P = .029). IOL was
diagnosed in 19 of 297 patients (6%) in the G-PCNSL-SG1 trial. Clinical characteristics did not
significantly differ between IOL" and IOL". IOL was associated with shorter median PFS (3.5 vs.
8.3 months; P =.004) and OS (13.2 vs. 20.5 months; P = .155) on both univariate and multivari-
ate analysis. Expression of BCL6 but none of the other markers was associated with shorter PFS
(HR 1.53; 95% CI 1.01-2.34; P = .047) and OS (HR 1.66; 95% CI 1.04-2.65; P = .035) on uni-
variate analysis. On multivariate analysis a significant correlation could be shown only for PFS

(HR 1.95; 95% CI 1.22-3.12; P = .005).

Conclusions
CSF OPN should be regarded as potential diagnostic and prognostic biomarker in CNSL. Ocular
involvement at diagnosis and BCL6 expression of the tumour are unfavourable prognostic fac-

tors in PCNSL.

1.2. Einfiihrung

1.2.1. Lymphome des zentralen Nervensystems

Lymphome des zentralen Nervensystems (ZNSL) sind eine seltene Erkrankung, welche sich ze-
rebral, meningeal, okulir oder im Myelon manifestieren konnen'~. Histologisch handelt es sich
zumeist um diffuse grofBzellige B-Zell-Lymphome (DLBCL), seltener um T-Zell-Non-Hodgkin-
Lymphome (NHL) oder andere B-Zell-NHL**. ZNSL kénnen als primire ZNSL (PZNSL), defi-
niert als Lymphome, die zum Zeitpunkt der Erstdiagnose auf das zentrale Nervensystem (ZNS)
begrenzt sind, oder als sekundirer ZNS-Befall von systemischen Lymphomen (SZNSL) auftre-
ten”’. Die bisher groBte prospektive Studie iiber PZNSL, die G-PCNSL-SG1-Studie der
Deutschen Studiengruppe fiir ZNS-Lymphome (G-PCNSL-SG), umfasste 526 Patienten und
untersuchte die Rolle der Ganzhirnbestrahlung in der Priméartherapie von PZNSL’. Zur besseren
Charakterisierung der SZNSL wird von der G-PCNSL-SG seit 2011 das SZNSL-Register ge-
fiihrt. Hierbei werden sowohl die Patienten mit gleichzeitigem systemischen und ZNS-Befall bei
der Erstdiagnose des Lymphoms als auch diejenigen mit ZNS-Befall im Rezidiv eines systemi-

schen Lymphoms erfasst®”.



1.2.2. Diagnostische Marker bei ZNSL

Die Diagnose der ZNSL wird in der Regel auf Basis kontrastmittelgestiitzter kranialer Magnetre-
sonanztomographie und histopathologischer Analyse des durch eine Biopsie gewonnen
Tumormaterials gestellt®. Die Biopsie ist eine invasive MaBnahme, die nur an spezialisierten
Zentren mit einer neurochirurgischen Klinik durchgefiihrt werden kann. Insbesondere bei einer
Tumorlokalisation in vulnerablen Gehirnregionen kann die Biopsie mit Risiken verbunden sein;
bei manchen Lokalisationen ist sie nicht moglich. Nach Vorbehandlung mit Steroiden sind die
histologischen Ergebnisse meist inkonklusiv und die Biopsie muss, moglichst nach Absetzen der
Steroide, wiederholt werden. Die diagnostische Bedeutung von Liquor zur Tumorzellidentifizie-
rung mittels konventioneller Liquorzytomorphologie, Durchflusszytometrie oder durch
Nachweis der Monoklonalitdt mit der Polymerase-Kettenreaktion ist auf Patienten mit meningea-
lem Lymphombefall beschrinkt™'’. PZNSL weisen allerdings in weniger als 20% der Fille eine
meningeale Beteiligung auf, SZNSL in etwa 40-50% der Falle'"'?. Als Erginzung oder Alterna-
tive zur operativen Diagnostik ist die Identifizierung valider diagnostischer Marker im Liquor als
ein relativ leicht zugéngliches Kompartiment des ZNS daher bei Patienten mit ZNSL von hohem
klinischen Interesse. Auf der Suche nach diagnostischen und prognostischen Biomarkern fiir
ZNSL wurden bisher spezifische Mikro-Ribonukleinsdure-Expressionsmuster, Interleukin-10,
Neopterin und chemokine ligand 13 (CXCL13) als potentielle Marker identifiziert'>"”. Mit Aus-
nahme von CXCL13 wurden sie jedoch bisher nicht an unabhidngigen Kollektiven validiert. Zum
Teil fehlte in diesen Studien auch der Vergleich mit anderen Gehirntumoren. Ein umfassender
Uberblick potentieller Biomarker fiir die Diagnostik von PZNSL ist von Viaccoz et al. publiziert
worden, wobei Osteopontin (OPN) allerdings noch keine Erwéhnung fand'”.

OPN, kodiert durch das Gen secreted phosphoprotein 1 (SPPI), ist ein proinflammatorisches
Zytokin und Zell-Matrix-Glykoprotein mit zahlreichen Zellfunktionen wie Immunzellaktivie-
rung, B-Zell-Migration und -Proliferation, Chemotaxis, Zellkommunikation, fokale Adhésion
und Unterdriickung von Antitumorimmunitit'®. Studien zu unterschiedlichen malignen hamato-
onkologischen Erkrankungen konnten den Zusammenhang einer hohen OPN-Expression mit
Tumorprogress, Metastasenbildung und schlechter Prognose zeigen. Bei verschiedenen humanen
Malignomen wurde OPN als diagnostischer und prognostischer Biomarker beschrieben'’?'. Bei
PZNSL ist OPN im Vergleich zu nodalen und extranodalen DLBCL ohne ZNS-Beteiligung eines
der am stirksten differenziell exprimierten Gene?>”. Immunhistochemische Analysen an forma-
linfixierten, paraffineingebetteten Tumorgeweben bestétigten eine hohe Expression von OPN bei
PZNSL-Patienten’****. Zielstellung der Publikation 1 war es, die Rolle von OPN im Liquor als

ein diagnostischer und auch als prognostischer Marker bei ZNSL zu evaluieren.



1.2.3. Prognostische Marker bei ZNSL

Die ungiinstige Prognose der PZNSL hat sich nach Einfiihrung der Hochdosistherapie Methotr-
exat- (HDMTX) basierten Therapie und nach Hinzunahme weiterer ZNS-gingiger Zytostatika
wie Cytarabin, Ifosfamid und Thiotepa deutlich verbessert’*?. Bei den PZNSL ist das Anspre-
chen auf eine HDMTX-basierte Chemotherapie allerdings sehr heterogen. Daher bleibt die
Gesamtprognose aktuell mit einem medianen progressionsfreien Uberleben (PFS) von ca. 12-24
Monaten und einem medianen Gesamtiiberleben (OS) von ca. 3-5 Jahren relativ ungiinstig — ver-
glichen mit systemischen DLBCL***?. Die Therapie ist insbesondere fiir dltere Patienten im
Vergleich zu jlingeren Patienten toxischer, wobei neben der akuten Toxizitédt speziell die verzo-
gerte ZNS-Toxizitdt gefiirchtet wird®”®. Es wire demzufolge wiinschenswert, prognostische
Biomarker zu identifizieren, um risikostratifizierte Therapieentscheidungen treffen zu konnen.
Alter und Allgemeinzustand (Karnofsky-Index [KPS]) des Patienten sind die wichtigsten klini-
schen Prognosefaktoren bei PZNSL*. Dariiber hinaus wurde iiber den prognostischen Wert von
Lactatdehydrogenase im Serum, Eiweillkonzentration im Liquor und Lymphomlokalisation in
tiefen Hirnregionen berichtet’®. Der prognostische Einfluss eines meningealen Befalls bei
PZNSL konnte bisher nicht belegt werden'' . Uber die Assoziation der Prognose mit dem okulé-
ren Mitbefall beim PZNSL ist bisher nichts bekannt. Diese vitreoretinale Beteiligung
(intraokuldrer Lymphombefall [IOL]) wird bei ca. 10% der ZNSL-Patienten diagnostiziert und
kann nicht nur gleichzeitig mit dem ZNS-Befall, sondern auch vor dem Auftreten zerebraler La-
sionen oder auch im Rezidiv auftreten’>®. Klinisch zeigen sich bis zu 40% der Patienten
asymptomatisch, wohingegen bei anderen Symptome der chronischen Uveitis wie verschwom-
menes Sehen, das ,,Mouches volantes““-Phdnomen, konjunktivale R&tung, Photophobie oder
Schmerzen auftreten®”>**'. Die Diagnosestellung ist hiufig schwierig. Bei der ophthalmologi-
schen Untersuchung werden Uveitis-Zeichen oder gelbe subretinale Infiltrate gesehen. Die
pathologische Diagnosestellung aus dem Glaskorper ist haufig durch zahlreiche reaktive Zellen,
Zelldetritus und Fibrinablagerungen erschwert. Im Falle einer negativen Zytologie aus dem
Glaskorper kann eine chorioretinale Biopsie durchgefiihrt werden, die allerdings spezialisierten
Zentren vorbehalten ist und auch inkonklusiv sein kann*?. Fragestellung der Publikation 2 dieser
Dissertation war, die prognostische Bedeutung des IOL als Begleitmanifestation des PZNSL bei
Erstdiagnose zu erforschen.

Bei systemischen DLBCL ist die prognostische Bedeutung verschiedener Biomarker in zahlrei-
chen Studien untersucht worden. Insbesondere wurden auf der Basis von
Genexpressionsanalysen zwei prognostisch wichtige Untergruppen — der keimzentrumsartige

Typ (GCB) und der aktivierten B-Zellen dhnliche Typ beschrieben®**. Zudem wurden vor dem



Hintergrund der besseren Verfiigbarkeit verschiedene immunhistologische Algorithmen zur Sub-

identifizierung entwickelt*™*’

. Die verbreitetste Methode ist der Hans-Algorithmus unter
Einschluss von cluster of differentiation (CD) 10, B-cell lymphoma 6 (BCL6) und multiple mye-
loma oncogene 1/interferon regulatory factor 4 (MUMI/IRF4)*®. Hierbei werden DLBCL in die
Subgruppen GCB und nicht-GCB eingeteilt. Bei ZNSL wurde die prognostische Rolle der ein-
zelnen in den Hans-Algorithmus hineinflieBenden Molekiile als auch des Hans-Algorithmus’
selbst in bisher nur kleinen, meist retrospektiven Studien evaluiert, wobei die Ergebnisse wider-
spriichlich waren*’2. Ziel der Publikation 3 war es, die prognostische Bedeutung der Expression

von B-Zell-Differenzierungsmarker bei PZNSL zu evaluieren.

1.2.4. Zielstellung

Im Rahmen dieser Arbeit werden drei Publikationen prisentiert, die sich mit der Identifizierung
diagnostischer und prognostischer Marker bei ZNSL beschiftigen. In der ersten Publikation wird
der diagnostische und prognostische Wert von OPN im Liquor untersucht. Die zweite Publikati-
on beschiftigt sich mit dem prognostischen Einfluss der intraokuldren Beteiligung bei PZNSL,

die dritte mit dem prognostischen Einfluss verschiedener B-Zell-Differenzierungsmarker.

1.3. Methodik

Im Folgenden wird auf die Patientenkollektive und -charakteristika, das jeweilige Untersu-
chungsmaterial sowie die jeweiligen Untersuchungsmethoden separat eingegangen. Die
statistische Auswertung wird fiir alle Projekte zusammenfassend dargestellt. Alle Analysen wur-
den in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki und den Vorgaben der
Ethikkommission durchgefiihrt; alle Patienten haben ihr schriftliches Einverstdndnis gegeben.
Auf die gleichzeitige Verwendung minnlicher und weiblicher Sprachformen wird verzichtet.
Samtliche Personenbezeichnungen gelten fiir beide Geschlechter bzw. sind geschlechtsneutral zu

verstehen.

1.3.1. Diagnostischer und prognostischer Marker: Osteopontin im Liquor bei ZNSL
(Publikation 1)

Patienten und Proben

Liquorproben wurden von 37 immunkompetenten Patienten mit neu diagnostiziertem ZNSL vor
Therapiebeginn durch lumbale Punktion entnommen. Es handelte sich um 29 Patienten mit
PZNSL und 8 mit SZNSL. Eine Vorbehandlung mit Steroiden war erlaubt. Des Weiteren wurden

4 Kontrollgruppen analysiert: 1) 6 Patienten mit entziindlichen ZNS-Erkrankungen (zerebrale



Toxoplasmose, zerebrale Sarkoidose und unspezifische nichtinfektiose Enzephalitis), 2) 8 Pati-
enten mit multipler Sklerose (MS), 3) 9 Patienten mit Glioblastom (GBM) und 4) 13 gesunde
Kontrollpersonen (Personen ohne ZNS-Erkrankung, die einer diagnostischen Liquorpunktion bei
Kopfschmerzen zum Ausschluss einer Meningitis oder Arachnoidalblutung unterzogen wurden).
Alle Liquorproben wurden unverziiglich bei Raumtemperatur fiir vier Minuten bei 4.000 rpm
zentrifugiert. Die Uberstiinde wurden abgenommen und bei -80°C aufbewahrt. Von 17 PZNSL-
Patienten, sdmtlichen Patienten mit entziindlichen ZNS-Erkrankungen und allen gesunden Kon-
trollen wurden zugehorige Serum-Proben zum Zeitpunkt der Liquorpunktion akquiriert und
ebenfalls bei -80°C asserviert. Liquorzellzahl und Proteingehalt im Liquor wurden bei 26 ZNSL-
Patienten, allen Patienten mit entziindlichen ZNS-Erkrankungen sowie allen gesunden Kontroll-

personen analysiert.

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

OPN-Konzentrationen wurden im Liquor und Serum mit Hilfe des ELISA von R&D (Quantikine
ELISA Human Osteopontin Immunoassay, DOST00; R&D Systems Europe, Ltd., Abindon, UK)

bestimmt.

1.3.2. Prognostischer Marker: Intraokulire Lymphombeteiligung bei PZNSL (Publika-
tion 2)

Patienten und Behandlung

Das Patientenkollektiv der G-PCNSL-SG1-Studie bestehend aus 526 auswertbaren Patienten mit
PZNSL wurde im Hinblick auf das Ergebnis der ophthalmologischen Untersuchung (okulérer
Befall: ja oder nein) bei der Erstdiagnose analysiert. Im Rahmen der Studie wurden erwachsene
immunkompetente Patienten randomisiert der HDMTX-basierten Erstlinientherapie mit oder
ohne nachfolgende Ganzhirnbestrahlung (45 Gy in 1,5-Gy-Fraktionen) mit Stratifizierung nach
Alter (<60 vs. >60 Jahre) und Institution (Berlin vs. Tiibingen vs. alle anderen Standorte) zuge-
teilt.

Eine ophthalmologische Untersuchung war als eine der Staginguntersuchungen vorgesehen, al-
lerdings nicht bei allen Patienten durchgefithrt worden. Patienten ohne initiale
Spaltlampenuntersuchung wurden nicht aus der Studie ausgeschlossen.

Bei Patienten mit intraokuldrem Befall bei Studieneinschluss, die in den Ganzhirnbestrahlungs-
Arm randomisiert waren, sollte zusitzlich zur Ganzhirnbestrahlung eine Mitbestrahlung beider

Orbitae bis zu 30 Gy durchgefiihrt werden”.



1.3.3. Prognostischer Marker: B-cell ymphoma 6 bei PZNSL (Publikation 3)

Patienten und Behandlung

In der Analyse wurden Tumorproben von Patienten mit neudiagnostiziertem PZNSL aus der G-
PCNSL-SG1-Studie’ untersucht, die in ausreichender GroBe einem der Referenzpathologen vor-

lagen.

Immunhistochemie

Immunhistochemische Farbungen zur Darstellung der Protein-Expression an dem in Paraffin
eingebettetem Tumormaterial wurden an den referenzpathologischen Instituten der G-PCNSL-
SG1-Studie fiir CD10 (clone 56C6, Leica Biosystems), BCL6 (clone LN22, Leica Biosystems;
clone PG-B6p, Dako), B-cell lymphoma 2 (BCL2, clone100/D5, Leica Biosystems; clone 124,
Dako) und MUM1/IRF4 (clone MUM 1p, Dako) mit Hilfe eines automatischen Immunféarbegera-
tes (BondMax, Leica Biosystems; Benchmark XT, Roche-Ventana) durchgefiihrt. Gebundene
Antikorper wurden durch die Nutzung von Bond Polymer Refine 3,3’-Diaminobenzidine (DAB)
oder Ultra-View Universal DAB Detection Kit (Roche-Ventana) sichtbar gemacht, entwickelt
und mit Hilfe der Hersteller-Protokolle und Reagenzien kontrastgefarbt. Die Analyse der Mole-
kiile wurde anhand der Publikation von Horn et al. durchgefiihrt’. Fiir die Firbung von BCL6
wurden Tumore mit mehr als 30% positiv gefdrbten Zellen als positiv gewertet. Weiterhin wur-
den die Tumore in GCB und nicht-GCB-Subgruppen gemil deren Expression von CD10, BCL6
und MUMI1/IRF4 entsprechend der publizierten Methoden und cut-off-Werte (>30%) von Hans
et al. klassifiziert”. Dabei wurden Tumore mit CD10- oder BCL6-Expression ohne
MUM 1/IRF4-Expression als GCB definiert. Die verbleibenden Tumore fielen in die Subgruppe
der nicht-GCB.

1.3.4.  Statistik

Software

Fiir die statistische Auswertung der diagnostischen und prognostischen Marker wurde die kom-
merziell verfiigbare IBM SPSS Software fiir Windows, Versionen 18.0, 21.0 bzw. 22.0, und fiir

die Publikation 1 zusétzlich GraphPad Prism Software, Version 6.0, verwendet.

Deskriptive Statistik

Entsprechend des Skalenniveaus der Variablen wurden in den Publikationen Mittelwerte, Medi-
ane und absolute sowie relative Haufigkeiten angegeben. Die Verteilung der

Patientencharakteristika wurde mit dem Chi-Quadrat-Test analysiert.



Gruppenvergleiche

Ebenso wurden statistische Gruppenvergleiche je nach Skalenniveau und der Normalverteilung
der Variablen durchgefiihrt. Bei kategorialen oder nicht normalverteilten metrischen Variablen
wurden der Mann-Whitney-U-Test und Kruskal-Wallis-Test fiir unabhéngige Stichproben sowie
der Wilcoxon bei abhingigen Stichproben umgesetzt. In der Publikation 1 wurde der Mann-
Whitney-U-Test mit adjustierten P-Werten geméfl der Bonferroni-Korrektur (Faktor 10 bei
paarweisen Vergleichen zwischen 5 Gruppen, Faktor 15 bei paarweisen Vergleichen zwischen 6
Gruppen und Faktor 3 bei paarweisen Vergleichen zwischen 3 Gruppen) durchgefiihrt. Bei met-
rischen Variablen mit ausreichender Normalverteilung fand der Students t-Test fiir unabhingige

Stichproben Anwendung. Das Signifikanzniveau betrug in allen Publikationen ,05.

Receiver-Operating-Characteristic (ROC) Kurven

Die Giite eines diagnostischen Tests ldsst sich mit ROC-Kurven beschreiben. In Publikation 1
wurden sie angewendet, um OPN im Liquor als diagnostischen Test zu evaluieren. Zum Ver-
gleich der jeweiligen Testgiite wurde die Fliche unter der ROC-Kurve (AUC) sowie das 95%ige
Konfidenzintervall (KI) angegeben. Es wurde fiir jeden potentiellen cut-off-Wert des diagnosti-
schen Molekiils ein Paar von Sensitivitdt und 1-Spezifitit bestimmt. Die Auswahl der cut-off-
Werte als optimale theoretische Schwellenwerte wurde nach dem Kriterium desjenigen OPN-

Spiegels gewahlt, bei welchem sich Sensitivitdt und Spezifitdt am dhnlichsten waren.

Kaplan-Meier-Methode
Das OS und PFS wurde in allen drei Publikationen mit der Kaplan-Meier-Methode berechnet.

Dabei wurde das OS als Zeit zwischen Studieneinschluss bzw. Therapiebeginn und Tod defi-
niert. Das PFS wurde als Zeit zwischen Studieneinschluss bzw. Therapiebeginn und dem ersten

Progress, Rezidiv oder Tod unabhéngig von der Todesursache erfasst.

Korrelationsanalysen

In Publikation 1 wurde zur Bestimmung der Korrelationen zwischen der Anzahl zerebraler Lym-
phommanifestationen und dem OPN-Spiegel im Liquor der Rangkorrelationskoeffizient nach

Spearman (Spearman's rho, r) als ein parameterfreies Mal} genutzt.

Regressionsmodelle

Um in Publikation 1 den prognostischen Wert von OPN im Liquor zu bewerten, wurden einfache

und multiple Cox-Regressionsanalysen durchgefiihrt. Die Variablenselektion erfolgte mittels



schrittweisem Einschluss von Variablen ins Modell im Sinne einer Vorwirtsselektion. Alle Ha-
zard Ratios (HR) beziehen sich auf eine Verdanderung von 100 Einheiten des OPN-Spiegels im
Liquor. In der multivariaten Analyse des prognostischen Wertes des okuldren Lymphombefalls
in Publikation 2 wurde eine Riickwirtsselektion der Variablen angewendet. Dabei wurden aus
einem Modell mit den interessierenden unabhédngigen Variablen schrittweise Variablen entfernt.
In der Untersuchung des prognostischen Molekiils BCL6 in Publikation 3 wurden die Variablen,
die in die multiplen Cox-Modelle eingeschlossen wurden, mit Hilfe von Vorwirts- und Riick-

wartsselektion der Variablen bestimmt.

14. Ergebnisse

1.4.1. Diagnostischer und prognostischer Marker: Osteopontin im Liquor bei ZNSL
(Publikation 1)

Patientencharakteristika

Das Alter bei Erstdiagnose der PZNSL-Patienten lag im Median bei 65 Jahren (Bereich 43-84

Jahre), bei SZNSL-Patienten bei 66 Jahren (Bereich 47-75 Jahre). Die PZNSL-Patienten waren

zu 45%, die SZNSL-Patienten zu 50% maéannlichen Geschlechts. Histopathologisch stellten

DLBCL die Mehrheit dar (PZNSL 93%, SZNSL 63%). Die Lokalisation des Lymphombefalls

erwies sich in den meisten Féllen als rein parenchymal (PZNSL 93%, SZNSL 63%). Sowohl die

Zellzahl als auch der Proteingehalt im Liquor waren bei den untersuchten ZNSL-Patienten
mehrheitlich erh6ht (Zellzahl bei PZNSL 59%, bei SZNSL 75%; Proteingehalt bei PZNSL 73%,
bei SZNSL 100%). Die Kontrollgruppe der entziindlichen ZNS-Erkrankungen wies bei 17% der
Patienten eine erhdhte Liquor-Zellzahl und bei 50% der Patienten einen erhdéhten Proteingehalt
auf. Von den gesunden Kontrollpersonen war bei keinem die Zellzahl im Liquor und nur bei 8%
der Proteingehalt erhoht. Die Liquor-Zellzahl zeigte sich bei Patienten mit ZNSL im Gegensatz
zu den Patienten mit entziindlichen ZNS-Erkrankungen sowie im Unterschied zu den Gesunden
signifikant erhoht (jeweils P < ,01). Der Proteingehalt im Liquor der ZNSL-Patienten unter-
schied sich signifikant von den gesunden Kontrollen (P < ,01), jedoch nicht von den Patienten

mit entziindlichen ZNS-Erkrankungen™.

OPN-Werte bei ZNSL-Patienten und Kontrolleruppen
Die hochsten OPN-Werte konnten bei den PZNSL (Median 620 ng/ml) und SZNSL (Median

608 ng/ml) gemessen werden, die niedrigsten waren bei den GBM (Median 41 ng/ml) und MS
(Median 163 ng/ml) zu finden. Bei den Patienten mit entziindlichen ZNS-Erkrankungen (Median
356 ng/ml) und gesunden Kontrollen (Median 319 ng/ml) lagen die Werte im mittleren Bereich.
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Die Liquor-OPN-Werte unterschieden sich nicht zwischen PZNSL und SZNSL (P = 1,00). Es
fand sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Liquor-OPN-Werten der ZNSL-Patienten
und allen Kontrollgruppen (P <,001). Im Gegensatz zu den Liquor-OPN-Werten waren die me-
dianen OPN-Werte im Serum niedrig (PZNSL 52 ng/ml, entziindliche ZNS-Erkrankungen 99
ng/ml, gesunde Kontrollen 59 ng/ml) und wiesen keinen signifikanten Unterschied zwischen den

einzelnen Gruppen auf™*.

Diagnostische Bedeutung von OPN im Liquor

Mit Hilfe von ROC-Kurven konnte die Giite von OPN im Liquor als diagnostischer Test be-
schrieben werden. Die AUC ergab zur Unterscheidung zwischen ZNSL und entziindlichen ZNS-
Erkrankungen ,87 (95% KI ,75-,99; cut-off-Wert 438 ng/ml; Sensitivitit 84%; Spezifitit 83%),
zwischen ZNSL und MS ,96 (95% KI ,90-1,00; cut-off-Wert 362 ng/ml; Sensitivitdt 89%; Spezi-
fitdit 88%), zwischen ZNSL und GBM ,99 (95% KI ,96-1,00; cut-off-Wert 240 ng/ml;
Sensitivitdt 95%; Spezifitit 100%) und zwischen ZNSL und den gesunden Kontrollen ,92 (95%
KI ,83-1,00; cut-off-Wert 419 ng/ml; Sensitivitit 87%; Spezifitit 85%)5 ‘,

Prognostische Bedeutung von OPN im Liquor bei PZNSL-Patienten

Es konnten Uberlebensdaten von 25 PZNSL-Patienten, bei welchen OPN im Liquor zum Zeit-
punkt der Erstdiagnose gemessen wurde, analysiert werden. Die Nachbeobachtungszeit (Follow-
Up) lag im Median bei 21,4 Monaten. PFS und OS betrugen entsprechend 26,5 Monate im Me-
dian (95% KI 14,4-38,5 Monate) und 32,5 Monate im Median (95% KI 19,2-45,7 Monate). In
der univariaten Analyse zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen hohen Liquor-
OPN-Werten und einem kiirzeren PFS (HR 1,47; 95% KI 1,02-2,1; P =,037), jedoch kein signi-
fikanter Zusammenhang mit OS (HR 1,28; 95% KI 0,89-1,84; P = ,187). Die multivariate
Analyse unter Einschluss der klinischen Charakteristika Alter und Geschlecht ergab einen signi-
fikanten Zusammenhang zwischen hohem OPN im Liquor und einem kiirzeren PFS (HR 1,61;
95% KI 1,13-2,31; P =,009) sowie OS (HR 1,52; 95% KI 1,04-2,21; P = ,029). Die Korrelati-
onsanalyse nach Spearman zeigte eine signifikante mittelstarke Korrelation zwischen OPN im

Liquor und multifokalen Gehirnlésionen (r = ,46; P =,021)>*.
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1.4.2. Prognostischer Marker: Intraokulire Lymphombeteiligung bei PZNSL (Publika-
tion 2)
Patientencharakteristika

Von den 526 Patienten der G-PCNSL-SG1-Studie erhielten 297 (57%) eine ophthalmologische

Untersuchung im Rahmen des initialen Stagings: 19 Patienten (6%) hatten eine okulédre Beteili-
gung (bei 8 dieser Patienten fanden sich Lymphomzellen in der zytomorphologischen
Untersuchung des Glaskorperaspirates und bei einem war die Zytologie inkonklusiv). Bei Be-
trachtung der Patientencharakteristika wie Geschlecht, KPS, Memorial Sloan Kettering Cancer
Center (MSKCC)-Score, Lokalisation des Lymphoms im Gehirn und Anzahl zerebraler Lisio-
nen fand sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe mit intraokuldrem

Lymphombefall (IOL") und der Gruppe ohne intraokuldren Lymphombefall (IOL")*”.

Therapie und Ansprechen

Im Hinblick auf die erste Therapie und das anschlieBende Ansprechen zeigte sich kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den IOL'- und IOL -Patienten. Insgesamt erreichten von den 19
IOL"-Patienten 8 (42%) ein objektives Ansprechen nach der gesamten Ersttherapie, davon 7
(37%) Patienten eine komplette Remission.

In den Fiéllen eines Progresses bzw. eines Rezidivs waren bei 12 Patienten (63%) das Gehirn und
jeweils bei einem (je 5%) die Augen, Gehirn und Augen oder Meningen betroffen. Bei 4 Patien-
ten (21%) konnte die Lokalisation nicht genau bestimmt werden. Beide okuldren Rezidive traten
innerhalb von 2 Monaten nach Beendigung der HDMTX-basierten Therapie auf. Ein Patient
zeigte ein isoliertes intraokuldres Rezidiv nach initialer kompletter Remission, der zweite Patient
war nach einer partiellen Remission rasch progredient mit gleichzeitigem intrazerebralem und

intraokulirem Befall. In der IOL-Gruppe rezidivierten 8 (3%) Patienten mit [OL”.

Prognostische Bedeutung des IOL bei PZNSL

Das Follow-Up aller Patienten mit ophthalmologischem Assessment betrug im Median 78,4 Mo-
nate. Das mediane PFS in der IOL"-Gruppe lag bei 3,5 Monaten (95% KI 0,0-7,07 Monate) im
Vergleich zu 8,3 Monaten (95% KI 4,78-11,78 Monate) in der IOL"-Gruppe (P =,004). Das OS
im IOL"-Kollektiv betrug im Median 13,2 Monate (95% KI 0,86-25,62 Monate) versus 20,5
Monate (95% KI 15,56-25,5 Monate) im IOL -Kollektiv (P =,155). In der multivariaten Analy-
se, nach Adjustierung an Alter und KPS als wichtigste Prognosefaktoren, war der okuldre Befall

signifikant mit kiirzerem PFS (HR 2,18; P =,003) und OS (HR 2,17; P = ,004) assoziiert>’.
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1.4.3. Prognostischer Marker: B-cell ymphoma 6 bei PZNSL (Publikation 3)

Patientencharakteristika, Therapie und Ansprechen

Es konnten Tumorproben von 119 Patienten analysiert werden. Im Hinblick auf Patientencharak-
teristika, Behandlung und Ansprechen waren diese Patienten mit den restlichen Studienpatienten,
die nicht in diese Analyse eingeschlossen wurden, vergleichbar mit Ausnahme der Haufigkeit
des multifokalen Befalls und des Operationstyps. In der vorliegenden Analyse gab es signifikant
mehr Patienten mit weniger als 2 Tumorldsionen sowie signifikant mehr Patienten mit subtotaler
oder totaler Tumorresektion. Das Follow-Up aller der immunhistochemisch untersuchten Patien-
ten lag im Median bei 67,5 Monaten. Das mediane PFS betrug 10,6 Monate (95% KI 4,2-17,0
Monate), das mediane OS 28,9 Monate (95% KI 18,0-39,7 Monate). Das PFS und OS der im-
munhistochemisch untersuchten Patienten war nicht signifikant langer (P = ,057 bzw. ,056) als

das der iibrigen Patienten aus der G-PCNSL-SG1-Studie™.

Immunhistochemische Profile

Bei 89 von 96 (93%) diesbeziiglich untersuchten Tumoren fand sich die BCL2-Expression und
bei 24 von 117 (21%) CD10-Expression. BCL6 und MUM1/IRF4 waren in 60 von 111 (54%)
und 87 von 110 (79%) Tumoren positiv. Von den BCL6-positiven Tumoren zeigten 53 (88%)
eine Koexpression von MUM1/IRF4. Darauf basierend wurden 29 (27%) Tumore als GCB und
80 (73%) als nicht-GCB klassifiziert™®.

Prognostische Bedeutung von BCL6-Expression

Von den untersuchten Biomarkern korrelierte nur die Expression von BCL6 mit einem kiirzeren
PFS und OS. In univariater Analyse zeigte sich eine signifikante Assoziation von BCL6 sowohl
mit dem PFS (HR 1,53; 95% KI 1,01-2,34; P = ,047) als auch mit dem OS (HR 1,66; 95% KI
1,04-2,65; P =,035). In multivariater Analyse konnte ein signifikanter Zusammenhang allerdings
nur fiir das PFS gefunden werden (HR 1,95; 95% KI 1,22-3,12; P = .005). Entsprechend der
Klassifikation nach dem Hans-Algorithmus ergab sich im Hinblick auf das Outcome kein Unter-
schied zwischen der GCB- und nicht-GCB-Subgruppe. Patientencharakteristika und das
Ansprechen auf die Therapie unterschieden sich nicht zwischen den BCL6-positiven und BCL6-
negativen Patienten mit Ausnahme der Anzahl der Lisionen: Es zeigte sich eine Assoziation der
BCL6-Expression mit multifokalem zerebralem Lymphombefall (BCL6 positiv: 33% versus
BCL6 negativ: 16%).

Bei der Uberpriifung bereits bekannter klinischer Risikofaktoren bestitigte sich in univariater

Analyse eine signifikante Assoziation von Alter (HR 1,027; 95% KI 1,003-1,05; P = ,026) und
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KPS (HR 0,99; 95% KI 0,97-1,00; P = ,044) mit dem OS. Der MSKCC-Score, welcher auf Alter
und KPS basiert, zeigte in multivariater Analyse einen prognostischen Zusammenhang sowohl
mit dem PFS (HR 1,87; 95% KI 1,15-3,04; P = ,011) als auch mit dem OS (HR 2,95; 95% KI
1,22-7,13; P = ,016). Das Vorliegen multifokaler Gehirnldsionen war signifikant mit kiirzerem
PFS (HR 1,79; 95% KI 1,14-2,80; P = ,011) in univariater und kiirzerem OS (HR 2,72; 95% KI

1,18-6,28; P =,019) in multivariater Analyse assoziiert™.

1.5. Diskussion

Diese Dissertation fasst drei Projekte und die dazugehorenden Publikationen 1-3 zu diagnosti-
schen und prognostischen Markern fiir ZNSL zusammen. Die Publikation 1 konnte erstmalig
OPN im Liquor als einen potentiellen, leicht messbaren und kosteneffektiven diagnostischen und
prognostischen Marker fiir ZNSL identifizieren. Des Weiteren konnte in der Publikation 2 erst-
malig ein negativer prognostischer Einfluss des okuldren Befalls bei PZNSL gezeigt werden.
Immunhistochemische Analysen in der Publikation 3 identifizierten die Expression von BCL6

bei PZNSL als einen negativen prognostischen Biomarker.

OPN im Liquor wurde in der Publikation 1 auf seine diagnostische Bedeutung hin untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass OPN im Liquor von Patienten mit ZNSL signifikant hoher ist als bei
den Kontrollen. OPN erlaubte eine Unterscheidung von ZNSL und den Kontrollgruppen mit
hoher Sensitivitit und Spezifitdt und konnte daher als diagnostisches Molekiil dienen.

Aufgrund der Seltenheit der ZNSL ist wenig liber den Mechanismus der Entwicklung der Er-
krankung im ZNS, welches bisher als frei von lymphatischem Gewebe betrachtet wurde,
bekannt. Hohe Werte von proinflammatorischen Proteinen wie Neopterin und — wie in der Pub-
likation 1 beschriecben — OPN lassen eine pathogenetische Mitbeteiligung eines
neuroinflammatorischen Prozesses vermuten'>*. Diese These unterstiitzend ergab die Untersu-
chung von Incesoy-Ozdemir et al. bei Kindern mit akuter Leukimie mit ZNS-Befall hohere
OPN-Werte im Liquor als bei Patienten ohne ZNS-Befall'’.

Eine Bestétigung unserer Ergebnisse in groeren Studien wire wiinschenswert. Moglicherweise
konnte OPN insbesondere in Kombination mit anderen Molekiilen wie Interleukin-10, CXCL13
oder Neopterin das diagnostische Feld verbessern'*"”.

Interessant erscheint eine potentielle Rolle von OPN als ein Friihmarker eines sekundaren ZNS-
Befalls bei systemischen Lymphomen. Diese sind bisher kaum etabliert und basieren iiberwie-

gend auf klinischen Merkmalen®’. Insbesondere mit dem Ziel einer mdglichen ZNS-Prophylaxe

14



bei Patienten mit hohem Risiko fiir einen ZNS-Befall ist es wichtig, valide diagnostische Bio-
marker zu finden.

Die erhohten OPN-Werte bei Patienten mit MS bestétigen Studien anderer Gruppen, die {iber
erhohte OPN-Werte im Liquor bei Patienten mit MS und anderen neuroinflammatorischen sowie
neurodegenerativen Erkrankungen berichten’®’. Die niedrige OPN-Konzentration im Liquor
von GBM-Patienten in unserer Analyse steht im Gegensatz zum Ergebnis der Studie von Yama-
guchi et al., in der eine hohe Expression von OPN mittels Immunhistochemie sowie relativ hohe
OPN-Werte im Liquor gefunden wurden®. Eine mogliche Erklirung dieser Diskrepanz besteht
in methodologischen Unterschieden sowie Unterschieden von Patientencharakteristika und Vor-
behandlung. OPN-Werte im Liquor bei den gesunden Kontrollpersonen waren in der
vorliegenden Analyse hoher als in anderen Studien®®”. Auch wenn bei den Kontrollpersonen
keine ZNS-Erkrankung diagnostiziert wurde, konnen nicht alle Umstdnde wie bspw. eine perip-
here Neuropathie mit moglichem Einfluss auf OPN-Werte im Liquor ausgeschlossen werden.
Patienten mit hoheren OPN-Werten hatten in unserer Analyse ein kiirzeres medianes PFS und
OS. OPN konnte daher auch einen leicht messbaren prognostischen Biomarker bei ZNSL dar-
stellen. Weiterhin korrelierten hohere OPN-Werte signifikant mit einer multifokalen
Gehirnmanifestation, was darauf hindeutet, dass die OPN-Konzentration im Liquor die Tumor-
last bei ZNSL widerspiegeln konnte. Auch bei anderen Tumorentititen ist eine Korrelation
zwischen erhdhter OPN-Konzentration im Blut und erhohter OPN-Expression auf Tumorzellen
mit einer schlechteren Prognose gefunden worden®’?'. Dies kénnte die Moglichkeit der Nutzung
von OPN und des zugehorigen Rezeptors CD44 als potentielle therapeutische Ansatzpunkte 6ft-
nen’364
Die relativ kleinen Fallzahlen, insbesondere der Kontrollgruppen, stellen eine Einschrankung der
Analyse dar. Daher sind weitere Studien mit groferen Kontrollgruppen zur Validierung der Er-

gebnisse notwendig.

Die Publikation 2 berichtet iiber die erste Analyse okulédrer Beteiligung bei PZNSL und deren
prognostischen Bedeutung in einer gro3en prospektiven Kohorte, die im Rahmen der G-PCNSL-
SG1-Studie mit einer HDMTX-basierten Chemotherapie behandelt wurde. Die Frequenz des
IOL-Befalls lag hier bei 6%°. Dies ist in Ubereinstimmung mit der in der Literatur berichteten
Frequenz von 1-19%°°®. Die Streuungsbreite der Frequenz ldsst sich mit der hohen Rate asymp-
tomatischer Patienten und der Schwierigkeit, den intraokuliren Lymphombefall zu

diagnostizieren, erkléren.
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Erstmalig wurde gezeigt, dass IOL zum Zeitpunkt der Erstdiagnose eines PZNSL einen unab-
hiangigen negativen prognostischen Indikator sowohl fiir das PFS als auch das OS darstellt. Fiir
die schlechtere Prognose der IOL'-Patienten sind zwei Erkldrungsansitze denkbar. Zum einen
konnte IOL einer erhohten Tumorlast oder einem aggressiveren Tumorverhalten entsprechen.
Zum anderen ist es schwierig, therapeutische Dosen von HDMTX in der Glaskorper-Fliissigkeit
zu erreichen®®. Die Vermutung liegt nahe, dass somit Tumorzellen in diesem schwer zugingli-
chen Kompartiment {iberleben und zu einem Rezidiv fiithren kénnen.

Eine Einschrinkung der Analyse besteht darin, dass es sich dabei um eine ungeplante retrospek-
tive Sekunddranalyse einer Subgruppe handelte, da nicht alle Studienpatienten im Hinblick auf
eine okuldre Mitbeteiligung untersucht wurden. Von einem Bias ist allerdings nicht auszugehen,
da der Gruppenvergleich der wichtigsten klinischen Charakteristika und des Outcomes keine
signifikanten Unterschiede zeigte™. Da im Follow-up keine routinemifBige augenirztliche Unter-
suchung durchgefiihrt wurde (diese war im Protokoll der G-PCNSL-SGI1-Studie nicht
vorgesehen), kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass einige der okuldren Rezidive ver-
kannt geblieben sind.

Die Resultate der Publikation 2 unterstreichen die Wichtigkeit einer sorgféltigen ophthalmologi-
schen Beurteilung auch bei asymptomatischen PZNSL-Patienten — so wie es in den Richtlinien
der ,,International Primary CNS Lymphoma Collaborative Group* empfohlen wird. Das schlech-
te Outcome dieser Patienten suggeriert, dass sie als Hochrisiko-Patienten betrachtet werden
konnen und ggf. aggressiver zu behandeln sind. Ob eine zusdtzliche Behandlung des okuldren
Befalls wie eine lokale Radiotherapie oder intravitreale Injektion von Chemo- bzw. Immunthe-
rapie (Rituximab) die Prognose von IOL'-PZNSL-Patienten verbessern kann, bleibt noch

unklar®®¢7-8,

In der Publikation 3 wurde die Expression und prognostische Signifikanz der B-Zell-
Differenzierungsmarker bei PZNSL untersucht. Der hohe Prozentsatz der Tumore mit Ko-
Expression von BCL6 und MUM1/IRF4 steht im Einklang mit den Ergebnissen von Hans et al.
und Chang et al., welche ebenfalls eine hohe Ko-Expressionsrate von BCL6 und MUM1/IRF4
als charakteristisches Merkmal der PZNSL im Vergleich zu systemischen DLBCL fanden®*®.
Die Koexpression von MUM1/IRF4 weist auf die Abstammung der PZNSL aus dem aktivierten
Keimzentrum hin**’’. Des Weiteren lieBen sich die meisten PZNSL dieser Analyse entsprechend
dem Hans-Algorithmus dem nicht-GCB-Subtyp zuordnen. Dies stimmt mit anderen immunhis-

tochemischen und Genexpressions-Analysen iiberein®""""2.
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Die prognostische Wertigkeit des B-Zell-Differenzierungsstatus’ und verschiedener B-Zell-
Differenzierungsmarker zur Vorhersage des Outcomes bei PZNSL ist derzeit ungewiss. Die ver-
fligbaren Daten zu dieser Fragestellung basieren zumeist auf retrospektiven Studien mit kleinen
Fallzahlen und heterogener Behandlung und sind zum Teil widerspriichlich®*7". Im Daten-
satz der Publikation 3 wurde keine Korrelation zwischen der Expression des anti-apoptotischen
Proteins BCL2 und dem PFS oder OS festgestellt. BCL2-negative Tumore waren allerdings so
selten, dass die Expression von BCL2 eher ein Charakteristikum als ein prognostischer Faktor
beim PZNSL zu sein scheint. Bei systemischen DLBCL hingegen wurde BCL2 von Mounier et
al. und Gascoyne et al. als unabhingiger ungiinstiger Prognosefaktor beschrieben’’®. Auch die
alleinige Expression des B-Zell-Markers CD10 oder MUM 1/IRF4 korrelierte nicht mit der Prog-
nose, was in Ubereinstimmung mit anderen Publikationen steht*’*. In unserer Analyse wies
BCL6-Expression eine Korrelation mit schlechterem Outcome auf und kann daher als potentiel-
ler negativer prognostischer Biomarker gesehen werden. Die bisherigen Untersuchungen der
prognostischen Signifikanz von BCL6 bei PZNSL-Patienten im Rahmen von retrospektiven Stu-

dien mit kleinen Fallzahlen ergaben kontroverse Ergebnisse™*"

. In einer prospektiven
multizentrischen Studie konnte allerdings ebenfalls ein Zusammenhang zwischen der BCL6-
Expression und schlechterem Uberleben gefunden werden’’. Ein Zusammenhang zwischen der
BCL6-Expression und ungiinstigen klinischen Prognosefaktoren wie hoherem Alter oder
schlechterem KPS wurde von anderen Gruppen beschrieben®. In der aktuellen Auswertung wur-
de eine Korrelation zwischen der Expression von BCL6 und multifokalem zerebralem
Lymphombefall gefunden. Dieser wurde bereits in fritheren Analysen der gesamten Kohorte der
G-PCNSL-SG1-Studie als negativer Prognosefaktor beschrieben’®. Einen signifikanten Unter-
schied im Outcome zwischen der GCB und der nicht-GCB-Gruppe konnten wir in der
vorliegenden Analyse nicht feststellen. Dies passt zu den Ergebnissen verschiedener anderer
kleinerer Studien*%""".

Eine relevante Einschrinkung der immunhistochemischen Post-hoc-Analyse ist, dass nur 23%
aller Studienpatienten der G-PCNSL-SGl1-Studie in die Untersuchung der B-Zell-
Differenzierungsmarker eingeschlossen wurden. Der Bias der positiven Selektion ist auf die
Notwendigkeit der Verfiigbarkeit groer Tumormassen fiir die Immunhistochemie zuriickzufiih-
ren. Folglich handelt es sich bei den eingeschlossenen Féllen zum grof8en Anteil um Patienten
mit weniger als zwei zerebralen Tumorlédsionen und einer subtotalen oder totalen Tumorresekti-

on bei Erstdiagnose. In der gesamten G-PCNSL-SGI1-Studienpopulation waren diese beiden

Faktoren mit einem besseren Outcome assoziiert. Dies konnte den nicht-signifikanten aber po-

17



tentiell wichtigen Trend einer besseren Prognose in der in Publikation 3 analysierten Patienten-

gruppe mit immunhistochemischer Analyse erkldren.

Insgesamt ist die vorliegende Arbeit ein wichtiger Schritt auf dem Weg zur besseren diagnosti-

schen und prognostischen Charakterisierung von ZNSL.
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