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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Mit konventionellen Chemo- und Immuntherapeutika l4sst sich ein Grofteil der Patienten mit
einem NHL nicht endgiiltig heilen. Daher sind in den letzten Jahren neue Medikamente
entwickelt worden, darunter die bispezifischen Antikdrper (BsAb), welche mit einem Arm an
ein Oberflachenantigen auf der Tumorzelle und mit dem anderen Arm an einen aktivierenden
Rezeptor auf einer Immuneffektorzelle binden. Diese Antikorper sollen zytotoxische Zellen
an die Tumorzellen binden und so eine spezifische und lokalisierte Immunreaktion
hervorrufen. Die in dieser Studie evaluierten BsAb sind der CD19XCD16 BsAb, der
Natiirliche Killerzellen aktivieren soll, sowie der CD19XCD3 BsAb fiir die Rekrutierung von
T-Lymphozyten. Diese Antikorper zeigten in vitro sowie in Tierexperimenten und zum Teil in
ersten klinischen Studien vielversprechende Wirkungen. Ziel der vorliegenden Studie war es,
herauszufinden, ob die BsAb prinzipiell bei allen NHL-Patienten einsetzbar sind, oder ob es
abhingig von NHL-Subtyp, Krankheitsstatus oder Vortherapie Einschrinkungen in der
Anwendbarkeit gibt. Dazu wurde das Blut von 44 Patienten mit NHL untersucht, die sich
anhand der vorgenannten Merkmale unterschieden. Zum einen wurde die Zahl der
Immuneffektorzellen bestimmt, die fiir die Wirkung der BsAb notwendig sind. Die
zytotoxische Aktivitdt der NK- und T-Zellen wurde nach Zugabe bekannter aktivierender
Reagentien sowie in Gegenwart des jeweiligen BsAb und CD19+ Zielzellen untersucht. Dazu
wurde der CDI107a-Zytotoxizitdtsassay verwendet, mit dem sich der Prozentsatz der
degranulierten Zellen in einer bestimmten Zellpopulation bestimmen ldsst. Die an Patienten
erhobenen Ergebnisse wurden mit jenen von 17 gesunden Probanden verglichen.

Die Bestimmung der Zellzahlen ergab bei NHL-Patienten eine verminderte Anzahl an T- und
B-Lymphoyzten sowie eine stark verminderte CD4/CD8-Ratio, wihrend die NK-Zellzahl bei
den meisten Patienten normal war. Dabei zeigten Patienten mit progredienter Erkrankung im
Gegensatz zu Patienten in Remission eine starke Verminderung der CD4+ und CD8+ T-
Lymphozyten. Die Beurteilung der Zytotoxizitit von T- und NK-Zellen gegeniiber
physiologischen Stimuli zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen gesunden
Probanden und Patienten. Das gleiche Bild ergab sich bei Inkubation von Effektorzellen mit
CD19+ Lymphomzellen und CD19XCD16 bzw. CD19XCD3 BsAb. NK-Zellen zeigten im
Gegensatz zu einer Exposition gegeniiber den Lymphomzellen allein einen dreifachen
Anstieg der aktivierten Zellpopulation, T-Zellen sogar einen siebenfachen Anstieg in der
zytotoxischen Aktivitit. Es zeigten sich auch hier keine Unterschiede zwischen Patienten und

gesunden Kontrollen. Krankheitssubtyp, -status sowie Vortherapie hatten keinen Einfluss auf
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die zytotoxischen Fahigkeiten der Patienten. Es konnte somit demonstriert werden, dass die
Applikation von CD19XCD16 und CD19XCD3 BsAb mogliche Therapieoptionen bei NHL
bietet. Die Anfertigung eines priatherapeutischen Immunstatus konnte sinnvoll sein, um bei
den Zellzahlen Abnormititen zu erkennen, die die Therapieeffektivitit negativ beeinflussen

konnten.
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Einleitung

L. Einleitung

1.1 Non-Hodgkin-Lymphome

1.1.1 Epidemiologie

Die Non- Hodgkin- Lymphome (NHL) bilden gemeinsam mit den Hodgkin-Lymphomen die
Gruppe der malignen Lymphome. Bei den Non- Hodgkin- Lymphomen handelt es sich um
seltene Krankheitsbilder (Pravalenz ca. 10/100.000 Einwohner jdhrlich), deren Inzidenz in
den letzten Jahren jedoch stetig zugenommen hat [1]. In der Rangfolge der héufigsten
Krebserkrankungen stehen die NHL weltweit auf Platz 12 (Méanner Platz 8, Frauen Platz 10)
[2]. Sie sind verantwortlich fiir 2,7 % aller Krebstodesfalle weltweit. Die Wahrscheinlichkeit,
an einem NHL zu erkranken, steigt mit zunehmendem Alter an; das mittlere Erkrankungsalter
liegt zwischen 60 und 70 Jahren. Ménner erkranken 1,5-mal héufiger als Frauen [3]. Die
Lymphome entstehen durch die Entartung eines Zellklons der lymphatischen Reihe und
kénnen somit sowohl von B-Lymphozyten (85-90 % der Félle) als auch von T-Lymphozyten
(10-15 %) unterschiedlicher Reifestadien ihren Ausgang nehmen [4]. Daraus resultiert eine

grof3e Heterogenitdt der Krankheitsbilder beziiglich Histologie, Verlauf und Prognose.

1.1.2 Atiologie

Uber die Atiologie der NHL ist nur wenig bekannt. Gesichert ist, dass Immundefekte fiir die
Entwicklung eines malignen Lymphoms préadisponieren. Dies konnen angeborene
Immundefekte wie das Wiskott-Aldrich-Syndrom sein, jedoch auch erworbene
Immundysfunktionen nach einer Therapie mit Zytostatika oder Immunsuppressiva [5]. Eine
Infektion mit dem HI-Virus ldsst das Erkrankungsrisiko sogar auf das 60-fache ansteigen [6].
Auch einige Autoimmunerkrankungen bergen ein erhdhtes Risiko fiir die Entwicklung eines
NHL, darunter rheumatoide Arthritis, Sjogren-Syndrom, Lupus erythematodes und Zoliakie
[7]. Fiir einige Lymphom-Unterformen besteht eine gesicherte Assoziation mit viralen oder
bakteriellen Infektionen. So spielt eine Infektion mit Helicobacter pylori eine entscheidende
Rolle bei der Entwicklung eines MALT-Lymphoms des Magens [8]. In Endemiegebieten des
HTLVI1- Virus in Japan finden sich gehduft T-Zell-Lymphome [9], in denen des Epstein-Barr-
Virus in Afrika gehduft Burkitt-Lymphome [10]. Weitere Assoziationen bestehen zu
Infektionen mit dem humanen Herpesvirus Typ 8 und einer Hepatitis C-Virus-Infektion [11].
Auch chromosomale Aberrationen spielen eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung

maligner Lymphome. Bei 70-90 % der Patienten mit follikulirem Lymphom findet sich eine
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Translokation t(14;18), die zu einer Aktivierung des bcl2-Onkogens fiihrt [12]. Ahnliche
Aberrationen sind auch fiir andere Lymphom- Subtypen nachgewiesen worden. Fiir den
Einfluss exogener Faktoren wie die Exposition gegeniiber Pestiziden, Insektiziden,
Losemitteln sowie den beruflichen Einsatz von Haarfarbemitteln gibt es in der Literatur nur
schwache Hinweise bzw. sogar widerspriichliche Ergebnisse [13]. Eine kiirzlich
veroffentlichte Studie beschreibt jedoch die erhdhte Inzidenz von NHL nach Exposition

gegeniiber ionisierenden Strahlen [14].

1.1.3 Klassifikation

Es existieren verschiedene Klassifikationssysteme fiir NHL, die sich nach klinischen,
morphologischen, immunphénotypischen und molekulargenetischen Kriterien richten. Die
gebriuchlichste Einteilung ist die WHO-Klassifikation aus dem Jahre 2001 (Tabelle 1.1.1 und
1.1.2). Sie unterscheidet Lymphome der unreifen T- und B-Vorldufer-Zellen von reifzelligen
B- und T-Zell-Lymphomen und berilicksichtigt Merkmale der Morphologie, des

Immunphénotyps und Genotyps, der zelluldren Herkunft sowie des klinischen Verlaufs [15].

NHL der B- Zell- Reihe

Vorliuferzell- Lymphome
Vorlauferzell-B-lymphoblastische Leukdmie/Lymphome

Periphere Lymphome

B-CLL, kleinzelliges lymphozytisches Lymphom
B-Zell-prolymphozytische Leukdmie
B-CLL-Variante: mit monoklonaler Gammopathie/plasmozytoider Differenzierung

Lymphozytisches Lymphom

Mantelzelllymphom
Variante: Blastisches Mantelzell-Lymphom

Follikulires Lymphom
Varianten: Grad 1, 2, und 3
Kutanes follikuldres Keimzentrumslymphom

Marginalzonen-B-Zell- Lymphom
MALT-Typ

Nodales Marginalzonen-B-Zell-Lymphom
Marginalzonen-B-Zell-Lymphom der Milz
Haarzell-Leukdmie

Plasmazellmyelom/ Plasmozytom
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Diffuses grofizelliges B-Zell-Lymphom
Varianten: Zentroblastisch, immunoblastisch, T-Zell- oder histiozytenreich, anaplastisch-
grof3zelliges Lymphom

Mediastinales (thymisches) grofizelliges B-Zell-Lymphom
Intravaskuldres groBzelliges B-Zell-Lymphom
Priméres Ergusslymphom

Burkittlymphom
Atypisches (pleomorphes) Burkitt-Lymphom

Tabelle 1.1.1: WHO-Klassifikation der B-Zell-NHL [16]

NHL der T-Zell-Reihe

Vorliuferzell-Lymphome
Vorldufer-T-Zell-lymphoblastische Leukdmie/Lymphom

Periphere Lymphome

T-Zell-CLL, Prolymphozytische Leukédmie
T-Zell-groBzelliges granuliertes lymphozytisches Lymphom
Aggressive NK-Zell-Leukdmie

Mycosis fungoides/Sézary-Syndrom

Peripheres T-Zell-Lymphom, nicht spezifiziert

Subkutanes Pannikulitis-dhnliches T-Zell-Lymphom
Hepatosplenisches gamma-delta T-Zell-Lymphom
Angioimmunoblastisches T-Zell-Lymphom

Extranodales NK/T-Zell-Lymphom, nasal und nasaler Typ
Enteropathie-typisches T-Zell-Lymphom

Adulte T-Zell-Leukédmie/Lymphom (HTLV1+)

Anaplastisches grofizelliges Lymphom, primiir systemisch
Primére kutane CD30-positive T-Zell-proliferative Erkrankung

Tabelle 1.1.2: WHO-Klassifikation der T-Zell-NHL [16]

Zusitzlich zu der WHO-Klassifikation hat sich eine Einteilung in indolente, aggressive und
sehr aggressive Lymphome anhand des klinischen Verlaufes bewéhrt [17]. Diese Einteilung
spielt eine entscheidende Rolle bei der Wahl des Therapiekonzeptes- indolente Lymphome
wie die Chronisch lymphatische Leukdmie (CLL) oder das MALT-Lymphom zeigen héufig
einen blanden Verlauf {iber viele Jahre, so dass sie in der Regel erst bei ausgeprigter

Symptomatik oder rascher Progredienz therapiert werden. Die sich langsam  teilenden




Einleitung

Tumorzellen sprechen jedoch auch langfristig nur begrenzt auf eine klassische Chemotherapie
an, und eine definitive Heilung ist selten. Aggressive Lymphome wie das Plasmozytom oder
das Burkitt-Lymphom hingegen haben ohne Therapie einen rasch todlichen Verlauf, sind aber

durch eine Chemotherapie zum Teil heilbar.

1.1.4 Klinik

Ein GroBteil der Patienten, die an einem NHL erkranken, stellt sich mit einer persistierenden,
meist schmerzlosen Lymphknotenschwellung beim Arzt vor. Des weiteren kann auch eine
Splenomegalie, seltener eine Hepatomegalie bestehen. In ca. 20 % der Félle berichten die
Patienten iiber Allgemeinsymptome wie Fieber, Gewichtsverlust und Nachtschweil3, die sog.
B-Symptome. Ggf. besteht bereits bei Erstdiagnose eine Knochenmarkinfiltration mit
Beeintrachtigung der Hamatopoese. Diese duflert sich durch eine Andmie mit Bldsse und
Abgeschlagenheit, eine Thrombozytopenie mit Blutungsneigung und Petechien sowie eine
Granulozytopenie mit Infektneigung. Auch extralymphatische Infiltrate, beispielsweise der

Haut, kommen vor.

1.1.5 Diagnostik und Stadieneinteilung

Neben einer ausfiihrlichen Anamnese und klinischen Untersuchung ist die Exstirpation eines
betroffenen Lymphknotens mit anschlieBender histologischer, immunhistologischer,
molekularbiologischer und zytogenetischer Untersuchung zur Bestimmung des Lymphom-
Subtypus erforderlich. Zudem sollte immer eine Blutuntersuchung erfolgen, aus der sich erste
Hinweise auf eine eventuelle Beteiligung des Knochenmarks ergeben kdnnen. Ebenfalls von
grofler Bedeutung im Rahmen der Labordiagnostik ist die Bestimmung des Prognosefaktors
LDH (s.u.) sowie die HIV- Serologie. Weitere Untersuchungen beinhalten eine
Knochenmarkpunktion und die Anwendung bildgebender Verfahren (Rontgen-Thorax, CT
Hals/Thorax/Abdomen, Sonographie, ggf. PET). Abhingig von der klinischen Symptomatik
sollten auch HNO-érztliche Untersuchung, Kolo- oder Gastroskopie, eine Skelettszintigraphie
oder eine Liquorpunktion angestrebt werden.

Nach Erhebung aller Befunde kann die Stadieneinteilung vorgenommen werden, die
nach der Ann-Arbor-Klassifikation hinsichtlich der Lokalisation und nach der WHO-
Klassifikation beziiglich des NHL-Subtyps erfolgt (Tabelle 1.1.1 bis 1.1.3). Spezielle
Klassifikationen bestehen fiir die CLL (nach Binet oder Rai) sowie fiir das Plasmozytom

(nach Durie und Salmon).
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I Befall einer einzigen Lymphknotenregion (I/N) oder Vorliegen eines einzigen oder
lokalisierten extranodalen Herdes (I/E)

II | Befall von zwei oder mehr Lymphknotenregionen auf einer Seite des Zwerchfells (II/N)
oder Vorliegen lokalisierter extranodaler Herde (II/E) und Befall einer oder mehrerer
Lymphknotenregionen auf einer Seite des Zwerchfells (II/N/E)

III | Befall von zwei der mehr Lymphknotenregionen auf beiden Seiten des Zwerchfells
(ITI/N) oder Befall von lokalisierten extranodalen Herden und Lymphknotenbefall (III/E
oder III/N/E)

III1 | Subphrenische Lokalisation, beschrankt auf Milz, zéliakale und/oder portale
Lymphknoten allein oder gemeinsam

III2 | Subphrenische Lokalisation mit Beteiligung paraaortaler, mesenterialer, iliakaler
und/oder inguinaler Lymphknoten allein oder gemeinsam

IV | Disseminierter Befall eines oder mehrerer extralymphatischer Organe mit oder ohne
Befall von Lymphknoten

Zusatz ,,A* bei Fehlen, ,,B“ bei Vorliegen von: -Nicht erklarbarem Fieber > 38°C
-Nicht erklarbarem Nachtschweil}

-Nicht erklarbarem Gewichtsverlust
(>10% des KG inn. von 6 Monaten)

Tabelle 1.1.3: Stadieneinteilung der NHL nach Ann-Arbor [16]

Bei den aggressiven NHL ermoglicht die genaue Stadieneinteilung unter Beriicksichtigung
des Patientenalters, der Serum-LDH, der Zahl der Extranodalbefdlle und des
Allgemeinzustandes eine individuelle Risikoabschitzung anhand des internationalen
prognostischen Index (IPI, Tabelle 1.1.4) [18]. Mit Hilfe des IPI erfolgt eine Einteilung in 4
Risikogruppen (IPI 1;2;3;>3).

Alter >60 Jahre

Stadium II/IV

>1 extranodaler Befall

Schlechter Allgemeinzustand (WHO/ECOG>1)

LDH uber Normwert

Tabelle 1.1.4: Klinische Risikofaktoren bei aggressivem NHL entsprechend dem Internationalen

Prognostischen Index (IPI).

Die 5- Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) lag vor Einfiihrung von Rituximab in der Gruppe mit
dem niedrigsten Risiko bei 79 %, in der Gruppe mit der schlechtesten Prognose nur noch bei
26 % [19]. Auch nach Einfilhrung der modernen Immunchemotherapie hat sich die
Aussagekraft des IPI bewédhrt [20]. Bei Patienten unter 60 Jahren wird der altersadaptierte IPI
eingesetzt; in dieser Altersgruppe zahlt ,,bulky disease” (Lymphknotenkonglomerat bzw.

einzelnes Lymphom > 7,5 cm) als zusétzlicher Risikofaktor [21].
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1.1.6 Therapie der B-Zell-NHL

Die Wahl der Therapieform richtet sich nach dem histologischen Subtyp des Lymphoms und
danach, wie weit die Erkrankung fortgeschritten ist. Die Unterteilung in aggressive und
indolente NHL spielt hier eine zentrale Rolle. Nachfolgend soll auf das anerkannte

therapeutische Vorgehen bei diesen beiden Gruppen eingegangen werden.

1.1.6.1 Therapie indolenter NHL am Beispiel des follikuldren Lymphoms

Das follikuldre Lymphom stellt mit 22 % aller Félle die zweithdufigste Gruppe der NHL dar
[4]. Die Erkrankung nimmt ihren Ausgang von einer entarteten B-Zelle aus dem
Keimzentrum eines Lymphfollikels und damit von einer funktionell reifen Zelle. Die
Wachstumsrate ist somit eher langsam, weshalb follikuldre Lymphome in der Regel indolent
tiber mehrere Jahre verlaufen. Bei ca. 80 % der Patienten wird die Erkrankung erst im
Stadium II/IV nach Ann-Arbor diagnostiziert; dies hat entscheidenden Einfluss auf die
Prognose. Zusitzlich zur Ann-Arbor-Klassifikation ist bei den follikuldren Lymphomen die
Einteilung in drei Schweregrade nach histologischen Gesichtspunkten relevant; ein
follikuldres Lymphom vom Grad IIIB verhilt sich wie ein aggressives NHL und sollte auch
dementsprechend behandelt werden (s.u.) [22]. Es existiert zudem ein modifizierter
Prognoseindex, der FLIPI (Follicular Lymphoma International Prognostic Index) zur
genaueren Risikoabschitzung unter Beriicksichtigung der Parameter Himoglobin-Wert, LDH,
Anzahl der befallenen Lymphknoten und Krankheitsstadium [23].

Erfolgt die Diagnose eines follikuliren Lymphoms in einem frithen, limitierten
Stadium (Stadium I oder II), so ist eine Therapie mit kurativer Zielsetzung indiziert. Der
Patient wird dazu einer Strahlentherapie mit einer mittleren Gesamtdosis von 30-40 Gray
zugefiihrt. Mit dieser Therapie konnen 5-Jahres-Uberlebensraten von 86 % erreicht werden
[24].

Befindet sich der Patient zum Zeitpunkt der Diagnosestellung in einem spéteren,
generalisierten Krankheitsstadium (Stadium III, IV) so erfolgt die Behandlung nach einem
palliativen Therapiekonzept. In der Regel wird bis zum Auftreten klinischer Symptome bzw.
dem Nachweis eines eindeutigen Progress die ,,wait and watch®- Strategie angewandt. Dies
hat keinen negativen Einfluss auf das Gesamtiiberleben [25]. Erst bei Auftreten
krankheitsassoziierter =~ Symptome  (hdmatopoetische  Insuffizienz, = B-Symptomatik,
GroBenzunahme des Lymphoms) wird eine Therapie empfohlen. Gingige Chemotherapie-
Schemata sind z.B. das CHOP-Schema (Cyclophosphamid, Daunorubicin, Vincristin,
Prednison), das MCP-Schema (Mitoxantron, Chlorambucil, Prednison) oder das CVP-Schema
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(Cyclophosphamid, Vincristin, Prednison). Bei jiingeren Patienten mit ggf. geplanter
Stammzelltherapie stellt die Durchfithrung des CHOP-Protokolls derzeit die Therapie der
Wahl dar.

Durch die zusitzliche Verabreichung des Anti-CD20-Antikorpers Rituximab kann
eine hohere Ansprechrate (96 % vs. 90 %), eine Verdoppelung der progressionsfreien Zeit
sowie ein verldngertes Gesamtiiberleben erreicht werden [26, 27]. Die kombinierte
Immunchemotherapie stellt daher heute den Standard in der Therapie follikuldrer Lymphome
dar.

Im Anschluss an das Erreichen einer Remission erfolgt die Einleitung einer
Konsolidierungstherapie. Eine Moglichkeit ist der Einsatz von Interferon-alpha, welcher
nachweislich das krankheitsfreie Uberleben verlingert. Ein Einfluss auf das Gesamtiiberleben
ergibt sich jedoch bei alleiniger Erhaltungstherapie nicht [28]. Alternativ ist eine Rituximab-
Erhaltungstherapie moglich. Die Wirksamkeit einer solchen Therapie im Anschluss an die
Behandlung eines Rezidiv-FL ist beschrieben. Patienten, die in dieser Situation regelmaBig
Rituximab erhielten, zeigten eine Verbesserung des ereignisfreien Uberlebens und einen
Vorteil im Gesamtiiberleben [29]. Daher stellt die Rituximab-Konsolidierungstherapie derzeit
den Goldstandard in der Anschlussbehandlung des rezidivierten FL dar; der Einsatz in der
Primértherapie ist Gegenstand aktueller Studien.

Nach einem mittleren progressionsfreien Uberleben von 82.3 Monaten im Anschluss
an eine R-CHOP-Behandlung erleiden fast 60 % der Patienten mit einem follikuldren
Lymphom ein Rezidiv [30]. Therapiemoglichkeiten in dieser Situation umfassen zum einen
eine erneute Immunchemotherapie, z.B. nach dem R-FCM- (Rituximab plus Fludarabin,
Cyclophosphamid, Mitoxantron) oder dem BMR-Schema (Rituximab plus Bendamustin,
Mitoxantron) mit anschlieBender Rituximab-Erhaltungstherapie. Die Applikation von R-FCM
fiihrte in einer Studie zu Ansprechraten von 79 % und einer 2-Jahresiiberlebensrate von 73 %
[31]. Eine weitere Therapieoption stellt die autologe Stammezelltransplantation nach
Hochdosistherapie und Ganzkdrperbestrahlung dar. Mit dieser Strategie kdnnen bei Patienten
in der zweiten Remission S5-Jahres-Uberlebensraten von 75 % erreicht werden [32].
Schwerwiegende Nebenwirkungen dieser Therapieoption sind die Entwicklung eines
myelodysplastischen Syndroms oder einer akuten myeloischen Leukédmie. Auch die allogene
Stammzelltransplantation wird aufgrund erheblicher Nebenwirkungen nur bei Patienten mit
Rezidiv eingesetzt. Dosisreduzierte Konzepte erreichen 2-Jahres-Uberlebensraten von 84 %,
jedoch entwickeln 64 % der Patienten chronische Graft-versus-Host-Reaktionen, bei denen

transplantierte Immunzellen den Empféngerorganismus angreifen [33].
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1.1.6.2 Therapie aggressiver NHL

Die als aggressiv bezeichneten NHL, beispielsweise das diffus-grofzellige B-Zell-Lymphom,
zeigen im Gegensatz zu den indolenten Lymphomen ein rasches Wachstumsmuster und
filhren unbehandelt innerhalb weniger Wochen oder Monate zum Tod. Betroffene Patienten
sollten daher unmittelbar einer Therapie zugefiihrt werden, welche primér in kurativer
Intention erfolgt. Patienten iiber 60 Jahre konnen zunidchst mit einer Vorphasetherapie,
bestehend aus Vincristin und Prednison behandelt werden. Ist anschlieend, abhidngig vom
Allgemeinzustand des Patienten, eine kurative Therapie durchfiihrbar, so stellt auch hier
(vorausgesetzt es liegt ein CD20-positives Lymphom vor) das R-CHOP-Schema, allerdings
mit verkiirztem Therapieintervall, das Standardvorgehen dar. Ebenso wie bei den indolenten
Lymphomen verbessert der Einsatz von Rituximab progressionsfreies Uberleben und

Gesamtiiberleben signifikant (Abb 1.1.1) [34].

Cumulative Proportion Surviving

0.2

0 1 2 3 4 5 6 7
Years

Abb. 1.1.1: Gesamtiiberleben nach einer medianen Nachbeobachtungszeit von fiinf Jahren bei
Patienten mit aggressivem Lymphom >60 Jahre, die mit CHOP bzw. R-CHOP behandelt worden sind
[34]. Reprinted with permission. © (2005) American Society of Clinical Oncology. All rights

reserved.

Auch jiingere Patienten mit giinstigem Risikoprofil (IPI 0-1) profitieren von einer
kombinierten Immunchemotherapie, weshalb auch hier das R-CHOP-Schema als
Standardtherapie eingesetzt wird. Mit Hilfe dieses Vorgehens konnte die 2-Jahres-
Uberlebensrate in dieser Patientengruppe von 85 % auf 95 % gesteigert werden [35]. Junge

Patienten mit mehr als einem Risikofaktor nach dem internationalen Index zeigen ein
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besonders schlechtes Gesamtiiberleben und sollten daher moglichst im Rahmen klinischer
Studien therapiert werden. Anwendung finden hier unter anderem Hochdosiskonzepte mit
anschlieBender autologer Knochenmark- bzw. peripherer Blutstammzelltransplantation. Mit
Hilfe des MegaCHOEP-Schemas (hochdosierte CHOP-Therapie plus Etoposid) und
anschlieBender autologer Stammzelltransplantation kann beispielsweise eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von 67 % erreicht werden [36].

Auch nach Erreichen einer kompletten Remission in der Primértherapie erleiden 25-
40 % der Patienten mit einem aggressiven NHL ein Rezidiv, davon iiber 90 % innerhalb der
ersten zwei Jahre. In diesem Fall sollte bei allen Patienten eine Hochdosistherapie mit
autologer Stammzelltransplantation angestrebt werden, da hierbei ein im Vergleich zu einer
konventionellen Therapie deutlich besseres 5-Jahres-Uberleben erreicht werden kann (53 %
vs. 32 %) [37]. Alternativ kommen analog zum Vorgehen bei den indolenten Lymphomen
allogene Transplantationskonzepte zur Anwendung, deren Einsatz aufgrund der hohen

therapieassoziierten Mortalitdt jedoch noch auf klinische Studien beschrinkt ist [38].

1.1.6.3 Neue Strategien in der Therapie der NHL

Seit der Einfiihrung der CHOP-Chemotherapie in den 70er Jahren hat sich die Prognose fiir
Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen kontinuierlich verbessert. Einen elementaren
Beitrag hierzu leistete die Einfiihrung des monoklonalen Anti-CD20-Antikorpers Rituximab,
der mittlerweile einen festen Stellenwert in der Behandlung sowohl der indolenten als auch
der aggressiven NHL hat. Mit Hilfe der kombinierten Immunchemotherapie lieBen sich
progressionsfreies und Gesamtiiberleben signifikant verbessern; trotzdem bleibt eine
definitive Heilung bei vielen Patienten weiterhin aus. Insbesondere an einem indolenten NHL
erkrankte Patienten erleiden frither oder spéter einen Riickfall oder erweisen sich irgendwann
als therapieresistent. Fiir Patienten mit fortgeschrittenem Stadium und mehreren
Risikofaktoren nach dem IPI ist die Prognose von Beginn an immer noch unbefriedigend.
Hinzu kommen bei der traditionellen Therapie Nebenwirkungen, die die Lebensqualitdt der
Patienten einschrinken und die Einsetzbarkeit bei élteren, multimorbiden Patienten
begrenzen. Weltweit wird daher daran gearbeitet, neue Konzepte fiir die Therapie der NHL zu
entwickeln (Tabelle 1.1.5). Im Folgenden soll ein kurzer Uberblick iiber aktuelle

Therapieansitze gegeben werden.
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Wirkstoff Wirkweise
Bendamustin Alkylans/Antimetabolit
Bortezomib Proteasom- und NFxB-
Inhibition
Clofarabin Nukleosidanalogon
Lenalidomid, Thalidomid Immunomodulation, Antiangiogenese
CAL-101 Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase-Inhibitor

Gallium nitrate

Hemmt Ribonukleotid-
Reduktase/DNA-Synthese

Oblimerson sodium

Bcl-2- “Antisense”

SAHA, MGCDO0103,
Depsipeptide

Histon-Deacetylase-Inhibition

Rapamycin-Analoga
(Temsirolimus u.a.)

Inhibiert mMTOR

Geldanamycin (17-AAG)

HSP (heat shock protein)-90-Inhibitor

Enzastaurin, Bryostatin-1

Protein-Kinase-C-Inhibitoren

Pixantrone

DNA-Interkalator

Tabelle 1.1.5: Neue Wirkstoffe fiir die Therapie der NHL (ohne Antikérper) [47-49]

Eine therapeutische Option fiir gegen Rituximab und klassische Chemotherapeutika
resistent gewordene Patienten ist die alkylierende Substanz Bendamustin, welche isoliert oder
in Kombination mit anderen Substanzen, z.B. Rituximab, appliziert wird. Studien zeigen
Ansprechraten von 76 % sowie zum Teil lang anhaltende Remissionen bei Patienten mit
indolenten Lymphomen im Rezidiv oder bei Therapierefraktéritit [39]. Auch fiir Patienten
mit aggressiven NHL, welche aufgrund von Vorerkrankungen fiir eine R-CHOP-Therapie
nicht in Frage kommen, scheint die Kombination aus Bendamustin und Rituximab eine
Alternative zu sein [40]. Eine andere Substanz, der Proteasominhibitor Bortezomib zeigt erste
vielversprechende Ergebnisse in der Kombinationstherapie, eine Zulassung fiir die
Monotherapie besteht bereits fiir die Behandlung von Mantelzelllymphomen [41]. Auch die
Anwendung von Clofarabin, einem Nukleosidanalogon, welches zur Therapie der AML/des
MDS verwendet wird, zeigte therapeutische Erfolge in der NHL-Therapie [42].

Eine weitere derzeit untersuchte Substanzgruppe ist die Gruppe der
Immunmodulatoren, darunter das aus der Therapie des Multiplen Myeloms bekannte
Lenalidomid. Erste Einsétze in der Therapie indolenter NHL fiihrten zu einer Ansprechrate
von 75 % in der Kombination mit Rituximab [43]. Patienten mit indolenten NHL konnten
zudem in Zukunft von einer Therapie mit dem Wirkstoff CAL-101 profitieren, einem
Hemmstoff der Phosphatidyl-Inositol-3 Kinase, der erste Erfolge in einer Phase I-Studie
erzielte [44].

10
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Ein weiterer Ansatzpunkt fiir eine therapeutische Intervention basiert auf der Tatsache,
dass ein groBer Teil der NHL die Translokation t(14;18)(q32;21) aufweist, welche in der
Uberexpression des BCL-2-Proteins und damit der Unterdriickung proapoptotischer Signale
resultiert. Oblimersen Sodium, ein sog. ,,Antisense“-Oligonukleotid, hemmt diesen
Mechanismus; der Einsatz in klinischen Studien zeigte vielversprechende Ergebnisse [45, 46].
Einen Uberblick iiber diese und weitere Therapeutika gibt Tabelle 1.1.5. Nicht aufgefiihrt sind
die Antikorper gegen B-Zell-Oberflichenantigene. Auf diese Wirkstoffe soll im nichsten

Kapitel genauer eingegangen werden.

1.2 Antikorper in der Tumortherapie

1.2.1 Die Rolle des Immunsystems bei der Tumorentstehung
Im Rahmen der Entstehung eines malignen Tumors spielt das Immunsystem eine
entscheidende Rolle. Aktuelle Konzepte unterteilen die Interaktion zwischen Tumorzellen
und Immunsystem in drei Phasen [50]: Zu Beginn steht die Phase der Elimination, wahrend
derer das Immunsystem maligne Zellen erkennt und eliminiert. Dies geschieht durch den
Einsatz von zytotoxischen T-Zellen und Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen). Misslingt die
Beseitigung der Tumorzellen und veréndern sich die Tumorzellen unter dem Selektionsdruck
bzw. entstehen Mutationen, so tritt die ,,Gleichgewichtsphase* ein, wdhrend derer ein
verzogertes Tumorwachstum stattfindet. Entwickeln die Tumorzellen nun genug
Mechanismen, um der Aufmerksamkeit des Immunsystems zu entgehen, so kommt es zur
finalen ,,Entkommensphase®, in welcher der Tumor ungehindert wachsen kann und klinisch
apparent wird. Mechanismen, durch die Tumoren der Immunabwehr entgehen kénnen, sind
beispielsweise eine geringe Immunogenitit durch Verlust von MHC-Molekiilen oder
costimulierenden Molekiilen oder die Verdnderung von Oberflichenantigenen. Viele
Tumoren sezernieren zudem immunsuppressive Faktoren wie TGF-B, IL-10 oder VEGF,
welche Immuneffektorzellen direkt inhibieren. Ein weiterer Mechanismus ist die Mobilisation
regulatorischer T-Zellen, welche ihrerseits immunsuppressive Zytokine freisetzen. SchlieBlich
konnen Tumorzellen die Kollagenbildung induzieren und sich dadurch auf physikalischem
Weg vor Effektorzellen schiitzen. [51].

Wiéhrend viele konventionelle Tumortherapien auf der Zerstdrung des
Tumorgewebes durch toxische Substanzen oder radioaktive Strahlung basieren, gibt es

zunechmende Bemiihungen, therapeutisch in das Immunsystem einzugreifen und das
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Tumorgewebe mittels einer exogen induzierten Immunreaktion zu eliminieren [52]. Dadurch
lieBe sich eine sehr viel spezifischere Wirkung gegen Tumorgewebe erzielen. Gesunde, sich
schnell teilende Zellen konnten so im Gegensatz zu konventionellen Therapien starker
geschont werden, wodurch viele Nebenwirkungen vermeidbar wiirden. Ein Ansatzpunkt zur
Aktivierung des Immunsystems ist die systemische Applikation pro-inflammatorischer
Zytokine wie z.B. IFN-a oder IL-2. Eine weitere Moglichkeit der Immunotherapie, die derzeit
untersucht wird, ist die Vermehrung und Aktivierung tumorspezifischer T-Zellen in vitro mit
anschlieBender intravendser Applikation. Auch die Entwicklung einer Tumorvakzine mit

aktivierten Antigen-prasentierenden Zellen wird erforscht.

1.2.2 Monoklonale Antikorper

Eine andere, vielversprechende immun-modulatorische Therapiestrategie ist der FEinsatz
monoklonaler Antikorper, die spezifisch an ein Oberflaichenantigen der Tumorzellen binden.
Wirkweisen und Einsatzmoglichkeiten dieser Antikorper sind vielfiltig. Monoklonale
Antikorper bilden eine der grofiten Gruppen unter den innerhalb der letzten zehn Jahre neu fiir
die Tumortherapie zugelassenen Wirkstoffen. In der Regel handelt es sich hierbei um
Antikorper der IgG-Klasse. Angriffspunkte fiir monoklonale Antikdrper sind
Oberfliachenantigene, die moglichst spezifisch flir das anzugreifende Tumorgewebe sein
sollten. Ideale Zielantigene kommen zudem nicht frei im Plasma vor, werden auf einem hohen
Niveau exprimiert und verbleiben auch nach Bindung des Antikdrpers auf der Zelloberfliche
[53]. Man unterscheidet unkonjugierte Antikorper, welche allein iiber die Bindung an ihr
Zielmolekiil ihre Wirkung entfalten, von konjugierten Antikorpern, die dazu dienen, toxische
oder radioaktive Substanzen in das Tumorgewebe einzubringen, damit diese vor Ort maligne
Zellen schadigen.

Ein Wirkmechanismus unkonjugierter Antikorper ist die Blockade von Rezeptoren
fiir Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel die Blockade des HER-2/neu-Rezeptors auf
Brustkrebszellen durch den Antikdrper Herceptin. Auch eine Behinderung der Blutversorgung
des Tumors durch den VEGF (vascular endothelian derived growth factor)-Antikorper
Bevacizumab ist moglich. Bevacizumab ist bereits fiir die Therapie des Kolorektalen
Karzinoms zugelassen, und sein Einsatz bei weiteren Tumorentitidten wird gepriift. Andere
Antikorper blockieren die Ubertragung lebenswichtiger Signale in der Zelle oder induzieren
dort pro-apoptotische Signale. Ein groBer Teil der eingesetzten Antikorper, inklusive des
Anti-CD20-Antikorpers Rituximab, entfaltet seine Wirkung iiber die Aktivierung der

Komplementkaskade und der antikorperbedingten zellvermittelten Zytotoxizitét (antibody
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dependent cytotoxicity, ADCC). Hierbei erfolgt zundchst die Antikdrperbindung an das
Zielantigen mit dem Fab-Antikorper-Fragment, wéhrend das Fc-Fragment zundchst
ungebunden bleibt. Bindet nun der Komplementfaktor C1 an die Fc-Doméne von IgM- oder
IgG-Antikorpern, so wird die klassische Komplementkaskade ausgeldst, an deren Ende die
Aktivierung von Phagozyten und die Zerstorung der Antikdrper-bindenden Zelle steht [54].
Zudem konnen Zellen, die IgG1- oder IgG3-Isotyp-Antikdrper gebunden haben, iiber das Fc-
Antikorper-Fragment von Fcy-Rezeptoren verschiedener Effektorzellen erkannt werden.
Diese Reaktion ermoglicht die Phagozytose der Zielzelle durch Makrophagen, dendritische
Zellen und neutrophile Zellen. Nichtphagozytische Zellen wie NK-Zellen, eosinophile und
basophile Granulozyten sowie Mastzellen setzen nach Besetzung ihrer Fc-Rezeptoren
gespeicherte Mediatoren frei. NK-Zellen beispielsweise erkennen mit Hilfe ihres FcyRIII-
Rezeptors (CD16) die IgG1-und IgG3- Subklassen und reagieren auf einen entsprechenden
Stimulus mit der Freisetzung cytoplasmatischer Granula, die u.a. Perforin und Granzyme
enthalten. Folge ist die Apoptose der Zielzelle [55]. Neuere Ergebnisse deuten an, dass
Patienten nach der Immuntherapie mit einem tumorspezifischen Antikorper Tumor-Antigen-
spezifische T- Zellen ausbilden [56]. Dies lieBe sich dadurch erkliren, dass dendritische
Zellen mittels ihrer Fc-Rezeptoren sterbende Antikorper-markierte Tumorzellen
phagozytieren und anschlieBend Tumor-Antigen-spezifische CD4- als auch CDS8-T-Zell-
Antworten induzieren [57]. Dies entspricht einem Impfeffekt, der auch die langanhaltenden

Wirkungen einer Antikorper-Therapie bei manchen Patienten erkldren wiirde.

1.2.2.1 Monoklonale Antikdrper in der Therapie der NHL

Der erste fiir die Tumortherapie zugelassene monoklonale Antikdrper ist Rituximab, welches
als Zielstruktur das Oberflichenantigen CD20 auf B-Zellen besetzt. Mit Hilfe dieses
Wirkstoffes lieBen sich beeindruckende Fortschritte in der Therapie der NHL erzielen.
Rituximab ist ein chimérer Antikorper, bestehend aus einer humanen IgG1 konstanten Region
und zwei murinen variablen Regionen spezifisch fiir CD20 [58]. Die Bindung von Rituximab
an sein Zielantigen 16st verschiedene Mechanismen aus, darunter die Aktivierung der
Komplementkaskade sowie der antikdrperbedingten zellvermittelten Zytotoxizitit (ADCC).
Hinzu kommen direkte, durch die Bindung des Antikorpers ausgeloste Effekte wie eine
Beeinflussung des Zellzyklus bis hin zur Apoptoseinduktion [59]. Zudem scheint Rituximab
Tumorzellen fiir Chemotherapeutika zu sensibilisieren [60]. Trotz der positiven Ergebnisse
gibt es auch einige Einschrankungen in der Wirksamkeit von Rituximab: Zum einen reagieren

nicht alle Patienten auf diesen Wirkstoff; am meisten profitieren Patienten mit gewissen
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genetischen Eigenschaften wie bestimmten FcRyIII-Polymorphismen sowie einer Bcl-2-
Uberexpression [61, 62]. Zum anderen entwickeln alle Patienten irgendwann eine Resistenz
gegen Rituximab; die Ursachen hierfiir sind noch nicht hinreichend geklirt [59]. Zur Zeit
werden daher weitere CD20-Antikorper untersucht, die an ein anderes Epitop des CD20-
Antigens binden und somit ggf. auch bei Rituximab-resistenten Patienten Erfolge erzielen
konnen [63]. Ein weiterer Versuch, die Wirksamkeit von Anti-CD20-Antikdrpern zu erhdhen,
ist die Koppelung an radioaktive Substanzen. Durch eine solche gezielte Antikorper-
vermittelte Lymphombestrahlung werden nicht nur die markierte, sondern auch benachbarte
Lymphomzellen zerstort (Crossing-Effekt).Fiir diese Radioimmunotherapie sind 2 Substanzen
zugelassen: Tositumomab (’'I-Anti-CD20) und Ibritumomab (*’Y-Anti-CD20). Beide
Wirkstoffe kommen bisher hauptsidchlich bei therapierefraktiren Verldufen oder Patienten,
die einen Riickfall erlitten haben, zum Einsatz, werden jedoch im Rahmen klinischer Studien
auch in der Erstlinien- oder Konsolidierungstherapie mit guten Ergebnissen eingesetzt [64].
Neben dem Oberflichenmarker CD20 bieten sich noch andere Oberfldchenantigene als

Zielstrukturen auf malignen B-Zellen an (Tabelle 1.2.1).

Antikorper Antigen Konjugat
Rituximab CD20 ohne
Ofatumumab, Veltuzumab, CD20 (2. Generation) ohne
Ocrelizumab

Obinutuzumab, PRO 131921, | CD20 (3. Generation) ohne
Ocaratuzumab

Humanisiertes CD20 CD20 ohne
Tositumomab (Bexxar) CD20 I-131
Ibritumomab (Zevalin) CD20 Y-90
CAMPATH-1H CD52 ohne
Epratuzumab CD22 ohne, I-131, Y-90
Apolizumab (HulD10) HLA-DR ohne
Galiximab CD80 ohne
Bevacizumab VEGF ohne

Tabelle 1.2.1: Monoklonale Antikdérper/ Radioimmunokonjugate fiir die Therapie der NHL [47, 63]

1.2.3 Bispezifische Antikorper

Seit der Entwicklung der ersten Antikorperformate in den 70er Jahren wurden diese stindig
weiterentwickelt, um eine optimale Wirkung bei mdglichst geringer Toxizitdt zu erzielen. Ein
wichtiger Schritt war die Verringerung der Immunogenitit der Antikdrper, indem man statt
muriner chimére Antikdrper entwickelte. Mittlerweile gibt es 22 Antikdrperformate, die fiir

die Therapie maligner und autoimmuner Erkrankungen zugelassen sind. Trotz der erzielten
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Erfolge gibt es jedoch weiterhin Grenzen. So gelingt mit keinem der in der Tumortherapie
verwendeten Wirkstoffe bei alleiniger Anwendung (Monotherapie) die Heilung der malignen
Grunderkrankung [65]. Entscheidende Einschrinkungen der Wirksamkeit ergeben sich unter
anderem aus der Antikorper-GroBe, die das Eindringen in das Tumorgewebe verlangsamt,
sowie Interaktionen des Fc-Fragmentes mit Fc-Rezeptoren auf anderen Korperzellen,
beispielsweise Endothelzellen oder Makrophagen. Diese Interaktionen bewirken, dass nur ca.
20 % der Antikorper das Tumorgewebe erreichen, wiahrend der Rest v.a. im Blutkreislauf
verbleibt [66]. Ein weiterer Grund fiir eine limitierte Wirksamkeit liegt in einem
Polymorphismus der Fcy-Rezeptoren begriindet, die entscheidend an der Umsetzung der
antikdrperbedingten Zytotoxizitit beteiligt sind. Nur 20 % der Bevolkerung besitzen eine
Punktmutation im Bereich des FcyRIIla- Rezeptors, welche eine flinffach hohere Affinitdt zu
IgG1-Fc bedingt, wihrend 80 % nur niedrig-affine Rezeptoren besitzen und somit in Bezug
auf eine Anitkorpertherapie benachteilig sind [66]. Eine weitere Behinderung in der Rezeptor-
Antikorper-Bindung entsteht aus der Glykosilierung im Bereich der Fc-Region der
standardmiBig eingesetzten Antikorper [67]. SchlieBlich miissen therapeutisch eingesetzte
Antikorper mit den korpereigenen IgG-Molekiilen konkurrieren. 66 % der im Korper
zirkulierenden IgG-Antikorper gehdren der IgG1-Subklasse an und kdnnen daher ebenfalls
an den FcyRIIla- Rezeptor binden. Daraus lésst sich die Tatsache erkldren, dass in vivo sehr
viel hohere Antikdrper-Konzentrationen als in vitro bendtigt werden, um eine effiziente
ADCC auszuldsen [68]. Ein weiterer Nachteil konventioneller Antikorper ist ithre Affinitit zu
inhibitorischen Fc-Rezeptoren wie FcyRIIIb auf B-Zellen, Makrophagen, Dendritischen
Zellen und Neutrophilen Granulozyten. Diese Rezeptoren sind normalerweise dafiir
verantwortlich, ein Gegengewicht zu den aktivierenden Stimuli zu setzen und damit
Immunreaktionen zu kontrollieren und zu begrenzen. Durch diese Interaktion wird jedoch die
Effektivitdt der therapeutischen Antikorper gemindert [66].

Im Rahmen der Versuche, die genannten Einschrinkungen zu umgehen, wurden
frithzeitig bispezifische Antikorper (BsAb) entwickelt. In den letzten Jahren wurde diese
Antikorperklasse intensiv weiterentwickelt, so dass verschiedenste Formate entstanden (Abb.
1.2.1). Das Besondere an bispezifischen Antikorpern ist, dass sie in der Lage sind,
gleichzeitig an zwei verschiedene Antigene zu binden. Dadurch erdffnet sich eine Vielfalt
therapeutischer Moglichkeiten [69]. Zum einen konnen Wirkstoffe hergestellt werden, die auf
direktem Wege gleich zwei Rezeptoren oder Liganden blockieren/binden und somit eine
doppelte biologische Effektivitit entfalten. Ein weiterer Vorteil konnte die hohe Spezifitit der

BsAb sein, wenn sie auf zwei bestimmte Oberflichenantigene ausgerichtet sind, die nur auf
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der Zielzelle in dieser Kombination vorkommen. Schliefllich, und dieses Feld ist besonders
interessant fiir die Therapie maligner Tumoren, gibt es BsAb, die mit einem Arm an ein
Tumorantigen binden und mit dem anderen Arm an eine zytotoxische Substanz oder an eine

Immuneffektorzelle. Die Folge ist eine gezielte und potente Immunreaktion.

’ Abb. 1.2.1: Antikorperfragmente mit
therapeutischem  Potential: Oben links ein
sckv ‘
konventioneller IgG- Antikorper, bestehend aus Fc-

sdAb
und Fab- Fragment, dargestellt in griin

. Reab (hell=Leichtkette, dunkel=schwere Kette). Daneben

Immunotoxin or
immunocytokine

Bindungsspezifitit wird orange dargestellt. HcAb
19 von Kameliden und ihre Fragmente (sdAb fiir

bsAb {quadroma) BsFab single-domain antibodies) sind violett oder blau

‘fa) E;Zen::?; m; “1 )g dargestellt. Das rote Molekiil stellt ein Zytokin oder

Tandem scFv Toxin dar. BsAb, bispecific antibodies; bsFab,

"‘; 6’; :vnn:b oty bispecific Fab fragment; HcAb, heavy chain only

5; Single chain Diabody . . .. . . .
Diabody antibodies. [66] (This is an inofficial translation of

verschiedene neue Antikdrperformate. Eine andere

an article that appeared in a Wiley publication. The publisher has not endorsed this translation.)

Reprinted with permission.

Eine Reihe von BsAb ist derzeit Gegenstand erster klinischer Studien (Tabelle 1.2.2) [65].
Die Tumorantigene, die durch den einen Arm der bispezifischen Antikorper erkannt werden,
entsprechen prinzipiell denjenigen, die Ziel bisheriger monoklonaler Antikorpertherapien
sind, beispielsweise Her2, ERGF, CD20 oder auch CD19. Die andere Bindungsstelle des
Antikorpers wird so konzipiert, dass sie spezifisch an aktivierende Rezeptoren auf
Immuneffektorzellen bindet. Mdgliche Angriffspunkte stellen hier zum einen der T-Zell-
Rezeptor CD3 sowie alle vier Klassen von Fc-Rezeptoren auf humanen Leukozyten dar:
FcyRI (CD64, Monozyten und Makrophagen) oder FcaRI (CD89, Monozyten, Makrophagen,
Granulozyten, neutrophile Zellen, Untergruppen von B- und T-Zellen), FcyRII (CD32,
Monozyten, Granulozyten, Untergruppen von T- Zellen) sowie FcyRIlla (CD16, neutrophile
Zellen, NK-Zellen, Makrophagen) [65, 69]. Insbesondere T- und NK-Zellen sind bevorzugte
Effektorzellen bei der Entwicklung bispezifischer Antikorper fiir die Tumortherapie.
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Name Format Zielantigene Malignom
MDX-210 (Fab")2 HER2 x CD64 | Brust/Ovarial
MDX-H210 (Fab")2 HER2 x CD64 | Brust/Ovarial
MDX-447 (Fab")2 EGFR x CD64 | Lunge, Kolorektal...
HRS-3/A9 (Fab")2 CD30 x CD16 M. Hodgkin
Her2Bi Cross-linked HER2 x CD3 Brust/Prostata
IgGs
CD20Bi Cross-linked CD20 x CD3 Multiples Myelom
IgGs
Catumaxomab Triomab EpCAM x CD3 | Maligner Aszites
Ertumaxomab Triomab HER2 x CD3 Brust, metastasiert
Bi20 Triomab CD20 x CD3 B-Zell Malignome
rM28 Dimeric TaFv NG2 x CD28 Melanom
Blinatumomab | BiTE CD19 x CD3 NHL und B-ALL
MT110 BiTE EpCAM x CD3 | Lunge, Kolorektal
TF2 DNL triFab CEA x HSG Kolorektal

Tabelle 1.2.2: Bispezifische Antikorper in klinischen Studien [65].

1.2.3.1 Bispezifische Antikorper fiir die Therapie der NHL

Auch fiir die Therapie der B- Zell- NHL gibt es einige vielversprechende Ansétze, die auf der
Entwicklung von BsAb basieren. Zielantigene sind hier, analog zu Rituximab, das CD20-
Antigen, aber auch CDI19, ein weiteres B-Zell-Oberflaichenantigen. Dieses eignet sich
besonders als Ziel in der Immunotherapie, da es nicht auf himatopoetischen Stammzellen
exprimiert wird, sondern erst ab dem Beginn der Differenzierung zur B-Zelle [70]. CD19
findet sich auf allen B-Zell-Entwicklungsstufen, bis es schlielich im Rahmen der endgiiltigen
Differenzierung zur Plasmazelle herunterreguliert wird. Die Expression dieses Antigens bleibt
auch bei der malignen Transformation von B-Zellen erhalten und geht auch im Verlauf der
Erkrankung fast nie verloren. Es stellt daher ein ideales Zielantigen fiir Antikorpertherapien
dar. Potentielle BsAb fiir die Therapie des NHL basieren sowohl auf der Aktivierung von T-

als auch von NK-Zellen.

1.3 Zielsetzung

Die Entwicklung von Bispezifischen Antikorpern, die eine zielgerichtete Elimination
maligner Zielzellen durch T- und NK-Zellen bewirken, ist eine der groBiten Hoffnungen in
der Tumortherapie. Vorraussetzung fiir die Wirkung der Antikorper in vivo ist eine
ausreichende Anzahl von Effektorzellen, die funktionell intakt sind und somit ihre

zytotoxische Wirkung entfalten konnen. Die meisten Untersuchungen mit BsAb, die fiir die
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Therapie der B-Zell-NHL entwickelt wurden, fanden in vitro unter Verwendung von
Immunzellen von gesunden Spendern statt. Auch erste in vivo-Experimente mit Maus-
Modellen bedienten sich dieser Methode. Aus diesen Ergebnissen ldsst sich nicht ableiten, ob
eine Anwendung der Antikorper bei NHL-Patienten erfolgversprechend ist und welche
Einschriankungen es hinsichtlich der Vorbedingungen geben konnte. Gegenstand der
vorliegenden Studie war daher die Frage, ob Patienten mit NHL in unterschiedlichen Stadien
und nach verschiedenen Therapieregimen ausreichend funktionelle Immunzellen besitzen, die
mit Hilfe des BsAb zur Eliminierung von Tumorzellen aktiviert werden konnen. Dazu wurden
an der Uniklinik Diisseldorf Blutproben von 44 Patienten mit NHL gewonnen. Zundchst
wurde mittels FACS-Analyse untersucht, welche Zellpopulationen in welchem Ausmal} im
peripheren Blut vorkamen. AnschlieBend erfolgte eine Separation von T- und NK-Zellen und
eine Untersuchung der Zellfunktionen unter Anwendung des CD107a-Zytotoxizititsassays.
Dabei wurde zunichst die zytotoxische Effektorzellfunktion untersucht, die als Reaktion auf
bekannte aktivierende Reagenzien auftrat. Im Anschluss wurde die Aktivierung durch
bispezifische Antikdrper bestimmt. Zudem wurde die Aktivierung abhédngig von der
bispezifischen Bindung an die Zielantigene untersucht, verbunden mit der Frage, ob ggf. die
alleinige Bindung an den Effektorzellrezeptor bereits zu einer zytotoxischen Reaktion fiihrt.
Um zu bestimmen, ob Immunzellen von Patienten mit NHL in ihrer Funktion beeintrachtigt

sind, folgte ein Vergleich mit der Zellfunktion von 17 gesunden Probanden.
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten und gesunde Spender

44 Patienten mit einem B-Zell-NHL, die in der Ambulanz der Abteilung fiir Hamatologie,
Onkologie und klinische Immunologie des Universitdtsklinikums Diisseldorf in Behandlung
waren, nahmen an der Studie teil. Die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitét hatte
die Studie zuvor genehmigt und jeder Teilnehmer schriftlich sein Einverstdndnis gegeben
(Studiennr. 3344). Von 27 Patienten wurde ein Immunstatus angefertigt, bei 32 Patienten
wurde die Effektorzellaktivitidt untersucht. Charakteristika dieser Patienten sind in Tabelle
2.1.1 aufgefiihrt. Zusédtzlich zu den Patienten nahmen 17 gesunde Probanden an der Studie teil
(Charakteristika s. Tabelle 2.1.2). Bei 11 Probanden wurde ein Immunstatus erhoben. Jedem
Teilnehmer wurden 5 (7ml) EDTA- Rohrchen vendses Blut abgenommen. Das Blut wurde

innerhalb von 24-36h bearbeitet.

Tabelle 2.1.1: Patientencharakteristika

Patientenzahl 32
Mainnlich 19
Weiblich 13
Alter (Median) 64
Streubreite 33-81
NHL Subtyp
Multiples Myelom 11
Follikuldres Lymphom 5
Hochmalignes NHL 8
Niedrigmalignes NHL 2
Immunozytom 1
MALT-Lymphom 1
B-CLL 4
Patienten nach PBSZT 16
Vorherige Therapie
Zyklen 6,5 (0-16)
Regime 2 (0-9)

Zeit seit der letzten Therapie (Monate)
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Zytotoxisch 8 (0-120)

Immunotherapie inkl. Rituximab 3,5 (0-53)
Unter Therapie

Zytotoxisch 7

Rituximab 10

Lenalidomid 2

Thalidomid 1

Tabelle 2.1.2: Eigenschaften gesunder Probanden

Anzahl 17
Mainnlich 6
Weiblich 11
Alter (Median) 28
Streubreite 23-54
Alter<35 11
Alter>50 6

2.2 Immunstaten

Das Blut von 27 Patienten und 11 gesunden Probanden wurde auf Anzahl und
Zusammensetzung der Leukozyten untersucht. Mit Hilfe des Zellzdhl-Gerétes Sysmex Kx-21N
(Sysmex, Norderstedt) wurde zunéchst aus jeder Blutprobe die Anzahl der Leukozyten und der
prozentuale Anteil der Lymphozyten bestimmt. Das Gerdt analysierte dafiir ca. 500 pl
Vollblut. AnschlieBend erfolgte die Quantifizierung der Lymphozyten-Untergruppen. Dazu
wurde in 2 Reagenzgliser jeweils 50 pl Blut pipettiert. Es folgte die Zugabe von 20 pl einer
Féarbemischung aus dem MultiTEST IMK Kit Reagenz (BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland). Eine Probe wurde mit folgender Mischung inkubiert: MultiTEST CD3 FITC/
CDS8 PE/ CDA45 PerCP/ CD4 APC. Zu der anderen Probe wurde hinzugegeben: MultiTEST
CD3 FITC/ CD16 und CD56 PE/ CD45 PerCP/ CD19 APC. Beide Proben wurden kurz
zentrifugiert, es folgte eine 15-miniitige Inkubation in Dunkelheit. Anschlieend erfolgte die
Durchfiihrung einer Erythrozytenlyse mit Hilfe von 450 ul MultiTEST IMK Kit Lysing

Solution (1:10 verdiinnt mit Aqua dest.). Die Proben wurden erneut zentrifugiert und 15 min.
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lang inkubiert. Nun erfolgte die Analyse der Lymphozyten-Subpopulationen mit Hilfe des
FACSCalibur™ (BD Biosciences) (Abb. 2.2.1).

f’{f {[Af FACS-Antikérper
f?i*

FACS- Analyse

Laser
Blutzellen

{;} Fluoreszenz- o CD16

marker CD45+ CD 45+ CD 45+

CD-spezifischer e o gg ::: CD16+ CD 3+ CD 3+
D Antikdrper o CD3 CD56+ CD 4+ CD 8+
s cD45 e CD4 | | | |

B-Ly NK TLly T-ly

© o e e (CD4+) (CD8+)

Abb. 2.2.1: Prinzip der Bestimmung der Lymphozytensubpopulationen mittels FACS- Analyse. Die
Zellen werden zundchst mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern inkubiert, die an bestimmte
Oberflachenantigene  binden.  AnschlieBend wird mit Hilfe der unterschiedlichen
Absorptionseigenschaften der Fluoreszenzmarker bestimmt, welche Antigene eine Zelle trdgt und
diese dann entsprechend eingeordnet. Abkiirzungen: B-Ly, B-Lymphozyt; NK, natiirliche Killerzelle;
T-Ly, T-Lymphozyt.

Die Ergebnisse wurden mit Hilfe der fiir die deutsche Population ermittelten Normalwerte

bewertet (Tabelle 2.2.1).
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Lymphozyten 1,14 - 3,38 | CD4/CD8 Ratio 0,9-5,0
T-Lymphozyten 0,78 - 2,24 | B-Lymphozyten 0,08 - 0,49
CD4" T-Lymphozyten 0,49 - 1,64 | NK-Zellen 0,08 - 0,69
CDS8' T-Lymphozyten 0,17 - 0,88

Tabelle 2.2.1: Normalwerte fiir die Lymphozytenuntergruppen in der deutschen Bevolkerung

(Perzentile 2,5-97,5, 10° Zellen/pl) [71]

2.3 Zellisolation und — separation

2.3.1 Ficoll

Um die mononukledren Zellen (MNCs) aus dem Vollblut zu isolieren, wurde eine
Dichtezentrifugation mit Hilfe der Biocoll Separating Solution (Biochrom, Berlin,
Deutschland) durchgefiihrt. Dazu wurde das Vollblut zudchst in 50 ml Falcon-Réhrchen
gefiillt und mit warmem PBS (Serag-Wiessner, Naila, Deutschland) verdiinnt. Dann wurden
in ein weiteres 50 ml Falcon-Réhrchen 15 ml Ficoll-Lésung vorgelegt. Das Blut wurde
langsam daraufgeschichtet, so dass 2 Phasen entstanden. Es folgte die Zentrifugation fiir 35
min. bei Raumtemperatur, 2000 rpm und ausgeschalteter Bremse. Im Anschluss konnte mit
einer Pipette der Interphasering mit den MNCs zwischen Serum und Ficoll-Schicht
entnommen werden. Dieser wurde in ein 10 ml Falcon-Rohrchen iiberfiihrt, mit PBS/EDTA
vermischt und 7 min. bei 1900 rpm und 4°C zentrifugiert. Die so gewaschenen Zellen wurden
in PBS/EDTA resuspendiert. Zur Zellzahlbestimmung wurden 20 pl der Suspension
entnommen, im Verhéltnis 1:1 mit Trypanblau vermischt und in der Neubauer-Zahlkammer
ausgezéhlt.

War das Zellpellet zu stark mit Erythrozyten verunreinigt, erfolgte im Anschluss eine
Erythrozytenlyse mit Ammoniumchloridlosung. Dazu wurden die Zellen in 20 ml gekiihlte
Ammoniumchloridlésung aufgenommen und unter gelegentlichem Schwenken 10 min. bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde das Réhrchen mit PBS/EDTA aufgefiillt und
7 min. zentrifugiert. Nach Resuspension in PBS/EDTA wurde erneut zentrifugiert, dieser

Schritt wurde zweimal wiederholt.

2.3.2 Magnetische Zellseparation mit MACS
Um aus den MNCs die NK-Zellen herauszutrennen, wurden CD56 MicroBeads (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) genutzt. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die
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Zellen zentrifugiert und anschlieBend in 50 pl MACS-Puffer (PBS+0,5% BSA+2mM EDTA)
pro 107 Zellen resuspendiert. Nun wurden 20 pl CD56 MicroBeads/10” Zellen hinzugegeben,
die Losung wurde geschwenkt und schlieflich fiir 20 min. bei 4-8 °C inkubiert. Im Anschluss
erfolgte zum Waschen die Resuspension in 10 ml MACS-Puffer und die Zentrifugation bei
1900 rpm, 4 °C, fir 7 min. Die so gereinigten Zellen wurden in 500 pl MACS-Puffer
resuspendiert und auf die mit 3 x 500 pl dquilibrierten MS-Sdulen (Miltenyi) aufgetragen. Im
Anschluss wurde mit 3 x 500 pl Puffer gewaschen. Die so gewonnenen CD56 Zellen wurden
bis zur weiteren Verwendung gekiihlt. Die MACS-Siulen wurden auf ein 10 ml Falcon-
Rohrchen aufgesetzt und die CD56" Zellen mit 1 ml Puffer eluiert. Nun wurden aus den
CD56 und CD56" Zellpopulationen 20 pl Fliissigkeit abgenommen und die Zellzahl
bestimmt. AnschlieBend wurden beide Réhrchen mit Puffer aufgefiillt und die Zellen durch
Zentrifugation pelletiert.

Im Regelfall wurde mit CD56" Zellen weitergearbeitet, da diese sich groftenteils aus
T-Lymphozyten zusammensetzen und dementsprechend Informationen iiber die T-Zell-
Funktion liefern. War jedoch der Anteil an B-Lymphozyten sehr groB, d.h. lag eine B-CLL
vor, erfolgte die Isolation der T- Zellen analog zu der der NK-Zellen mit Hilfe von CD3
MicroBeads (Miltenyi).

Eine zusammenfassende Darstellung der Zellisolation gibt Abb. 2.3.1.
Auftragen aufdie
MACS-Saule

) Interphasering Zugabe (i .
Ficoll __ermten, MACS-Beads n O Eluieren
e

CD 56+Zellen
33 Nzt @)
. @
CD 56
&
CD56 MACS-Bead CD 56 Zellen

Abb. 2.3.1: Isolation von NK-Zellen aus peripherem Blut: Zundchst werden mittels
Dichtezentrifugation auf Ficoll-Losung mononukledre Zellen isoliert. Nun erfolgt die Zugabe von
magnetischen, an CD56-Antikdrper gekoppelten MACS-Beads. Beim Auftragen auf eine MACS-

Sédule bleiben die so markierten Zellen in der Sdule haften und konnen anschlief3end eluiert werden.
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CD56" Zellen durchlaufen die Sdule und konnen darunter aufgefangen werden. Die Isolation von T-

Zellen erfolgt analog mit CD3-Beads.

2.4 Zellkultur

Alle Zellen wurden in einer durchschnittlichen Dichte von bis zu 10° Zellen/ml bei 37° C im
Brutschrank (FormaScientific, Thermo Life Sciences, Egelsbach) mit 5 % CO> und geséttigter
Luftfeuchte kultiviert.

2.4.1 Kultivierung von MNCs

NK- und T-Zellen wurden in 1-2 ml Kulturmedium pro 10° Zellen resuspendiert. Das
Medium setzte sich zusammen aus RPMI-1640 (BioWhittaker, Verviers, Belgien) mit 10 %
FCS (Fetal Calf Serum)(Biochrom), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin (Gibco,
Eggenstein, Deutschland). Hinzu kamen fiir die Kultivierung der NK-Zellen 1000 U IL-2/ml
(Novartis, Rocky Hill, NJ) und fiir die T- Zellen 100 U IL-2/ml. Die Zellen wurden iiber
Nacht auf 12er Mikrotiterplatten kultiviert.

2.4.2 Zelllinien

Die humane Leukémie-Zellreihe K562 (CCL-243) und die CD19" humane Lymphomzellreihe
Raji (CCL-86) von der American Type Culture Collection (ATCC) wurden in RPMI-1640
Medium mit 10 % FCS, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin kultiviert.

2.5 CD107a-Zytotoxizititsassay

2.5.1 Bispezifische Antikorper

Als bispezifische Antikdrper wurden CD19XCD16 TandAb sowie CD19XCD3 TandAb der
Affimed Therapeutics AG, Heidelberg, verwendet. Jeder dieser TandAb setzt sich aus 2
einzelnen, iiber Proteinbriicken verbundene Antikdrper mit je einer Spezifitit fiir CD19 und
einer Spezifitit fiir CD16 bzw. CD3 zusammen (Abb. 2.5.1). Informationen zur Produktion
der Antikorper finden sich in der Literatur [72, 73]

24



Material und Methoden

coo NH,

Abb. 2.5.1: Aufbau des bispezifischen TandAb Antikdrpers: Zwei einzelne, nicht funktionsfahige
monomere Antikorpermolekiile bilden non-kovalente Bindungen aus, die in der Formation eines voll
funktionsfdhigen, tetravalenten Antikorpers resultieren. Dieser besitzt 2 Bindungsstellen fiir das
Antigen A (z.B. CD3, CD16) und 2 Bindungsstellen fiir das Antigen B (z.B. CD19). Die variablen
Antikorper-Doménen (Vu, Vi) fiir die 2 Spezifititen (A/B) sind iiber Peptidbriicken (L) verbunden.
Das entstehende Molekiil bindet bivalent an seine Zielantigene und zeigt im Vergleich zu einfachen
bispezifischen Antikorpern verbesserte pharmakologische Eigenschaften sowie eine erhdhte

biologische Aktivitit.

2.5.2 Durchfiihrung des Assays
Nach der nachtlichen Inkubation wurden T- und NK-Zellen sowie K562- und Raji-Zellen in
Falcon-Rohrchen eingefiillt, mit PBS verdiinnt und die Zellzahl bestimmt. AnschlieBend
wurden die Zellen pelletiert (7min., 1900 rpm, 23 °C) und jeweils in 100 pl Medium/10°
Zellen resuspendiert.

Nun wurde eine 24-Well-Platte beschriftet und der CD107a-Assay angesetzt (Tabelle
2.5.1). Dazu wurde in alle Wells mit Ausnahme der ungefarbten Kontrolle zunédchst Sul
CD107a FITC oder CD107a PE (BD Biosciences) vorgelegt. Auf diese Weise konnte der
Antikorper direkt an das CD107a-Antigen binden, sobald die Zellen degranulierten. Nun
wurden in alle Wells 10° NK- bzw. T-Zellen gegeben. Ein Well diente als Negativkontrolle,
hier wurde kein weiteres stimulierendes Agens hinzugefiigt. Ein Well pro Zellreihe diente als
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Positivkontrolle, hier wurden den NK-Zellen K562-Zellen im Verhéltnis 1:1 hinzupipettiert.
Den T-Zellen wurde das Superantigen Staphylococcal enterotoxin B (SEB, Sigma-Aldrich,
St.Louis, MO) in einer Konzentration von 1 pg/ml hinzugegeben (1 ul/well). In die zwei
folgenden Wells wurden Raji Lymphom-Zellen im Verhéltnis 1:1 hinzugefiigt. In das letzte
dieser beiden Wells wurde den T-Zellen nun der bispezifische CD19XCD3 TandAb
Antikorper (Affimed therapeutics AG, Heidelberg, Deutschland) bzw. den NK-Zellen der
CDI9XCDI16 TandAb (Affimed therapeutics) in einer Konzentration von 1 pg/ml
zupipettiert.

Ein sechstes Well wurde in 9 Experimenten mit den NK- und T-Zellen gesunder

Kontrollen aufgesetzt, hier wurden den NK- bzw- T-Zellen nur die TandAb Antikdrper

hinzugefiigt.
NK- Zellen (je 10°) | Zusiitze T- Zellen (je 10° Zusitze
Ungefirbt Keine ungefirbt keine
Negativkontrolle CDI107a-Ak Negativkontrolle CDI107a-Ak
Positivkontrolle CDI107a-Ak Positivkontrolle CDI107a-Ak
+ K562- Zellen (1:1) + SEB
+Target CD107a-Ak +Target CD107a-Ak
+ Raji-Zellen (1:1) + Raji-Zellen (1:1)
+Target/TandAb CDI107a-Ak +Target/TandAb CDI107a-Ak
+ Raji- Zellen (1:1) + Raji- Zellen (1:1)
+CD19XCD16TandAb +CD19XCD3TandAb
+TandAb CDI107a-Ak +TandAb CDI107a-Ak
+CD19XCD16TandAb +CD19XCD3TandAb

Tabelle 2.5.1: Versuchsaufbau fiir den CD107a- Zytotoxizitdtsassay.

Die so préparierten Platten wurden nun eine Stunde lang bei 37 °C inkubiert, dann wurden 2
ul Monensin (10 pl/ml) (BD Golgi Stop, BD Biosciences) in jedes Well pipettiert. Es folgte
eine Inkubation fiir fiinf Stunden. Die Zellen wurden anschlieend entnommen, in FACS-
Gefidlle gefiillt und mit PBS gewaschen (7 min., 1900 rpm, 4 °C). Nach Abkippen der
Uberstinde wurden die restlichen FACS-Antikdrper (5 ul/GefdB) hinzugefiigt, unter
Auslassen der ungefdrbten Kontrolle. Dabei wurde jeweils fiir die Oberflaichenmarker CD3,
CDS8, CD16 und CD56 angefirbt. Es wurden CD3 ECD, CD8 APC, CD56 PE and CD16 PC5
von Beckman Coulter (Marseille, Frankreich) sowie CD16 APC-Cy7 von BD Biosciences
verwendet. Nun wurden die Rohrchen 30 min. bei 3-4 °C inkubiert und anschliefend mit 2 ml
PBS gewaschen (7 min., 1900 rpm, 4 °C). Nach Zugabe von 500 pl PBS in jedes Gefal3
erfolgte die FACS-Messung am FACS Canto' ™ (BD Biosciences). Der prozentuale Anteil der
aktivierten NK-Zellen wurde als Zellpopulation bestimmt, die in der FACS- Messung sowohl
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durch die Expression von CD56" als auch CD107a" identifiziert wurde. In den neun
Kontrollassays wurden die NK-Zellen indirekt als CD3" Zellpopulation ermittelt. Dies war
aufgrund ihrer Anreicherung mit CD56- MicroBeads ebenso zuverldssig wie die direkte
Anfirbung iiber CD56 FACS-Antikorper. Aktivierte T-Zellen wurden als CD3" CD107a"
Zellen bestimmt.

Im Anschluss an diese Messungen wurden die Werte der Assays aussortiert, in denen
die Negativkontrolle hohere Werte zeigte als die Positivkontrolle. SchlieBlich waren Daten
tiber die NK-Zellen von 26 Patienten und 14 gesunden Kontrollen verwendbar. Bei den T-

Zellen konnten die Werte von 32 Patienten und 17 Kontrollen genutzt werden.

Aktivierender Stimulus FACS-Analyse

Monensin ﬁ

; 2l
é—0 -

A

Ruhende Degranulierte
T- oder NK-Zelle Effektorzelle
i‘i? CD107a FACS-Antikdrper ~ ® Granzyme A Perforin o CD107a

Abb. 2.5.2: Prinzip des CD107a-Assays: Wird eine Effektorzelle einem aktivierenden Stimulus
ausgesetzt, kommt es zur Exozytose zytotoxischer Granula, die auf ihrer Oberfliche CD107a tragen.
Das auf der Zelloberfliche prasente CD107a wird nach Zugabe von Monensin nicht wieder in die
Zelle aufgenommen und kann nun mit Hilfe von FACS-Antikérpern nachgewiesen werden. Mittels
weiterer Antikorper fiir andere Oberflichenantigene kann die aktivierte Zelle einer bestimmten
Zellpopulation zugeordnet werden. So ldsst sich der Prozentsatz aktivierter Zellen innerhalb einer

Zellpopulation ermitteln.
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2.6 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde Microsoft Excel sowie SigmaPlot 10.0 und SigmaStat

3.5 fir Windows (SysStat Software Inc.) genutzt. Fiir Vergleiche zwischen gesunden
Probanden und Patienten wurde der Student-T-Test verwandt. Die Daten wurden mittels des
Kolmogorov Smirnov Test auf Normalverteilung hin untersucht. Signifikante Unterschiede
zwischen Therapiekonzepten wurden durch Anwendung einer ANOVA fiir gepaarte Proben
und anschlieBende paarweise Vergleiche multipler Proben (Holm-Sidak Methode oder
Tukey’s post-hoc Test) ermittelt. Eine Korrelation zwischen T- und NK-Zellfunktion wurde
mittels linearer Regressionsanalyse durchgefiihrt. Gruppenwerte wurden als Mittelwert +

Standardabweichung angegeben. P-Werte <0,05 galten als signifikant.
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3. Exrgebnisse

3.1 Anzahl und Verteilung der Immunzellen im peripheren Blut

3.1.1 Vergleich von Patienten und gesunden Kontrollen

In den Blutproben der Patienten fand sich eine mediane Zahl von 4500 Leukozyten/ul mit
einer Bandbreite von 1100/ul bis hin zu 31200/ul bei einem Patienten mit chronisch-
lymphatischer Leukdmie (CLL). 15 von 27 Patienten hatten Leukozytenzahlen auBBerhalb des
Normbereichs: 12 Patienten zeigten Werte <4000 Leukozyten/ul, 3 Patienten Werte >10000
Leukozyten/ul. Die gesunden Probanden hatten hingegen alle Werte im normalen Bereich
(4000 bis 8100/ul, Median 5900/ul). Fiir die prozentualen Berechnungen wurden die Werte
der 2 Patienten mit einer CLL entfernt, da diese stark von den Werten der anderen Patienten
abwichen.

Im Schnitt gehdrten 25,2 % der Leukozyten bei den Patienten zur Untergruppe der
Lymphozyten (Streubreite 2,3 % - 75,8 %). Die Gruppe der Lymphozyten setzte sich
zahlenmiBig wie folgt zusammen (Median, Streubereich) (Abb. 3.1.1): T-Lymphozyten 71 %
(19 % bis 95 %), davon 51,8 % CDS8" T-Lymphozyten (21,6 % bis 88,9 %) und 48,5 % CD4"
T-Lymphozyten (15,1 bis 80,8 %). Daraus ergab sich ein Verhiltnis der CD4"- zu den CDS8"-
Zellen (CD4/CD8-Ratio) von im Median 0,95 (0,2 bis 3,7). 12 Patienten zeigten eine Ratio
unter 0,9 (Normalwert 0,9-5,0, s. Tabelle 2.2.1). Der mediane Anteil der B-Lymphozyten an
den Lymphozyten betrug 3 % (0 % bis 66 %) und der der NK-Zellen 16 % (2 % bis 63 %).

Bei den gesunden Probanden fanden sich unter den Leukozyten 31,2 %
Lymphozyten (21,4 % bis 57,5 %). Unter den Lymphozyten bildeten auch hier die T-
Lymphozyten die grofite Untergruppe (69 %, 57 % - 76 %). 35,3 % (25,8 % bis 45,0 %)
waren CD8" T-Lymphozyten, 64,8 % (54,1 % bis 70,4 %) CD4" T-Lymphozyten. Die
CD4/CD8-Ratio betrug demnach im Median 1,84 (Streubreite 1,23 bis 2,72). Die B-
Lymphozyten machten einen Anteil von 14 % (11 % bis 21 %) an den Lymphozyten aus, die
NK-Zellen ebenfalls 14 % (5 % bis 24 %).
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Abb. 3.1.1: Prozentuale Verteilung der Lymphozyten-Untergruppen im Blut von Patienten mit NHL
(unter Auschluss der 2 CLL-Patienten) und im Blut gesunder Probanden. Dargestellte Werte sind
Mittelwerte + SD. *zeigt einen signifikanten Unterschied (p<0,05) zwischen den Werten von

gesunden Spendern und Patienten an.

Bei den absoluten Zahlen zeigten 14/27 Patienten eine Lymphozytenzahl unterhalb des
normalen Bereichs (fiir Normwerte s. Tabelle 2.2.1). 2 Patienten mit B-CLL lagen oberhalb
der Norm. Die Zahl der T-Lymphozyten war bei 19 Patienten erniedrigt. 9 Patienten hatten
eine verminderte Anzahl CD8" T-Lymphozyten, wihrend ein Patient oberhalb der Norm lag.
Bei den CD4" Zellen zeigten 20 Patienten unter den Normalbereich erniedrigte Werte.
Hingegen hatten nur fiinf Patienten zu wenig NK-Zellen. B-Zellen waren bei 18/27 Patienten
vermindert und neben den 2 Patienten mit B-CLL bei einem weiteren Patienten vermehrt. Fiir
genaue Angaben zur absoluten Zellzahl s. Tabelle 3.1.1.

Signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen Patienten und Gesunden fanden sich in
folgenden Bereichen: Patienten besaBlen (nach Ausschluss der 2 CLL-Patienten) signifikant
weniger Lymphozyten, wobei sowohl B- als auch T-Zellen signifikant vermindert waren.
Innerhalb der T-Zell-Population waren die CD4 -Lymphozyten signifikant vermindert. Damit
war auch die CD4/CD8-Ratio signifikant niedriger als bei gesunden Kontrollen (p=0,004)
(Abb. 3.1.3).
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Zellgruppe Patienten Kontrollen
Leukozyten (x10°/ul) 6,4+7,0(4,8+3,9) 59+1,2
Lymphozyten (x10°/ul) 2,6 £5,7(1,0£0,5) 2,0 +0,69%*
T-Lymphozyten 772 £ 642 (631 + 407) 1368 + 555%/**
CDS8' Lymphozyten 371 + 284 (336 + 265) 473 £ 206
CD4" Lymphozyten 371 + 387 (281 +£222) 864 + 366*/**
NK-Zellen 225+ 184 (187 £117) 276 + 143
B-Lymphozyten 1349 + 4634 (113 + 227) 298 £ 189%*
CD4/CD8 Ratio 1,1 £0,8 (1,1 +0,8) 1,8 £ 1,9%*

Tabelle 3.1.1: Absolute Zellzahlen im Blut von Patienten mit NHL und gesunden Kontrollen. In

Klammern stehen die Werte der Patienten unter Ausschluss der Patienten mit CLL (n=2). Zahlen sind

Mittelwerte £ SD. * bezeichnet einen signifikanten Unterschied (p<0,05) zwischen Patienten und

gesunden Kontrollen bei Einschluss aller Patienten. ** bezeichnet einen signifikanten Unterschied

(p<0,05) zwischen Patienten und gesunden Kontrollen bei Ausschluss der Patienten mit CLL.

MW Patienten
@ Gesunde
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CD8+ l
—
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
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Abb. 3.1.2: Anzahl der CD4" und CD8" T-Lymphozyten im peripheren Blut von Patienten mit NHL

(unter Auschluss der 2 CLL-Patienten) und von gesunden Probanden. Darstellung als Mittelwerte +

Standardabweichung. *zeigt einen signifikanten Unterschied (p<0,05) zwischen den Werten von

gesunden Spendern und Patienten an.
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Abb. 3.1.3: CD4/CD8-Ratio: Vergleich zwischen gesunden Probanden und Patienten mit NHL (unter
Auschluss der 2 CLL-Patienten). Darstellung als Mittelwerte + Standardabweichung. *zeigt einen

signifikanten Unterschied (p<0,05) zwischen den Werten von gesunden Probanden und Patienten an.

3.1.2 Unterschiede innerhalb der Patientengruppe
Die Patienten wurden in Gruppen unterteilt, um festzustellen, wie stark Faktoren wie
Krankheitsstatus oder Vortherapie die Zellzahlen beeinflussen. Aufgrund stark abweichender
Zellzahlen wurden die Werte der 2 Patienten mit B-CLL auch hier nicht mit einbezogen.
Zunichst wurden die Patienten mit progressivem Krankheitsverlauf (bzw. stabilem
Verlauf im Falle eines indolenten Lymphoms) den Patienten in partieller oder kompletter
Remission gegeniibergestellt (Tabelle 3.1.2). Hier zeigten sich folgende Muster: Die Zahl der
Leukozyten insgesamt unterschied sich nicht signifikant (Median 3200/ul, Streubreite 1100
bis 21800/ul vs. 5000/ul, 3100-6300/pul), allerdings hatten Patienten mit aktivem
Krankheitsverlauf signifikant weniger Lymphozyten (Median 680/ul, Streubreite 448 bis
1591/ul vs. 1369/ul, 769 bis 2186/ul) (p=0,001). Somit war der prozentuale Anteil der
Lymphozyten an den Leukozyten erniedrigt. Die prozentuale Zusammensetzung der
Lymphozyten aus T-, B-, und NK-Zellen wich nicht signifikant voneinander ab. Die absolute
Zahl der T-Lymphozyten war jedoch bei Patienten im Progress signifikant vermindert, ebenso
wie die Zahl der CD8" und der CD4"  Zellen (T-Lymphozyten: Median 349/pl, Streubreite
143 bis 1237/ul vs. 832,5/ul, 470 bis 1591/ul (p=0,001), CD8" Zellen: Median 154/ul,
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Streubreite 86 bis 710/pl vs. 377/ul, 178 bis 1225/ul (p=0.01), CD4" Zellen: Median 131/pl,
58 bis 576/ul vs. 376,5/ul, 115 bis 995/ul (p=0,01)). Der prozentuale Anteil der CD8" und

CD4" Lymphozyten an den T-Lymphozyten war nicht signifikant verschieden, das gleiche
galt somit fiir die CD4/CD8-Ratio.

Zellgruppe Progress/stabiler Verlauf partielle/komplette
(n=15) Remission (n=10)
Leukozyten (x10°/ul) 49+51 4,7+1,0
Lymphozyten (x10°/ul) 0,8+0,3 1,4 +0,4*
T-Lymphozyten 431 +£277 930 + 395*
CDS8' Lymphozyten 234+ 171 491 + 312%
CD4" Lymphozyten 193 + 157 414 + 246*
NK-Zellen 175+ 128 204 £ 103
B-Lymphozyten 98 +£270 136 + 151
CD4/CDS8 Ratio 1,0+0,7 1,1 £0,7

Tabelle 3.1.2 Absolute Zellzahlen im Blut von Patienten mit progredienter/stabiler Erkrankung.
Zahlen sind Mittelwerte = SD. * bezeichnet einen signifikanten Unterschied (p<0,05) zwischen den

Patientengruppen.

Fir einen weiteren Vergleich wurden die Patienten in 2 Gruppen unterteilt,
Unterscheidungskriterium war das Vorliegen eines indolenten oder eines aggressiven
Lymphoms. Hier fanden sich im Vergleich keine statistisch signifikanten Unterschiede

(Tabelle 3.1.3).

Zellgruppe indolentes Lymphom aggressives Lymphom
(n=10) (n=15)
Leukozyten (x10°/ul) 41+1,5 54+5,0
Lymphozyten (x10°/ul) 1,0£0,5 1,0+ 0,5
T-Lymphozyten 554 +321 682 + 459
CDS8' Lymphozyten 303 + 193 359 + 308
CD4" Lymphozyten 234 + 144 313 £262
NK-Zellen 189 + 133 185+ 111
B-Lymphozyten 179 + 326 69 + 123
CD4/CD8 Ratio 1,0+ 0,5 1,1 £1,0

Tabelle 3.1.3 Absolute Zellzahlen im Blut von Patienten mit indolentem und aggressivem NHL.

Zahlen sind Mittelwerte + SD. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.
Stellte man nun die Patienten, die innerhalb der letzten 12 Monate eine Chemotherapie

erhalten hatten, solchen gegeniiber, deren Therapie ldnger zuriicklag, so zeigte sich ebenfalls

kein signifikanter Unterschied im Bereich der Zellzahlen (Tabelle 3.1.3). Allerdings war der
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absolute und der prozentuale Anteil der NK-Zellen an den Lymphozyten in der
Chemotherapiegruppe tendentiell hoher (Median 23 %, Streubreite 2 bis 63 % bei Patienten
nach Chemotherapie vs. 14 %, 4 bis 31 % (p=0,067)).

Zellgruppe Chemotherapie innerhalb keine Chemotherapie inn.
der letzten 12 Monate 12 Monate (n=11)
(n=14)

Leukozyten (x10°/ul) 54+5,1 42+15
Lymphozyten (x10°/ul) 0,9+0,4 1,2+0,5
T-Lymphozyten 534+ 396 754 + 404
CDS' Lymphozyten 294 +317 390 + 178
CD4" Lymphozyten 231+ 169 345+ 270
NK-Zellen 209 + 130 158 £97
B-Lymphozyten 104 + 278 125+ 148
CD4/CD8 Ratio 1,1 £0,9 1,0+0,7

Tabelle 3.1.3 Absolute Zellzahlen im Blut von Patienten mit NHL, die innerhalb der letzten 12
Monate eine Chemotherapie bekommen hatten und solchen Patienten, die keine Therapie erhalten
hatten bzw. bei denen diese >12 Monate zuriicklag. Zahlen sind Mittelwerte + SD. Es fanden sich

keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen.

3.2 Spontane Effektorzellaktivitit

Neben der Anzahl an Immuneffektorzellen wurde ihre Funktionsfahigkeit iiberpriift. Dazu
wurde zundchst nach Inkubation in einem Interleukin 2- haltigen Medium per FACS-Analyse
bestimmt, welcher Anteil der T- und NK-Zellen spontan zytotoxische Granula freigesetzt
hatte (Abb. 3.3.1). Dabei stellte sich heraus, dass 8,9 + 6,2 % der NK-Zellen von Patienten
spontan degranuliert waren. Bei den Zellen gesunder Probanden war der Anteil aktivierter
Zellen mit 13,5 + 13,7 % nicht signifikant gréBer (p=0,11). In der T-Zell-Population fanden
sich hingegen bei den Patienten 3,2 + 3,0 % aktivierte Zellen, wihrend bei den gesunden
Probanden nur 0,6 + 0,3 % der Zellen degranuliert waren. Dieser Unterschied ist statistisch
signifikant (p=0,0009).

Von den Ergebnissen der weiteren Messungen wurden bei jedem Probanden die
Werte der spontanen Effektorzellaktivitidt abgezogen, um die Differenz zwischen spontaner

Aktivitdt und gesteigerter Aktivitét als Reaktion auf einen Stimulus zu verdeutlichen.
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3.3 Reaktion auf aktivierende Stimuli

Im néchsten Schritt wurde untersucht, wie sich NK- und T-Zellen bei Zugabe von Substanzen
verhielten, die eine zytotoxische Reaktion hervorrufen.

K562-Zellen sind humane Leukimiezellen, die keine MHC-I-Molekiile exprimieren
und daher einen starken Reiz fliir NK-Zellen darstellen, zu degranulieren und zytotoxische
Mediatoren freizusetzen. Wurden die NK-Zellen von Patienten mit K562-Zellen inkubiert, so
konnte eine starke Aktivitit beobachtet werden: 27,4 £ 11,6 % der Zellen degranulierten. NK-
Zellen von gesunden Probanden zeigten eine vergleichbare Reaktion (28,5 + 14,6 %) (Abb.
3.3.1, Abb. 3.3.2).

Um eine T-Zell-Reaktion hervorzurufen, wurde das Superantigen SEB
(staphylococcal enterotoxin B) eingesetzt. Auch hier zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede in der Effektorzellaktivitdt zwischen Patienten und Gesunden: 8,1 + 5,7 % der
T-Zellen von Patienten reagierten mit einer Degranulation, wihrend 5,4 + 6.2 % der T-Zellen

der gesunden Spender auf den Antigen-Reiz ansprachen (Abb. 3.3.1, Abb. 3.3.2).
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Abb. 3.3.1: Ermittlung der aktivierten Zellpopulationen im Blut eines Patienten mittels FACS-

Analyse. Links oben: NK-Zellen, die iiber Nacht mit IL-2 inkubiert wurden, aber keinem weiteren

stimulierenden Antigen ausgesetzt waren. Degranulierte Zellen (CD56° CD107") finden sich im
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rechten oberen Kasten. Rechts oben: NK-Zellen nach Zugabe von K562-Zellen. Links unten: T-

Zellen nach néchtlicher Inkubation mit IL-2, ohne weiteres aktivierendes Antigen. Degranulierte
Zellen (CD3" CD107") finden sich im rechten oberen Kasten. Rechts unten: T-Zellen nach Zugabe des
Superantigens SEB.
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Abb. 3.3.2: Links: Vergleich der NK-Zell-Reaktion auf K562-Zellen. Aktivierte Zellen wurden mittels
FACS-Analyse als CD56° CD107a" Zellpopulation ermittelt. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in der Zahl der aktivierten NK-Zellen zwischen Patienten und gesunden Probanden.
Rechts: Vergleich der T-Zell-Reaktion auf das Superantigen SEB. Aktivierte Zellen wurden mittels
FACS-Analyse als CD3" CD107a" Zellpopulation ermittelt. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in der Zahl der aktivierten T-Zellen zwischen Patienten und gesunden Probanden.
Ergebnisse sind als Boxplots dargestellt. Obere und untere Begrenzung der Box zeigen 75 %-und 25
%-Perzentile, der Median ist durch die Mittellinie dargestellt. Die senkrechten Balken kennzeichnen

groften und kleinsten Wert, Ausreifler werden gesondert als schwarze Punkte dargestellt.
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3.4 Zellaktivitit in Gegenwart von Lymphomzellen

T- und NK-Zellen wurden nun der CD19" humanen Lymphomzellreihe Raji ausgesetzt.
Erneut wurde gemessen, wie viele der Effektorzellen mit der Freisetzung zytotoxischer
Granula reagierten (Abb. 3.5.1).

10,7 £ 9,5 % der NK-Zellen von Patienten wurden durch die Konfrontation mit den
Lymphomzellen aktiviert, bei den gesunden Probanden waren es 7,1 + 6,6 %. Der
Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen war nicht signifikant. Die Aktivitidt der NK-
Zellen von Patienten in Gegenwart der Lymphomzellen war jedoch deutlich hoher als die
spontane NK-Zellaktivitit in dieser Gruppe, dieser Unterschied war statistisch signifikant
(p=0,0025).

Im Gegensatz zu der deutlichen NK-Zell-Reaktion zeigten die T-Zellen der meisten
Probanden nur eine geringe Aktivierung in Gegenwart der Lymphomzellen. T-Zellen der
Patienten degranulierten im Schnitt zu 3,1 + 8,4 %. Dabei ist zu beachten, dass die Werte
stark durch zwei Patienten beeinflusst wurden, die eine ausgepréigte T-Zell-Reaktion zeigten
(33 % und 32,2 %). Nach manueller Entfernung dieser zwei Ausreiller ergab sich ein Wert
von 0,9 + 2,5 % fiir die restliche Population. T- Zellen der gesunden Spender lieBen sich
durch Lymphomzellen kaum aktivieren (0,1 £+ 0,2 %). Auch bei den T-Zellen lieB sich kein
Unterschied zwischen Patienten und Gesunden ermitteln. Die Aktivitit der T-Zellen in beiden

Gruppen unterschied sich nicht wesentlich von der spontanen T-Zellaktivitét.

3.5 Zytotoxizitit gegen Lymphomzellen in Gegenwart des bispezifischen Antikorpers

Nachdem der Zusatz der Lymphomzellen keinen oder nur einen miBigen Aktivierungsreiz
dargestellt hatte, wurde nun die Inkubation mit den Targetzellen und dem bispezifischen
Antikdrper (CD19XCD16 TandAb sowie CD19XCD3 TandAb von Affimed) vorgenommen
und die resultierende zytotoxische Reaktion ermittelt (Abb. 3.5.1).

Wiéhrend der Anteil degranulierter NK-Zellen in der Patientengruppe bei Zugabe
von Lymphomzellen allein im Mittel nur bei 10,7 % gelegen hatte, fiihrte die Addition des
Antikorpers zu einer aktivierten Zellpopulation von 30,7 £ 19,2 % (Abb. 3.5.2). Gesunde
Kontrollen zeigten nach Zugabe des Antikorpers einen &hnlich hohen Prozentsatz
degranulierter Zellen (24,9 + 14,1 %), wihrend Lymphomzellen allein nur eine Aktivierung

von im Mittel 7,1 % der Zellen hervorgerufen hatten.
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Ein dhnliches Bild zeigte sich bei den T-Zellen: Wihrend die Lymphomzellen allein
in der Patientenpopulation nur 3,1 % der Zellen aktivieren konnten, wurden nach Zugabe des
Antikorpers 21,3 + 14,3 % zytotoxisch aktiv (Abb. 3.5.3). Auch T-Zellen gesunder
Probanden, die vorher nur zu einem Anteil von 0,1% aktiv gewesen waren, zeigten nun eine
deutliche Reaktion mit 22,0 + 17,4 % degranulierten Zellen. Damit waren auch hier die Werte

von Gesunden und Patienten vergleichbar.
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Abb. 3.5.1: Ermittlung der aktivierten Zellpopulationen im Blut eines Patienten mittels FACS-
Analyse: Links oben: NK-Zellen nach Inkubation mit der Lymphom-Zellreihe Raji. Degranulierte
Zellen (CD56'CD107a" Zellen) finden sich im rechten oberen Kasten. Rechts oben: NK-Zellen, die
sowohl mit Lymphomzellen als auch dem CD19XCD16 TandAb inkubiert wurden. Links unten: T-
Zellen nach Konfrontation mit Raji-Lymphomzellen. Aktivierte Zellen (CD3'CD107") finden sich im
rechten oberen Kasten. Rechts unten: T-Zellen, die sowohl mit Lymphomzellen als auch mit dem
CD19XCD3 TandAb inkubiert wurden.
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Abb. 3.5.2: Darstellung der Prozentzahl aktivierter NK-Zellen als Reaktion auf Lymphomzellen bzw.
Lymphomzellen kombiniert mit dem bispezifischen Antikérper CD19XCD16 TandAb. Aktivierte
Zellen wurden per FACS-Analyse bestimmt als CD56" CD107a” Zellpopulation. Darstellung als
Mittelwerte + Standardabweichung. * zeigt einen signifikanten Unterschied (p<0,05) zwischen der

Reaktion gegeniiber Lymphomzellen und der Reaktion gegen Lymphomzellen und TandAb an.
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Abb. 3.5.3: Darstellung der Prozentzahl aktivierter T-Zellen als Reaktion auf Lymphomzellen bzw.
Lymphomzellen kombiniert mit dem bispezifischen Antikdrper CD19XCD3 TandAb. Aktivierte
Zellen wurden per FACS-Analyse bestimmt als CD3" CD107a" Zellpopulation. Darstellung als

Mittelwerte + Standardabweichung. * zeigt einen signifikanten Unterschied (p<0,05) zwischen der

Reaktion gegeniiber Lymphomzellen und der Reaktion gegen Lymphomzellen und TandAb an.

3.6 Reaktion der Effektorzellen bei Inkubation mit dem bispezifischen Antikorper ohne

Zugabe der Zielzellen

Als néchstes galt es herauszustellen, ob die starke Aktivierung der Immunzellen in Gegenwart
der Lymphomzellen und des bispezifischen Antikdrpers nur auf die Bindung des
entsprechenden Antikérperarms an den aktivierenden Rezeptor der Effektorzelle
zurlickzufiihren ist oder ob eine Aktivierung der Zelle erst dann stattfinden kann, wenn beide
Arme des Antikorpers ihr Zielantigen gebunden haben. Daher wurden die Effektorzellen von
neun gesunden Kontrollen mit dem entsprechenden Antikorper ohne Zugabe von CDI19-
positiven Zielzellen inkubiert. NK-Zellen zeigten eine geringe Aktivierung, nur 0,7 + 0,9 %
degranulierten und damit nicht signifikant mehr als in der Negativkontrolle (Abb. 3.6.1,
3.6.2). In der T-Zell-Population war der Anteil aktivierter Zellen hingegen mit 7,6 £3,4 %
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héher und damit signifikant unterschieden von der spontanen T-Zell-Aktivitit (p=1,4) (Abb.
3.6.1,3.6.2).
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Abb. 3.6.1: Ermittlung der aktivierten Zellpopulationen im
Blut gesunder Probanden nach Zugabe des entsprechenden

TandAb Antikorpers.

Oben: Reaktion von NK-Zellen nach Inkubation mit

CDI19XCD16 TandAb, ohne Zugabe CDI19" Zielzellen.
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Abb. 3.6.1 links: Vergleich der NK-Zell-Reaktion von Patienten auf CD19'Raji Lymphomzellen sowie
auf den CD19XCD16 TandAb, zunidchst in Gegenwart der Lymphomzellen, dann ohne Zugabe von
Zielzellen. Darstellung als Mittelwerte + Standardabweichung. * zeigt einen signifikanten Unterschied

(p<0,05) zu den anderen beiden Gruppen an.
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Rechts: Vergleich der T-Zell-Reaktion von Patienten auf CD19'Raji Lymphomzellen sowie auf den
CD19XCD3 TandAb, zunichst in Gegenwart der CD19" Lymphomzellen Raji, dann ohne Zugabe von

Zielzellen. Darstellung als Mittelwerte + Standardabweichung. * zeigt einen signifikanten Unterschied

(p<0,05) zu den anderen beiden Gruppen an.

3.7 Faktoren, die die zytotoxische Funktion der Effektorzellen beeinflussen

Da die Zahl der NHL-Erkrankungen mit dem Alter zunimmt, hatten die untersuchten
Patienten ein medianes Alter von 64 Jahren. Daher wurden bei den gesunden Kontrollen zwei
Altersgruppen untersucht, um einen Einfluss des Alters auf die ermittelten Ergebnisse
ausschliefen zu konnen. Zwischen den beiden Gruppen mit einem medianen Alter von 26
Jahren (23 bis 34 Jahre) und 53 Jahren (50 bis 54 Jahre) zeigte sich kein signifikanter
Unterschied in der Fahigkeit der Effektorzellen zur zytotoxischen Reaktion. Auch ein Einfluss
des Geschlechts konnte ausgeschlossen werden.

Weiterhin wurde untersucht, ob die Funktionsfdhigkeit der Effektorzellen davon
beeinflusst wird, welche Therapie die Patienten in der Vergangenheit durchlaufen haben. Die
Patienten wurden zu diesem Zweck in zwei Gruppen unterteilt. Eine Gruppe hatte weniger als
den Median von 6,5 Therapiezyklen erhalten, die andere mehr. Es zeigte sich, dass die Anzahl
der Therapiezyklen keinen Einfluss auf die zytotoxischen Féahigkeiten der T- und NK-Zellen
hat. Anschlieend wurde verglichen, ob die Art der Therapie, im Sinne eines Hochdosis- oder
eines konventionellen Schemas die Zellfunktion beeinflusste. Auch hier zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede. Ebenso spielte es keine Rolle, ob die Patienten eine
Blutstammzelltransplantation hinter sich hatten oder nicht. SchlieSlich wurde untersucht, ob
sich aus dem NHL-Subtyp eine Vorhersage iiber die Zellfunktion machen lie. Dazu wurden
zum einen die Patienten mit Multiplem Myelom (n=11) allen anderen Patienten
gegeniibergestellt. Es ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede beziiglich der
erreichbaren Zytotoxizitit. AnschlieBend wurden alle Patienten, die an einem aggressiven
Lymphom erkrankt waren, mit denjenigen verglichen, die ein indolentes NHL hatten. Auch

hier zeigten sich keine relevanten Unterschiede (Abb. 3.7.1).
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Abb. 3.7.1: Vergleich der zytotoxischen Reaktionen von NK- und T-Zellen auf unterschiedliche
Stimuli, aufgeteilt nach Art des NHL des Spenders. Proben von Patienten mit indolenten und
aggressiven NHL wurden verglichen, es konnten keine signifikanten Unterschiede im Ausmal der
zytotoxischen  Antwort festgestellt werden. Dargestellte Werte sind Mittelwerte +

Standardabweichung.

3.8 Korrelation zwischen T- und NK-Zell-Funktion

Mittels statistischer Untersuchungen wurde ermittelt, ob T- und NK-Zell-Funktion

miteinander korrelierten. Innerhalb der Patientengruppe fanden sich keine Zusammenhénge

zwischen der Aktivitdit der Effektorzellen (Lineare Regression, R2=0,O3; p=0,14).

Uberraschenderweise korrelierten jedoch innerhalb der gesunden Kontrollen T- und NK-Zell-

Funktion stark miteinander (Lineare Regression, R*=0,23; p<0,01).
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4.Diskussion

Die Therapie maligner Erkrankungen mit Hilfe bispezifischer Antikorper (BsAb) ist ein
relativ neues und vielversprechendes Gebiet der onkologischen Forschung. Konventionelle
Therapiemodalititen wie die Radiotherapie oder die Chemotherapie bewirken iiber die
Schidigung der Erbsubstanz die Apoptose sowohl gesunder als auch kranker, schnell
teilender Zellen. Bispezifische Antikorper jedoch greifen in das Immunsystem ein und
ermOglichen es diesem, maligne Zellen gezielt zu erkennen und zu beseitigen. Die meisten
existierenden Antikorperformate vermitteln ihre Wirkung tiber die Aktivierung von NK- oder
T-Zellen. Voraussetzung flir die Effektivitdt einer solchen Therapie ist somit, dass diese
Immunzellen in ausreichender Anzahl vorhanden sowie funktionsfihig und durch die
Antikorper aktivierbar sind. Tumorpatienten leiden jedoch nachweislich unter einem Defekt
des Immunsystems [74]. Auch bei Lymphompatienten ist eine Beeintrdchtigung der
Immunfunktion nachgewiesen worden [75, 76]. Hinzu kommt der Einfluss der zytotoxischen
Tumortherapie, die alle rasch teilenden Gewebe des Korpers angreift und damit auch zu einer
Leukozytopenie und einer mitunter lang anhaltenden Immunsuppression fiihrt [77]. Ziel der
vorliegenden Studie war es, zu evaluieren, inwiefern das Immunsystem von Patienten mit
NHL fiir eine auf immunologische Abwehr ausgerichtete Therapie, speziell die Therapie mit

bispezifischen Antikdrpern, geeignet ist.

4.1 Zellzahl und Zelluntergruppen

Die Zahl der Leukozyten ist ein wichtiger Parameter fiir die Kompetenz des Immunsystems
und moglicherweise kritisch flir die Anwendbarkeit der BsAb bei Tumorpatienten. Dabei ist
die Anzahl der Lymphozyten, zu denen T- und NK-Zellen zéhlen, von besonderer Bedeutung
fiir den FEinsatz aktueller Antikdrperformate. Bisherige Studien beschreiben deutliche
Pathologien der Lymphozyten bei NHL-Patienten. Anderson et al. und Jones et al.
untersuchten Patienten, die noch keine Therapie erhalten hatten, und stellten je nach
histologischem Subtyp bei 11 bis 42 % der Patienten eine Lymphozytopenie (in der Studie
definiert als Lymphozytenzahl <1000/ul) fest [76]. Ahnliche Werte wurden in der
vorliegenden Studie ermittelt: In der untersuchten Patientengruppe hatten (nach Ausschluss
der Patienten mit einer chronisch-lymphatischen Leukdmie (CLL)) 72 % der Patienten

Lymphozytenzahlen <1500/pul und 52 % Werte <1000/ul. Die prognostische Bedeutung einer
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derartig erniedrigten Lymphozytenzahl ist durch Studien herausgearbeitet worden. So ist eine
Lymphozytopenie bei Patienten mit Hodgkin-Lymphomen schon lédnger als unabhdngiger
prognostischer Faktor anerkannt [78]. Ahnliche Ergebnisse wurden nun auch fiir Patienten mit
soliden Tumoren und fiir Patienten mit NHL erhoben [79]. Cox et al. identifizierten die
absolute Lymphozytenzahl sogar als unabhédngigen prognostischen Faktor bei Patienten mit
diffus-groBzelligem B-Zell-NHL und schlugen unter Einbeziehung dieses Parameters einen
angepassten prognostischen Index vor, der die Prognose der Patienten sehr viel besser traf als
der etablierte Prognosescore (IPI) [80]. Auch fiir Patienten mit follikulirem Lymphom und
Multiplem Myelom scheint die Lymphozytenzahl prognostischen Wert zu haben [81, 82].
Diese Ergebnisse decken sich mit der Erkenntnis der vorliegenden Studie, dass das Ausmalf}
der Lymphopenie mit dem Krankheitsstatus korreliert: Patienten mit Progress oder stabilem
Krankheitsverlauf hatten signifikant weniger Lymphozyten als Patienten in partieller oder
kompletter Remission. Krankheitssubtyp und Vortherapie hatten hingegen keinen Einfluss auf
die Lymphozytenzahl

Bei Unterteilung der Lymphozyten in ihre Untergruppen- T-Lymphozyten, B-Lymphozyten
und NK-Zellen- fiel auf, dass die Lymphopenie der untersuchten Patienten mit einer
signifikant verminderten Anzahl von T-Lymphozyten sowie von B-Lymphozyten einherging,
wiahrend die Zahl der NK-Zellen sich nicht signifikant von denen gesunder Probanden
unterschied.

Die auffilligsten Werte in der vorliegenden Studie fanden sich bei den T-
Lymphozyten. 70 % der untersuchten Patienten wiesen in diesem Kompartiment Zellzahlen
unterhalb der Norm auf und unterschieden sich damit signifikant von den Kontrollen. Analog
zur Gesamtzahl der Lymphozyten fanden sich auch hier bei Patienten mit progredienter
Erkrankung signifikant weniger Zellen als bei solchen in Remission. Anderson et al. fanden
bei Patienten mit einem aggressiven Lymphom ebenfalls signifikant niedrigere T-
Lymphozytenzahlen im Vergleich zu gesunden Kontrollen [76]. Patienten mit follikuldrem
Lymphom wiesen in der zitierten Studie vor Therapiebeginn hingegen normale Zellzahlen
auf. Ein solcher Zusammenhang mit dem histologischen Subtyp konnte in der vorliegenden
Studie nicht bestdtigt werden.

Die Gesamtzahl der T-Lymphozyten setzt sich wiederum aus zwei Untergruppen
zusammen, den CD4" und den CD8" T-Zellen. Auch hier zeigten sich deutliche

Auffilligkeiten. 33 % der Patienten hatten eine verminderte Anzahl von CD8" Lymphozyten,
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es fand sich jedoch kein signifikanter Unterschied zu gesunden Kontrollen. Die CD8" Zellen
machten bei den Patienten zudem mit {iber 50 % den gréBeren Teil der T-Lymphozyten aus.

CD4" Zellen hingegen waren bei den Patienten signifikant vermindert und scheinen
somit verantwortlich zu sein fiir die verminderte Zahl an T-Lymphozyten insgesamt: 74 % der
Patienten zeigten Werte unterhalb der Norm. Thr prozentualer Anteil an den T-Lymphozyten
war ebenfalls signifikant vermindert, wihrend sie bei gesunden Spendern mit iiber 60 % die
groBBere T-Zell-Untergruppe bildeten. Daraus ergab sich ein bei Patienten ebenfalls signifikant
vermindertes CD4/CD8-Verhiltnis (CD4/CD8-Ratio) von im Mittel 1,1 (Gesunde:1,9). 44 %
der Patienten zeigten eine Ratio unterhalb der Norm. Diese Ergebnisse entsprechen denen
einer anderen Studie mit 55 NHL-Patienten, welche ebenfalls von einer verminderten Anzahl
an T-Zellen berichtet. Auch hier war die Zahl der CD4" Zellen erniedrigt, wihrend die CD8"
Zellzahl im normalem Bereich lag [83]. Eine kiirzlich verdffentlichte Studie mit 44 Patienten
mit B-Zell NHL berichtet analog zu der vorliegenden Studie von einer bei Patienten im
Vergleich zur gesunden Bevolkerung verminderten Anzahl an CD3" und CD4" Zellen sowie
einer dadurch verminderten CD4/CD8-Ratio [84].

Mit fortschreitender Erkrankung kam es nach den vorliegenden Ergebnissen zu einer
signifikanten Verminderung sowohl der CD4" als auch der CD8" T-Zellen. Die CD4/CDS8-
Ratio blieb dabei konstant, da beide Zellkompartimente in gleichem Ausmal betroffen waren.
Der histologische Lymphom-Subtyp hatte keinen Einfluss auf das Verhiltnis der CD4/CDS8
Zellen. Ahnliche Ergebnisse zeigt eine Studie von Janowska-Wieczorek et al. [83]. Eine
andere Studie untersucht ebenfalls die Bedeutung der T-Zell-Untergruppen bei Patienten mit
NHL [84]. Die Studie zeigt einen klaren Zusammenhang zwischen der Zahl der CD4" Zellen
und dem prognostischen Index. Je mehr Punkte im IPI die Patienten hatten, d.h. je schlechter
ihre Prognose war, desto weniger CD4" Zellen im peripheren Blut besaBen sie. Analog zu der
vorliegenden Studie war auch hier das Krankheitsstadium der einzige Faktor, der auf die Zahl
der CD4" Zellen einen Einfluss hatte. Dieselbe Studie zeigt einen klaren Zusammenhang auf
zwischen der Zahl der CD4" T-Zellen und dem Therapieansprechen sowie dem
Gesamtiiberleben.

Eine innerhalb der letzten 12 Monate verabreichte Chemotherapie beeinflusste das
Verhiltnis der Zelluntergruppen zueinander nach den vorliegenden Ergebnissen nicht. Eine
andere Studie, die sich mit dem Einfluss der Chemotherapie auf die Immunstaten von
Patienten beschéftigt, berichtet im Gegensatz dazu von einem starken Einfluss der Therapie
auf die Zahl der T-Lymphozyten [89], mit einer Abnahme sowohl der CD8" als auch der
CD4" T-Lymphozyten; jedoch war der Effekt bei den CD4" Lymphozyten ausgeprigter.
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Dadurch verdnderte sich auch das CD4/CD8- Verhéltnis, das vor Therapiebeginn bei 1,56 und

im Anschluss daran nur noch bei 0,66 lag.

Auch im Bereich der B-Lymphozyten zeigten die meisten Patienten pathologische Werte: 67
% der Patienten hatten B-Zellzahlen unterhalb der Norm und zwar unabhingig von
Krankheitsstatus oder Vortherapie. Im Gegensatz dazu berichteten Herrmann et al. von
erhohten B-Lymphozyten-Zahlen im Blut aleukdmischer Patienten mit NHL zu
Diagnosebeginn [90]. Diese Untersuchung fand jedoch bei untherapierten Patienten statt,
wihrend eine Vielzahl der Patienten in der vorliegenden Studie geméll dem heutigen Standard
mit Rituximab therapiert worden war- dieser Antikorper fiihrt zu einem raschen Verlust auch
der peripheren B-Lymphozyten. Eine Regeneration der Zellpopulation beginnt in der Regel
erst nach 6 Monaten [91]. Die ist eine mogliche Erkldrung fiir die in der untersuchten

Patientengruppe vorliegende B-Lymphopenie.

Im Gegensatz zu den T- und B-Lymphozyten zeigten sich die NK-Zellen als relativ resistente
Zellpopulation. Nur 19 % der untersuchten Patienten zeigten NK-Zellzahlen unterhalb der
Norm, 1 Patient mit B-CLL hatte sogar erhdhte Zellwerte. Die NK-Zellzahl war auch nicht
abhingig von Histologie, Krankheitsstatus oder Vortherapie- Patienten unter Chemotherapie
zeigten sogar tendentiell hohere NK-Zellwerte. Analog dazu berichteten Mackall et al., dass
die NK-Zellen als einzige Lymphozyten-Subpopulation keine signifikante Abnahme unter
intensiver zytotoxischer Therapie zeigen [89]. Die Zahl der NK-Zellen scheint allerdings
durchaus wichtig fiir die Krankheitsprognose zu sein. So berichten Plonquet et al., dass bei
Vergleich der Lymphozytenuntergruppen die NK-Zellzahl als einzige mit dem
Krankheitsverlauf der Patienten korreliert [92]. Ein solcher Zusammenhang mit dem

Krankheitsstatus konnte in der vorliegenden Studie nicht nachgewiesen werden.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass Patienten mit NHL
Abnormalititen in mehreren Zellkompartimenten aufweisen. Die deutlichsten Unterschiede
fanden sich bei den fiir die Therapie mit BsAb notwendigen T-Lymphozyten. Diese zeigten in
der vorliegenden Patientengruppe Zellzahlverminderungen, die mit fortschreitender
Erkrankung stirker ausgeprdgt waren. Eine prognostische Relevanz der T-Lymphozytenzahl,
insbesondere der CD4" T-Lymphozyten fiir den Verlauf der Erkrankung (wie bereits fiir die
Gesamt-Lymphozytenzahl nachgewiesen), ist sehr wahrscheinlich und kiirzlich durch eine

Studie bestitigt worden [84]. Auch bei der Untersuchung von Tumorgewebe konnte gezeigt
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werden, dass niedrige T-Zellzahlen sowohl im CD4- als auch im CD8-Kompartiment eine
schlechtere Prognose bedeuten [93-95]. Die vorliegenden Ergebnisse unterstiitzen die
Annahme, dass dhnliches fiir Zellen im peripheren Blut gilt.

Inwieweit der Mangel an T-Lymphozyten die Therapie mit CD3-abhéngigen BsAb
negativ beeinflusst, ist noch nicht abzusehen. Dehghanie et al. konnten zeigen, dass ein
Mangel an CD4" Zellen auch mit einem schlechteren Therapieansprechen auf Chemotherapie
verbunden ist [84]. Ob gleiches fiir die Therapie mit BsAb gilt, wird sich in klinischen
Studien zeigen miissen. Es ist jedoch wichtig, BsAb zu entwickeln, die auch bei einem
niedrigen Effektor:Target-Verhiltnis ihre Wirkung entfalten konnen. [96, 97]. Das in der
vorliegenden Studie festgestellte, veranderte Verhiltnis von CD4" zu CD8" T-Zellen  diirfte
keinen negativen Einfluss auf die Antikorper-Therapie haben, da beide Zellpopulationen in
gleichem Malle durch BsAb aktiviert werden [98].

Auch fiir die Klasse der NK-Zell-aktivierenden BsAb ist die Anzahl an Effektorzellen
wichtig. Zwar zeigten sich die NK-Zellen in der vorliegenden Studie als relativ robuste
Zellpopulation, jedoch ist ihre Zahl ohnehin deutlich geringer als die der T-Lymphozyten.
Einige der Patienten hatten weniger als 60 NK-Zellen/ul Blut. Plonquet et al. berichteten
ebenfalls von NHL-Patienten mit stark erniedrigten NK-Zellzahlen [92]. Ein Vorteil jedoch
ist die Resistenz der NK-Zell-Population gegeniiber konventionellen Therapieschemata: Als
einzige Zellpopulation zeigen sie keine Beeintrdchtigung nach einer Chemotherapie [89], in
der vorliegenden Studie waren in der Chemotherapie-Gruppe sogar tendentiell hdhere
Zellzahlen zu verzeichnen. Guven et al. verglichen die NK-Zell-Expansion einer Patientin vor
und nach Chemotherapie mit Fludarabin und stellten ebenfalls eine bessere Expansion im
Anschluss an die Therapie fest [99]. Auch nach einer Stammzelltransplantation erholen sich
die Killerzellen relativ schnell und als erste Zellpopulation [100]. Moglicherweise wird man
in Zukunft also aufgrund dieser Voraussetzungen Empfehlungen aussprechen koénnen, in
welcher Situation welcher der beiden Antikorper sinnvoller einzusetzen ist. Weitere
Untersuchungen sind dazu ndtig. Die Anfertigung eines prétherapeutischen Immunstatus
sollte selbstverstindlich sein, um etwaige Auffilligkeiten in den Zellkompartimenten zu

erkennen.
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4.2 Der CD107a-Assay zur Beurteilung der Zellfunktion

Zur Beurteilung der Zellaktivitdt wurde der CD107a-Assay verwendet, der auf dem Nachweis
des CD107a-Antigens auf der Membran zytotoxischer Granula beruht. Nach Anfarbung mit
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern ldsst sich so in der FACS-Messung bestimmen, welcher
Prozentsatz der Zellen degranuliert, d.h. zytotoxisch aktiv geworden ist. Bisherige Studien
weisen den Effekt bispezifischer Antikorper in der Regel dadurch nach, dass sie das Ausmal}
an abgetoteten Zellen bestimmen. Hierfiir genutzte Methoden sind z.B. der Chromium-
Release-Assay, der LDH- oder der CFSE-Assay. Eine direkte Beurteilung der Effektorzellen
gelingt damit nicht, beispielsweise erhélt man keine Auskunft dariiber, wie viele der Zellen
aktiviert wurden. Der CDI107-Assay hingegen ermoglicht die Betrachtung der
Effektorzellpopulation und erlaubt eine Quantifizierung der zytotoxischen Zellantwort. Dieser
Assay ist sowohl fiir NK- als auch fiir T-Zellen etabliert worden [101-103]. Betts et al. stellten
zudem im direkten Vergleich eine genaue Korrelation der Ergebnisse des CD107-Assays mit
denen anderer Zytotoxizititsassays fest [101].

Die Wahl des CD107a-Assays beriicksichtigt in besonderem Mafe die Wirkweise der
bispezifischen Antikdrper. Sowohl T-Lymphozyten als auch Natiirliche Killerzellen kénnen
nach Identifizierung einer Zielzelle iiber 2 verschiedene Wege zytotoxisch aktiv werden. Zum
einen kann die Apoptose der Zielzelle iiber sogenannte Todesrezeptoren aus der Gruppe der
TNF-Rezeptor-Familie, beispielsweise den CD95/CD95Ligand oder den Fas/FasLigand
eingeleitet werden [104, 105]. Hierbei formieren Rezeptor und Ligand den ,todes-
induzierenden Signalkomplex®, DISC (death inducing signaling complex). Folge ist die
Aktivierung intrazelluldrer Caspasen, welche im organisierten Zelltod endet. Eine andere
Moglichkeit ist die Freisetzung zytotoxischer Granula aus den Effektorzellen, welche
Perforin, Granzyme A und B, Serglycin und weitere Molekiile enthalten [105, 106]. Diese
Substanzen dringen auf noch nicht vollstindig verstandene Weise in die Zielzelle ein und
bewirken die Initiierung der Caspase-Kaskade, die Aktivierung DNA-degradierender Proteine
sowie die Aktivierung proapoptotischer Mitglieder der Bcl-2- Proteinfamilie. Die Bedeutung
dieser Vorgédnge bei der Abwehr maligner Zellen ist mit Hilfe von Experimenten an knock-
out-Mdusen nachgewiesen worden: Tiere, denen Perforin fehlte, entwickelten schon frithzeitig
B-Zell-Lymphome [50]. Fiir die vorliegende Studie ist besonders relevant, dass die T-Zellen
bei Einsatz des CD19XCD3 BsAb die CD19'Zielzellen auf dem Perforin/Granzyme-Weg
angreifen [107, 108]. Todesrezeptoren scheinen hier keine Rolle zu spielen. Auch andere

Studien bestitigen die Hochregulation von Granzyme B und in geringerem Ausmal3 von
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Perforin durch einen solchen BsAb [109, 110]. Auch NK-Zellen nutzen hauptsichlich den
Perforin/Granzyme-Weg zur Eliminierung ihrer Zielzellen [111]. In Gegenwart von
bispezifischen BsAb, die an CD16 binden, kommt es zu einer deutlich vermehrten
Freisetzung zytotoxischer Granula [112]. Der CD107-Assay ermdglicht die Uberwachung
eben dieses Weges der Effektorzellfunktion und eignet sich daher besonders zur Beurteilung
der zytotoxischen Fédhigkeiten von NK- und T-Zellen, insbesondere auch unter dem Einfluss

der BsAD.

4.3 Aktivierbarkeit der T- und NK-Zellen von Patienten mit NHL

NK-Zellen stellen einen wichtigen Teil der Immunabwehr gegen Tumorzellen und
virusinfizierte Zellen dar. Ihre Bedeutung in der Tumorabwehr zeigt sich in Experimenten mit
immundefizienten Méiusen, denen NK-Zellen fehlen. Diese Tiere entwickeln friihzeitig
maligne Tumoren [50]. Im Gegensatz zu T-Zellen kdnnen NK-Zellen antigenunspezifisch und
ohne vorherige Aktivierung abnorme Zellen mit verminderter MHC I-Expression erkennen
und unmittelbar deren Apoptose einleiten. Sie sind damit unverzichtbarer Teil des
angeborenen Immunsystems.

Der Kenntnisstand zur Funktionabilitdt der NK-Zellen bei Patienten mit malignen
Lymphomen ist widerspriichlich. Mehrere Studien berichten von einer im Gegensatz zu
gesunden Kontrollen stark verminderten zytotoxischen Aktivitdt von NK-Zellen bei Patienten
mit B-CLL [113, 114]. Ziegler et al. berichteten von einer kaum nachweisbaren Zellaktivitét
in 9 von 10 Blutproben von CLL-Patienten 6h nach Blutentnahme und diskutieren einen
moglichen Zusammenhang mit der erhohten Inzidenz sekundérer Malignome bei diesen
Patienten [114]. Katrinakis et al. beobachteten ebenfalls eine stark verminderte NK-Zell-
Aktivitit bei 34 CLL-Patienten in Gegenwart von K562-Zellen [113]. Diese Gruppe konnte
zeigen, dass NK-Zellen zwar an die Tumorzellen binden konnten, jedoch keine ausreichenden
Zytokinmengen freisetzten, um ihre Zielzellen zu beeinflussen. In einer anderen Studie
wurden 62 Patienten mit unbehandelten NHL untersucht, von denen ca. 50 % eine
verminderte NK-Zell-Aktivitdt gegeniiber K562-Zellen zeigten [115]. Eine Korrelation der
Aktivititswerte mit dem histologischen Lymphom-Subtypus oder dem Krankheitsstadium
bestand nicht, Patienten mit disseminierter Erkrankung hatten sogar tendentiell hdhere
Zytotoxizitdtswerte. Auch Konjevic et al. bestimmten die NK-Zell-Aktivitdt im Blut von

unbehandelten Patienten mit NHL und stellten eine verminderte Aktivitdt fest. Allerdings

50



Diskussion

beobachteten sie eine Abnahme des zytotoxischen Potentials mit hoherem Malignititsgrad
und fortschreitendem klinischen Stadium [116].

Eine solche verminderte Zellaktivitit wiirde die Erfolgsaussichten einer Therapie mit
NK-Zell-abhingigen Antikorpern einschrinken, welche auf eine funktionierende
Effektorzellen angewiesen sind. Es existieren jedoch auch Studien, die eine normale NK-Zell-
Funktion zumindest bei einem Teil der NHL-Untertypen propagieren. So untersuchten
Einhorn et al. Patienten mit Multiplem Myelom und stellten keine Unterschiede in der NK-
Zell-Aktivitdt im Vergleich zu gesunden Kontrollen fest [117]. Zu dem gleichen Ergebnis
kam eine weitere Studie mit Myelom-Patienten [88]. SchlieBlich untersuchten Caldera et al.
NK-Zellen aus dem Knochenmark und aus dem peripheren Blut von 15 Patienten mit NHL
und stellten in beiden Zellpopulationen eine im Vergleich zu gesunden Kontrollen normale
Zellaktivitét fest [118].

Die widerspriichliche Kenntnislage macht es schwierig, abzuschitzen, ob Patienten
mit verschiedenen NHL-Subtypen zu unterschiedlichen Therapiezeitpunkten NK-Zellen
besitzen, die flir eine Immuntherapie aktiv genug sind. Daher wurden in der vorliegenden
Studie die zytotoxischen Féhigkeiten der NK-Zellen von Patienten mit unterschiedlichen
Ausgangsbedingungen hinsichtlich Subtypus, klinischem Verlauf und Vortherapie bestimmt.

Um das zytotoxische Potential der NK-Zellen zu untersuchen, wurden K562-Zellen
eingesetzt. Bei K562-Zellen, einer humanen Leukdmiezellreihe, handelt es sich um Zellen,
denen das MHC I[-Oberfldchenmolekiil fehlt. Die Aktivierung von NK-Zellen folgt einem
komplexen Muster und findet nur dann statt, wenn aktivierende Stimuli gegeniiber
inhibitorischen Reizen iiberwiegen [119]. MHC I-Molekiile auf der Oberfliche gesunder
Zellen stellen einen starken inhibitorischen Reiz dar und verhindern normalerweise die NK-
Zell-Aktivierung. Fehlen sie, beispielsweise durch Entartung oder Infektion einer Zelle, so
resultiert daraus ein starker Anreiz fiir die NK-Zelle, zu degranulieren und somit die Apoptose
ihrer Zielzelle einzuleiten. Dies wurde auch in den Ergebnissen dieser Studie sichtbar. Nach 6
h Inkubation mit den K562-Zellen degranulierten in der gesunden Kontrolle 28.5 % der NK-
Zellen. Eine ebenso starke Reaktion konnte bei den NK-Zellen der Patienten beobachtet
werden. Auch eine weitere Einteilung der Patienten in Gruppen nach histologischem Subtyp
oder klinischem Status erbrachte keine signifikanten Unterschiede. Damit ergibt sich in dieser
Studie keinerlei Hinweis auf eine bei Patienten verminderte NK-Zellaktivitdt, die einer
Immunotherapie im Wege stehen wiirde.

Einen Erklarungsansatz fiir die widerspriichlichen Studienergebnisse konnten

Unterschiede im Versuchsaufbau liefern. In der vorliegenden Studie wurden alle NK-Zellen
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tiber Nacht, d.h. fiir mindestens 12 h in IL-2 inkubiert. Ziegler et al. berichteten, dass sich bei
den Zellen von CLL- Patienten in einem Assay, der nach 18 statt nach 6 Stunden durchgefiihrt
wurde, eine Erhohung der zytotoxischen Aktivitit zeigte. Die Aktivitétslevel lagen jedoch
weiterhin unter dem gesunder Kontrollen. Des Weiteren berichten einige der genannten
Studien, dass sich eine geringe NK-Zell-Aktivitdt im Blut von Patienten durch Einsatz von
IL-2 oder IFN-a steigern lieB, dies jedoch immer nur prozentual zu der vorher bestehenden
Aktivitdit. Die Zellen gesunder Kontrollen erreichten also nach Stimulation mit
entsprechenden Substanzen weiterhin hohere Werte als die von Patienten gewonnenen Zellen
[113, 115]. Auch in Studien, die primir eine normale NK-Zell-Funktion bei Patienten
festgestellt hatten, lieB3 sich durch diese Substanzen das zytotoxische Potential weiter steigern
[117, 118]. Es ist somit nicht auszuschlieBen, dass NK-Zellen im Blut von Tumorpatienten in
vivo eine eingeschrinkte Zellfunktion haben, die in vitro durch Zytokine und durch ldngere
Inkubation in Kulturmedium partiell reversibel ist. Die Tatsache jedoch, dass in der
vorliegenden Studie NK-Zellen von NHL-Patienten nach Inkubation mit IL-2 gleichwertige
Zytotoxizititslevel zeigten wie die Zellen gesunder Probanden, spricht gegen eine in vivo

vorhandene ausgeprigte Funktionseinschrinkung.

Auch die T-Lymphozyten sind wichtiger Bestandteil der korpereigenen Abwehr maligner
Zellen, CD8" T-Zellen werden als die potentesten Killerzellen des Immunsystems angesehen.
Im Gegensatz zu Natiirlichen Killerzellen differenzieren sie sich erst nach Antigenkontakt zu
hochspezifischen Effektorzellen und spielen dann eine grofle Rolle bei der lokalen Kontrolle
von Tumoren [120]. Knock-out-Méuse, denen T-Lymphozyten fehlen, entwickeln eine
Vielzahl verschiedener Adenokarzinome [50]. Im Gegensatz zu der Funktion der NK-Zellen
lasst sich die T-Zell-Funktion ansatzweise in vivo mittels Testung der Hautreaktion auf
bestimmte Antigene ermitteln. Schon friih berichteten Studien iiber verminderte kutane
Reaktionen auf Teststoffe als Zeichen einer eingeschrinkten T-Zell-Funktion bei Patienten
mit NHL [75, 76]. Jones et al. stellten dabei fest, dass die Funktionseinschrinkung bei
Patienten mit diffusem NHL deutlicher ausgepréigt war als bei Patienten mit noduldrem NHL
[75]. Auch spiter folgende In vitro-Studien berichteten von einer bei Lymphompatienten
verminderten T-Zell-Antwort auf das pflanzlichen Mitogen Phytohdmagglutinin (PHA) [87,
121, 122]. Anichini et al. fanden zudem sowohl im Blut als auch in Lymphknoten von
Patienten mit B-Zell-NHL eine gestorte Differenzierung von T-Lymphozyten mit einer
verminderten Expression von Granzyme B und Perforin, welche fiir die T-Zell-Funktion

unerlésslich sind [123].
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Um die Funktion der T-Zellen von NHL-Patienten und gesunden Kontrollen zu
tiberpriifen, wurde in der vorliegenden Studie das Superantigen SEB genutzt. In beiden
Gruppen zeigte sich eine méfige Reaktion der T-Zellen auf dieses Antigen; 8.1 % bzw. 5.4 %
der Zellen waren degranuliert. Es konnte also nach Inkubation der T-Zellen in IL-2-haltigem
Medium keinerlei Unterscheid mehr zwischen der Aktivierbarkeit der Zellen von gesunden
Kontrollen und Patienten festgestellt werden. Es spielte keine Rolle, an welchem NHL-Typ
der Patient erkrankt war, wie weit die Erkrankung fortgeschritten war und welche Therapie
bisher erfolgt war. Somit ist auch hier die Grundlage fiir die Immunotherapie gegeben.
Selbstverstindlich ist analog zu den Uberlegungen bei den NK-Zellen nicht auszuschlieBen,
dass in vivo Bedingungen vorherrschen, die eine normale T-Zellfunktion verhindern und die
sich ex vivo riickgingig machen lassen. So berichteten Anderson et al., dass allein das
Waschen und Kultivieren der Lymphozyten zu einer signifikant h6heren Ansprechbarkeit der
Zellen auf PHA fiihrte [76]. Eine andere Gruppe stellte bei einer Untersuchung der
Lymphozyten von Patienten mit Hodgkin-Lymphomen fest, dass sich eine zuvor
eingeschrinkte Aktivierbarkeit durch Inkubation in fetalem Serum riickgéngig machen liel3
[124]. Die Gruppe um Anichini schlieBlich berichtete, dass die Inkubation der T-
Lymphozyten mit den Zytokinen IL-2 und IL-15  zu einer Expansion zytotoxischer CD8" T-
Zellen fiihrte, welche in der Lage waren, Tumorzellen zu téten [123]. In wieweit In vitro-
Ergebnisse Riickschliisse auf die Situation in vivo zulassen, ist auch hier nicht eindeutig
beurteilbar. Allerdings weist die Tatsache, dass kein Unterschied in der Stimulierbarkeit der
Zellpopulationen in vitro besteht, darauf hin, dass auch in vivo keine schwere

Funktionseinschrinkung bestand.

4.4 Aktivierbarkeit durch Bispezifische Antikorper

Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass sich sowohl NK- als auch T-Zellen unabhéingig
von Faktoren wie Krankheitssubtyp, -stadium oder Vortherapie aktivieren lassen, erfolgte
eine direkte Anwendung des Antikorpers unter Verwendung von Effektorzellen aus
Patientenblut. Zu den bispezifischen Antikdrperformaten, die auf der Rekrutierung von T- und
NK-Zellen gegen Tumorzellen basieren, ist bisher eine Reihe von Studien verdffentlicht
worden. Ein Manko fast aller Untersuchungen ist jedoch, dass in der Regel Effektorzellen
gesunder Probanden benutzt wurden, um die Eigenschaften der Antikoérper und ihre

Auswirkungen auf die Immunzellen zu studieren. Da Tumorpatienten und speziell
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Lymphompatienten jedoch eine Reihe von Abnormalititen des Immunsystems aufweisen,
kann die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die Effektorzellen von Patienten nicht einfach
angenommen werden. Nur einige wenige Arbeitsgruppen setzten jedoch in ihren
Experimenten T-Zellen aus dem peripheren Blut von NHL-Patienten ein. NK-Zellen von
Patienten wurden in dieser Hinsicht noch gar nicht untersucht.

Bisher gibt es nur wenige Arbeiten zu den Eigenschaften von NK-Zell-abhingigen
BsAb. In der Regel wurden diese BsAb so konzipiert, dass sie mit einem Arm an CD16A (Fcy
RII) binden, den stirksten aktivierenden Rezeptor auf NK-Zellen. Eines der ersten
Zielantigene war der Her2/neu-Rezeptor auf Zellen von Mamma- und Ovarialzellkarzinomen.
Erste klinische Studien mit diesem AntikOrperformat zeigten eine starke Aktivierung des
Immunsystems, die zu einer dosislimitierenden Toxizitdt flihrte [125]. McCall et al.
entwickelten diesen BsAb weiter und erreichten eine Lyse von iiber 50 % der Targetzellen
durch periphere Lymphozyten gesunder Spender bei Effektor:Target-Ratios von 50:1 [126].
Zur Anwendung bei Patienten mit Hodgkin-Lymphomen wurde ein CD30XCD16 BsAb
entwickelt, welcher in vitro und in Mausmodellen zu einer effizienten Lyse von CD30"
Tumorzellen flihrte [127, 128]. Erste Anwendungen bei therapierefraktiren Patienten zeigten
eine klinische Antwort (stabile Erkrankung bis hin zu einer kompletten Remission) bei der
Hilfte der Patienten [129]. Fiir die Anwendung bei Patienten mit NHL wurden CD19XCD16
BsAb entwickelt. Kipriyanov et al. untersuchten die Wirksamkeit eines CD19XCD16 BsAb
im Vergleich zu einem CDI9XCD3 BsAb und berichteten, dass beide Antikdrper in
Gegenwart von gesunden Effektorzellen zu einer dhnlich effizienten Lyse CD19-positiver
Tumorzellen fithrten [130]. Beide Antikorper waren zudem in der Lage, das
Lymphomwachstum in transfizierten Miusen zuriickzudringen. Ahnliche Ergebnisse erhoben
auch Schlenzka et al. [131]. Bruenke et al. entwickelten einen CD19XCD16 BsAb, mit dessen
Hilfe Lymphomzelllinien sowie Tumorzellen von Patienten effizient angegriffen wurden
[132]. Diese Gruppe verwendete NK-Zellen von gesunden Spendern sowie mononukleére
Zellen von 3 pédiatrischen ALL-Patienten nach Stammzelltransplantation. Alle Zellen waren
in der Lage, mit Hilfe des BsAbs Lymphomzellen zu lysieren.

Da der CD19XCD16 BsAb noch nicht zur klinischen Anwendung bei Patienten
gekommen ist, gibt es keine Informationen dariiber, inwieweit sich NK-Zellen von NHL-
Patienten durch den Antikorper aktivieren lassen. In der vorliegenden Studie wurden daher
NK-Zellen von gesunden Probanden und Patienten in Gegenwart von CDI19" Raji-
Lymphomzellen mit dem CDI19XCDI16 BsAb inkubiert. In beiden Gruppen lieB sich

daraufhin eine starke Zellaktivierung nachweisen: In der gesunden NK-Zellpopulation waren
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im Mittel 24.9 % der Zellen degranuliert, in der Patientenpopulation waren es sogar 30.7 %
und damit dreimal mehr Zellen als bei Inkubation mit den Lymphomzellen allein. Dabei
spielte keine Rolle, welcher histologische Subtyp vorlag, in welchem Krankheitsstadium sich
die Patienten befanden und ob sie intensiv vortherapiert waren. Der bispezifische Antikorper
in Kombination mit den Targetzellen stellt demnach einen ebenso starken Aktivierungsreiz
dar wie die K562-Zellen, welche eine ausgeprigte NK-Zell-Aktivierung hervorrufen. Diese
Ergebnisse zeigen, dass ein bispezifischer Antikorper basierend auf der Einbindung von NK-
Zellen prinzipiell bei NHL-Patienten einsetzbar ist. NK-Zellen von Patienten mit NHL sind in
vitro ebenso gut dazu in der Lage, Zielzellen mit Hilfe der Antikorper zu eliminieren wie die

Zellen gesunder Spender.

Weitaus verbreiteter als ausfiihrende Effektorzelle bei dem Einsatz von bispezifischen
Antikdrpern ist die T-Zelle [133]. Schon in den 90er Jahren wurden die ersten BsAb fiir die
Anwendung bei NHL entwickelt, die zum einen an den T-Zell-aktivierenden Rezeptor CD3
binden und zum anderen an das CD19-Antigen auf B-Lymphozyten. Die Fahigkeit
verschiedener Formate dieses BsAb, in vitro eine effiziente Lyse von Tumorzellen durch
CD8" und CD4" T-Zellen gesunder Probanden herbeizufiihren, wurde von mehreren Gruppen
beschrieben [98, 130, 134]. Neuere Studien zeigen, dass dieser Antikorper dazu in der Lage
ist, T-Zellen spezifisch und wiederholt zu aktivieren, ohne dass dabei CD19-negative Zellen
beeintrachtigt werden [135]. Auch in vivo in Experimenten mit immundefizienten Méusen
konnte mittels des Antikdrpers und humaner Effektorzellen das Tumorwachstum gebremst
und das Uberleben der Tiere verlingert werden [136, 137]. In Schimpansen fiihrte das
Antikorperformat von Schlereth et al. zu einer raschen T-Zell-Aktivierung und peripheren B-
Zell-Depletion bei moderaten Nebenwirkungen. Das zur Zeit am weitesten entwickelte
bispezifische Antikorperformat, das auf der Aktivierung von T-Zellen beruht, ist der
sogenannte BiTE (bispecific T-cell-engager) [138]. Der BiTE-Antikorper Blinatumomab
(MT103) erwies sich in vitro als um ein vielfaches potenter als bis dahin entwickelte
bispezifische Antikorperformate, weshalb er in deutlich geringeren Konzentrationen
eingesetzt werden kann [139]. Ein weiterer Vorteil der BiTEs ist ihre kurze
Serumhalbwertszeit, die eine gute Dosiskontrolle ermdglicht. Erste Einsdtze von
Blinatumomab in klinischen Studien zeigten gute Erfolge [140]. In der Therapie der B-Zell
Akuten lymphatischen Leukdmie (B-ALL) erfolgte bereits der Einsatz in einer Phase II

Studie. Hier fiihrte die Therapie mit dem bispezifischen Antikorper bei Patienten  mit
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minimaler Resterkrankung zu einer raschen B-Zell-Depletion, einer Ansprechrate von 80%
sowie zu einem riickfallfreien Uberleben von 61% der Patienten nach 33 Monaten [141, 142].
Trotz der Vielfalt an Studien zu den verschiedenen bispezifischen CDI9XCD3
Antikorperformaten gibt es nur vereinzelte Studien, bei denen T-Zellen von
Lymphompatienten als Effektorzellen eingesetzt wurden. Beispielsweise isolierten Haagen et
al. MNCs von Patienten mit NHL oder ALL in Remission oder Relaps und kultivierten diese
fiir drei Wochen in IL-2/PHA- oder CD3mAb-haltigem Medium [143]. AnschlieBend
beobachteten sie eine zytotoxische Aktivitit von 5 % gegeniiber B-Zellen, die sich durch
Zugabe des BsAb auf 70 % steigern lieB. Die gleiche Gruppe nutzte Lymphozyten von
vereinzelten NHL-Patienten in anderen Experimenten und stellte eine potente Aktivierung der
Zellen durch BsAb fest [98, 144]. Loffler et al. fithrten eine groBere Studie mit B-CLL-
Patienten durch, um zu evaluieren, inwieweit T-Zellen dieser Patienten durch den
CD19XCD3 BsAb aktivierbar waren [145]. Um das Verhéltnis von Immuneffektorzellen zu
Tumorzellen (Effekor:Target-Ratio) im Korper von Patienten nachzuahmen, wurden
mononukledre Zellen mit dem Antikorper inkubiert, ohne die T-Zellen vorher anzureichern.
Insgesamt zeigte sich in 22/25 der Proben eine effektive Aktivierung der T-Lymphozyten,
messbar an einer Elimination von B-Zellen. In 17 Proben war dazu nicht einmal eine
zusitzliche Stimulation der T-Zellen notwendig; nur 5 Proben benétigten eine Zugabe von IL-
2. Selbst Patienten mit multiplen Chemotherapien in der Vorgeschichte zeigten eine
Aktivierbarkeit der T-Zellen durch die Antikdrper. Aufgrund der Datenlage lédsst sich nicht
vorhersagen, ob fiir Patienten mit unterschiedlichen NHL-Entitdten, unterschiedlichem
klinischen Status und nach unterschiedlichen Vortherapien der T-Zell-abhéngige BsAb eine
therapeutische Option darstellt. Daher wurde in der vorliegenden Studie auch fiir T-Zellen
untersucht, in wieweit sie durch den Antikorper aktivierbar waren.

Sowohl bei gesunden Probanden als auch bei Lymphompatienten fiihrte die Zugabe
des BsAb in Gegenwart der CD19" Raji-Zellen zu einer Degranulation von iiber 20 % der T-
Zellen. Im Vergleich zu einer alleinigen Inkubation mit Lymphomzellen stellte dies eine
Steigerung der zytotoxischen Aktivitdt um das siebenfache und damit einen deutlich stirkeren
Reiz dar als das Superantigen SEB. BsAb in Gegenwart von Zielzellen stellen also einen
starken Aktivierungsreiz fiir T-Lymphozyten - unabhidngig von ihrer Antigenspezifitét - dar,
und die Zellen von Patienten reagieren darauf genauso potent wie die Zellen gesunder
Kontrollen. Wie auch bei den NK-Zellen spielte keine Rolle, ob die Patienten an einem
indolenten oder aggressiven Lymphom litten, wie weit die Krankheit fortgeschritten war und

welche Therapie sie erhalten hatten. Daraus ldsst sich die mogliche Anwendbarkeit des
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Antikorpers bei einer Vielzahl von Patienten ableiten. Auch bei diesem Antikdrper sind damit
keine Einschrinkungen in der klinischen Wirksamkeit aufgrund einer eingeschrinkten
Zellfunktion zu erwarten.

Die Tatsache, dass sich T-Zellen von NHL-Patienten durch CD19XCD3 BsAb
aktivieren liefen, wird durch die Ergebnisse laufender oder abgeschlossener klinischer
Studien mit diesen Antikorpern gestiitzt. Der BiTE-Antikorper Blinatumomab bewirkte in
einer klinischen Phase I-Studie mit NHL-Patienten schon in geringen Dosen ein
Verschwinden der Tumorzellen aus dem peripheren Blut [146]. Mit Einsatz hoherer Dosen
stieg auch die Tumorantwort - alle sieben mit der hochsten Dosis behandelten Patienten
zeigten eine partielle oder komplette Remission. Ebenso wie bei den Patienten in der
vorliegenden Studie lagen unterschiedliche Subtypen sowie ein unterschiedliches Ausmal} an
Vortherapie vor. Analog den Ergebnissen der vorliegenden Studie scheint die Vorgeschichte
keinen Einfluss auf die Zytotoxizitéit der T-Zellen und damit der Wirksamkeit der Antikorper-

Therapie zu haben.

Wihrend die Mehrheit der Effektorzellen von Patienten nach einem bestimmten Muster
reagierten, gab es drei Patienten, deren Zellen eine eingeschriankte Aktivierbarkeit zeigten.
Ein Patient zeigte eine stark verminderte Reaktion der NK- als auch der T-Zellen auf die
Zugabe des jeweiligen BsAb in Gegenwart der Lymphomzellen. Dieser Patient erhielt eine
Erhaltungstherapie mit Lenalidomid, einem Medikament, welches normalerweise die NK-
Zell-Aktivitdt steigert [147]. Zwei andere Patienten zeigten eine normale NK-Zellfunktion,
aber eine verminderte Aktivitit der T-Zellen. Eine Erkldrung fiir diese Einbuflen ist nicht
ersichtlich. Zwar erhielt einer der beiden Patienten eine Rituximab-Erhaltungstherapie, jedoch

war dies auch bei anderen Patienten der Fall, die alle eine normale Zellfunktion hatten.

4.5 Einfluss des BsAb bei fehlenden Targetzellen

Soll ein neues Medikament in die klinische Testphase iibergehen, so ist wichtig, vorher
abzuschdtzen, in wieweit Nebenwirkungen zu erwarten sind, die die Dosierung des
Wirkstoffes begrenzen und die klinische Anwendung vielleicht sogar ausschlieen. Fiir den
sicheren Einsatz von Therapeutika, welche in das Immunsystem eingreifen, ist
Voraussetzung, dass es sich dabei um Substanzen handelt, die nicht zu einer generellen

Immunreaktion mit massiver Zytokinfreisetzung fiihren, denn dabei wiére die Gefahr der
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Hypotension und des kardiovaskuldren Versagens hoch. Dies gilt auch fiir den Einsatz der
bispezifischen Antikorper. Diese binden mit einem Arm an aktivierende Rezeptoren potenter
Immuneffektorzellen. Wire eine darauf folgende Aktivierung dieser Zellen nicht zielgerichtet
sondern generalisiert, hitte dies fatale Folgen fiir den Organismus. Es ist daher fiir die Praxis
essentiell, dass eine Aktivierung der Zellen durch den BsAb nur dann eintritt, wenn auch der

zweite Arm des Antikorpers an sein Zielantigen auf der Tumorzelle gebunden hat.

Um zu evaluieren, inwieweit die Antikdrper per se zu einer Aktivierung der Zellen fiihren,
wurden NK- und T-Zellen gesunder Spender mit dem jeweiligen BsAb inkubiert, ohne
CD19" Targetzellen hinzuzugeben. Eine Aktivierung der Zellen war folglich nicht zu
erwarten, da nur ein Arm der Antikorper an seinen Rezeptor gebunden hatte. NK-Zellen
zeigten dementsprechend keine Reaktion auf den BsAb; fiir ihre Aktivierung war die
Vernetzung zwischen Target- und Effektorzelle durch den Antikorper essentiell. Zu dem
gleichen Ergebnis kam eine Gruppe um Bruenke et al. [132]. Bei Einsatz dieses Antikorpers
ist daher nicht mit systemischen Reaktionen durch die generalisierte Aktivierung von NK-
Zellen zu rechnen. Klinische Daten gibt es hierzu jedoch noch nicht.

T-Zellen zeigten hingegen eine signifikant hohere Aktivierung in Gegenwart des
Antikorpers als in der Probe ohne Zugabe weiterer Agentien. Dies ist wahrscheinlich der
Tatsache zuzuschreiben, dass in den Proben autologe B-Lymphozyten vorhanden waren, die
durch den Antikorper mit den T-Zellen quervernetzt wurden und so zu einer Aktivierung der
Zellen fiihrten. Fiir andere CD3-abhdngige Antikorper-Formate wurde berichtet, dass selbst
hohe Konzentrationen des Antikorpers bei fehlenden Target-Zellen keine Reaktion ausldsen
[110, 148, 149]. Auch die Ergebnisse des Einsatzes von Blinatumomab in ersten klinischen
Studien deuten nicht auf eine Tumorunabhingige T-Zell-Aktivierung durch den Antikorper
hin [140]. Beobachtete Nebenwirkungen beinhalteten in der Regel Grippe-dhnliche
Symptome sowie eine Leuko- und Lymphopenie. Vereinzelt kommt es jedoch auch zu
Zytokin-Freisetzungssyndromen, insbesondere bei hoher Tumorlast [150, 151]. Diese Falle
treten jedoch vereinzelt auf und lassen sich in der Regel gut behandeln. Die klinischen Daten
stiitzen insgesamt die Annahme, dass die systemische Applikation des CD19XCD3 BsAb
weitestgehend sicher ist, jedoch sollten weitere Experimente zur Kldrung dieser Frage

beitragen.
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4.6 Fazit und Ausblick

Zusammenfassend konnte mit der vorliegenden Studie nachgewiesen werden: (1) Patienten
mit NHL weisen abhéngig von Krankheitsstadium abnorme Zellzahlen auf, die bei dem
Einsatz der BsAbs beriicksichtigt werden miissen, (2) die Effektorzellen von
Lymphompatienten weisen nach Stimulation mit IL-2 eine ebenso hohe zytotoxische Aktivitét
auf wie die Zellen gesunder Probanden, (3) CD19XCD3 und CD19XCD16 BsAb fiihren in
Gegenwart CD19" Zellen zu einer starken Degranulation von NK- und T-Zellen sowohl
gesunder als auch erkrankter Probanden, dabei ist (4) das zytotoxische Potential der Zellen
unabhingig von Faktoren wie NHL-Subtypus, Krankheitsstadium oder Vortherapie, (5) einige
wenige Patienten zeigen hyporesponsive Zellen, (6) der BsAb allein fiihrt zu einer fehlenden
bzw. nur gering ausgepréigten Zellaktivierung.
Was bedeutet das fiir den Einsatz der BsAb in der Klinik? Die absolute Zellzahl im Blut der
Patienten ist sicherlich ein wichtiger Punkt, wenn es um die Einsetzbarkeit der BsAb generell
geht und darum, welchen BsAb man bevorzugt zu welchem Zeitpunkt in der Erkrankung
verwendet. In der vorliegenden Studie zeigten sich die T-Lymphozyten als mit
fortschreitender Erkrankung besonders beeintrdchtigte Zelluntergruppe, wihrend die NK-
Zellpopulation im Schnitt normale Werte zeigte. Allerdings ist die absolute Zahl der T-
Lymphozyten ohnehin von vornherein hoher als die Zahl der NK-Zellen, zumal an der
Wirkung des BsAb sowohl CD4" als auch CD8" T-Zellen beteiligt sind [98]. NK-Zellen
wiederum zeigen sich als resistente Zellgruppe im Anschluss an Chemotherapie und
Stammzelltransplantation. Eine klare Anwendungsempfehlung ldsst sich daher aus den
Ergebnissen nicht ableiten. Vermutlich ist eine individuelle Erhebung des Zellstatus bei jedem
Patienten unerlésslich, um die Erfolgsaussichten einer zellbasierten Therapie abzuschitzen.
Zu den Herausforderungen der Antikorper-Herstellung wird zudem die Weiterentwicklung
von Formaten gehoren, die bei einer niedrigen Effektor:Target-Ratio effektiv sind. Auch die
Kombination mit anderen Therapiestrategien wie der Effektorzellexpansion ex vivo mit
anschlieBender autologer Transfusion oder der Transfusion von Lymphozyten gesunder
Spender konnte zukiinftig an Bedeutung erlangen. Hierdurch kdnnten niedrige Zellzahlen in
vivo ausgeglichen und die Wirksamkeit der Therapie verbessert werden.

Neben der Zahl der vorhandenen Effektorzellen ist ihre zytotoxische Funktion
entscheidend fiir den Erfolg einer Immunotherapie mit BsAb. Mit der vorliegenden Studie
konnte gezeigt werden, dass es beziiglich der Funktion der Zellen keine Einschrinkung

hinsichtlich der Anwendbarkeit der Antikorpertherapie in der sehr inhomogenen Gruppe der
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NHL-Patienten gibt. Jedoch konnen ex vivo-Experimente, wie schon mehrfach erwéhnt,
immer nur einen Anhalt daflir geben, wie Zellen sich innerhalb des Patienten oder auch
innerhalb des Tumorgewebes verhalten. Es gibt einige Studien, die das Verhalten von
Effektorzellen innerhalb des Tumors untersuchen. So berichteten Radoja et al. von einer stark
verminderten zytotoxischen Aktivitit CD8" tumorinfiltrierender Lymphozyten beruhend auf
einer gestorten Freisetzung zytotoxischer Granula [152]. Andere Studien berichten von
verdanderten Oberflichenrezeptoren auf T- und NK-Zellen in humanem Tumorgewebe mit
folglich eingeschriankter Effektorfunktion [153-155]. Mittal et al. beobachteten, dass
Lymphomzellen von Patienten mit NHL die Ausbildung regulatorischer CD25'CD4" T-
Zellen induzierten, welche die zytotoxische Funktion CD8" Zellen inhibieren [156]. Mittal et
al. und Radoja et al. konnten zudem zeigen, dass die Funktionseinschrinkung der CD8"
Lymphozyten potentiell reversibel ist [152, 156]. Antikorperformate zu entwickeln, die dazu
in der Lage sind, diese anergischen Zustinde innerhalb des Tumorgewebes zu durchbrechen
und eine Aktivierung der Zytotoxizitdt unabhéngig vom immunosuppressiven Umfeld zu
induzieren, stellt eine der groBten Herausforderungen fiir die Zukunft dar. Moglicherweise
konnte auch eine Coadministration von IL-2 zur Verbesserung der Antikorperwirksamkeit
sinnvoll sein. Eine Studie von Hartmann et al. zeigte beispielsweise die erhohte Wirksamkeit
eines CD30XCD16 BsAb bei Patienten mit Hodgkin-Lymphomen unter gleichzeitiger Gabe
von IL-2 [129]. Vermutlich ldsst sich dies auf andere BsAb-Formate iibertragen. Neue
Antikorperformate sollten jedoch idealerweise auch ohne Costimulation eine Aktivierung der
Zellen erreichen, wie das beispielsweise mit neueren BiTE-Antikdrpern gelungen ist [138].
Mit der vorliegenden Studie konnte demonstriert werden, dass Effektorzellen dann in der
Lage sind, genauso effizient ihre Funktion auszuiiben wie die Zellen gesunder Menschen.
Eine Intensivierung der Forschung auf diesem Gebiet ist notwendig, um Therapieansdtze mit

bispezifischen Antikdrperformaten zu optimieren.
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