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Zusammenfassung

Monoclonal antibodies (mAb) spielen eine fundamentale Rolle in der Therapie der
Non-Hodgkin-Lymphome (NHL). Die Therapie der NHL wird durch neu entwickelte
Wirkstoffe wie Obinutuzumab kontinuierlich vorangetrieben und bisherige Ergebnisse
sind vielversprechend. Mit Obinutuzumab ist der erste Typ-2-mAb verfiigbar, der die
Schwichen des Vorgéngers Rituximab iiber sein glykosyliertes Crystallizable Fragment
(Fc) und die humane Peptidstruktur tiberkommen soll. Der Fec-Teil erzeugt eine hohere
Affinitdt zum Immunglobulin G (IgG)-spezifischen Fc-Rezeptor CD16 der NK-Zellen
und erreicht dariiber eine stirkere Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity (ADCC).

Die meisten vorliegenden Studien verwendeten als Effektorzellen standardisierte
Effektorzelllinien, wodurch die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen
begrenzt wird. Ziel dieser Arbeit war, die Wirkmechanismen der mA4bs an Zellen von
NHL-Patienten und gesunden Spenderzellen durchflusszytometrisch zu tiberpriifen und
Interkohortenunterschiede herauszuarbeiten. Das zweite Ziel lag in Anbetracht der
Heterogenitdt der NK-Zell-Populationen und des individuell unterschiedlichen
NK-Zell-Repertoires darin, die subgruppenspezifische Aktivitdt und Zytokinproduktion
der NK-Zellen zu analysieren. Insgesamt wurden im Rahmen dieser Studie 38
Patientenproben ausgewertet und in ihren Ergebnissen mit neun Kontrollproben
verglichen.

Sowohl in der Analyse der spezifischen Zytotoxizitit auf Zielzellseite als auch in
der Funktionsanalyse auf der Effektorseite wurden signifikant bessere Ergebnisse mit
Obinutuzumab erzielt als mit dessen Vorgédnger Rituximab. Bei der Analyse der
NK-Zell-Populationen wurde demonstriert, dass die bessere Wirkung des Typ-2-mAbs
Obinutuzumab vornehmlich auf eine verstirkte Aktivierung der CD56“"-Population
zuriickzufithren ist — ein Nachweis, der nach bestem Wissen des Autors zuvor nicht
erbracht wurde. Durch die verwendeten monoklonalen Antikérper wurde auflerdem die
unter Normalbedingungen hyporeaktive CD56”¢"-Population fiir die NK-Zell-Antwort
rekrutiert. Die Analyse auf Ebene der klonalen Rezeptorexpression zeigte, dass aus dem
Humanen Leukozyten Antigen (HLA)-C und Killer Cell Immunoglobulin-like Receptor
(KIR)-Genotyp auf die Aktivierbarkeit der NK-Zell-Populationen durch monoklonale
Antikorper riickgeschlossen werden kann. Aullerdem wurde gezeigt, dass eine HLA-C1-
bedingte Inhibition der KI/R2DL2/3"-Population durch Obinutuzumab partiell

uberkommen werden kann.



Abstract

Monoclonal antibodies (mAbs) play a fundamental role in therapy of Non-
Hodgkin’s lymphomas (NHL). Therapy regimens evolve driven by new active
ingredients, such as Obinutuzumab, and results from clinical studies are promising.
Obinutuzumab, a type 2 antibody has been designed to overcome some of the weaknesses
of its predecessor, Rituximab. Due to its glycosylated crystallizable fragment (Fc)
portion, the mAb has superior affinity to the Natural Killer cell (NK-cell)-sided
Immunglobulin G (IgG) specific Fc-receptor CD16 thus leading to an increased antibody
dependent cellular cytotoxicity (ADCC).

Most previous studies investigating Obinutuzumab used standardized effector cell
clones as effector cells, affecting the transferability of results on in-vivo settings in
humans. Thus, the primary aim of this study was to investigate different modes of action
of mAbs in NHL-patient derived cells, compared to healthy donor cells, using flow
cytometry, to elucidate differences in responsiveness. Due to the heterogeneity of NK-
cell subsets and individual repertoires of NK cell receptors, the secondary aim was to
investigate the group specific activity and cytokine production of NK-cells. Altogether,
38 samples of NHL-patients were included in this study and compared to samples of nine
healthy controls.

Obinutuzumab was found to be superior to its predecessor Rituximab, not only in
target-sided cytotoxicity analyses, but also in effector-sided functional analyses of NK-
cell activity and cytokine production. The analyses of NK-cell populations demonstrated,
that the superior effects of Obinutuzumab are mainly caused by a greater activation of
CD56“™ NK-cells — a finding that, to the author’s best knowledge, has not been reported
before. Moreover, findings demonstrated that using monoclonal antibodies recruiting
CD56"¢" NK-cells for cytotoxic activity is feasible. Clonal receptor-based analysis
further showed, that mAb based activation of NK-cell clones may be anticipated
determining genotypes of human leukocyte antigen (HLA)-C and Killer cell
immunoglobulin like receptors (KIR). Moreover, inhibition of KIR2DL2/3"-clones,
which was most likely due to HLA-C1, was found to be partially reversible using
Obinutuzumab.
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1 Einfithrung in B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome und deren Therapie

1.1 B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie der Non-Hodgkin-Lymphome

Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) sind eine Gruppe heterogener, maligner
Erkrankungen der Zellen des adaptiven Immunsystems, welche nicht dem klassischen
Hodgkin-Lymphom entsprechen [1, 2]. Neoplasien des lymphoiden Systems stellen in
den Vereinigten Staaten von Amerika die sechsthdufigste maligne Erkrankung dar und
die Inzidenz hat sich zwischen 1974 und 1995 annéhernd verdoppelt [3]. B-Zell-NHL,
die aus lymphoiden Zellen der B-Zellreihe hervorgehen, machen mit ca. 80% den
GroBteil der NHL aus [4]. Die Inzidenz der NHL-Typen unterliegt dabei einer hohen
lokalen Variabilitéit: In Westeuropa und den Vereinigten Staaten von Amerika machen
das Diffuse Large B-Cell Lymphoma (DLBCL) und das Follikuldre Lymphom zusammen
etwa 50-60% der NHL aus, wihrend beispielsweise in Hong Kong das Follikuldre
Lymphom weitaus seltener ist [5]. Die Geschlechterspezifische Inzidenz zeigt eine leicht
erhohte Erkrankungsrate der Ménner verglichen mit Frauen [1, 6]. NHL sind eine
Erkrankung der dlteren Bevdlkerung (Abb. 1). Die altersadjustierte Pravalenz iiber alle
Altersgruppen hinweg lag 2015 bei 0.2%, wobei zwei Drittel der Erkrankten élter als 70
Jahre waren [7].

10-19 20-29
0-9 30-39
40-49

50-59

60-69
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Abb. 1: Altersverteilung der an einem Non-Hodgkin-Lymphom erkrankten Personen. Einzelwerte
(Altersgruppen in Jahren, nach SEER Cancer Statistics Review 1975-2015 [8]): 0-9: 0.1%; 10-19: 0.5%;
20-29: 1.1%; 30-39: 2.0%; 40-49: 4.1%; 50-59: 8.7%; 60-69: 16.9%; 70-79: 29.7%; > 80: 36.9%



Es besteht eine enge Beziehung zwischen Beeintrachtigungen des Immunsystems
und der Entwicklung eines Non-Hodgkin-Lymphoms. Infektionen mit dem Humanen
Immundefizienz-Virus, dem Humanen T-Lymphotropen Virus 1, dem Humanen
Herpesvirus-8 oder dem Epstein-Barr-Virus sind mit erhdhten Erkrankungsraten
vergesellschaftet [9, 10]. Dariiber hinaus zeigen Autoimmundefekte, wie chronisch
entzlindlichen Darmerkrankungen, Assoziationen zu Mucosa Associated Lymphoid
Tissue-Lymphomen [11-13].

Die zuletzt 2016 erneuerte Klassifikation der World Health Organization (WHO)
fiir lymphoide Neoplasien basiert auf dem aktuellen Konsens der Himatopathologie,
Humangenetik und klinischen Medizin [3, 14]. Sie unterteilt Lymphome in Neoplasien
reifer B-Zellen und T-Zellen, Natiirliche-Killerzell-Neoplasien, das klassische
Hodgkin-Lymphom, posttransplant lymphoproliferative disorders und Neoplasien der

histiozytiren sowie der dendritischen Zellreihe.

1.1.2 Symptome und Klinik

Als klassische Symptomtrias ist sowohl fiir die Non-Hodgkin-Lymphome als
auch fiir das Hodgkin-Lymphom die B-Symptomatik bestehend aus
— ungewolltem Gewichtsverlust von mehr als 10% in den letzten 6 Monaten
— einer anderweitig nicht erkldrbaren Erhéhung der Korpertemperatur auf iiber
38°C
— und Nachtschweil3
bekannt [15]. In der Regel kommt es dariiber hinaus im Rahmen der Lymphoproliferation
zu einem Wachstum der Lymphknoten einzelner oder mehrerer Lymphknotenstationen.
Auch die Milz oder andere Organe mit lymphatischem Gewebe sowie extralymphatische
Organe konnen betroffen sein. Findet die Lymphoproliferation im Knochenmark statt,
kommt es regelhaft {iber die Verdringung der blutbildenden Zellen zu einer

Andmiesymptomatik sowie einer Blutungs- oder Infektneigung [1, 16].

1.1.3 Diagnostik und Therapieansétze

Zur Einordnung in die WHO-Klassifikation ist die Gewinnung einer Probe und
deren histopathologische Aufarbeitung unerldsslich [17]. Aufgrund der unterschiedlichen

Befallsmuster der Lymphome innerhalb des Lymphknotens ist hierbei die



Lymphknotenexstirpation, also die operative Entfernung eines vollstindigen
Lymphknotens, Goldstandard. Andere Arten der Probengewinnung - beispielsweise eine
CT-gesteuerte Punktion, bergen hingegen das Risiko, die diagnostisch relevante,
befallene Zone des Lymphknotens zu verfehlen [18]. Fiir das Staging wird mit
zunehmender Haufigkeit die Positronen-Emissions-Tomographie/Computertomographie
(PET/CT) eingesetzt, mittels derer die einzelnen Lymphknotenstationen sowie die Milz
und andere Organe beurteilt werden [17, 19, 20].

Die Ann-Arbor-Klassifikation fasst diagnostische Ergebnisse und die vorliegende
Symptomatik zusammen (Tabelle 1) [15]. Neben der Kodierung des Befallsmusters wird
auch die B-Symptomatik einbegriffen.

Der International Prognostic Index fasst Ann-Arbor-Stadium, den FEastern
Cooperative Oncology Group (ECOG) Performance Status, das Patientenalter und die
Lactat-Dehydrogenase-Konzentration im Serum als Marker fiir den Zellumsatz

zusammen und korreliert stark mit der Prognose des Patienten [21, 22].

Tabelle 1: Die Ann-Arbor-Klassifikation zur Einteilung der Hodgkin- und Non-Hodgkin-

Lymphome

Stadienkodierung Bedeutung

I/1g Befall einer Lymphknotenstation (I); eine extranodale
Manifestation / extralymphatische Organmanifestation (Ig)

I/ 1Ig Befall einseitig des Zwerchfells. II: mindestens zwei
betroffene =~ Lymphknotenstationen;  Ilg:  extranodale
Manifestation und mindestens eine Lymphknotenstation

IIT / 1 s/E/sE Befall beidseitig des Zwerchfells. IIl: ohne extranodale
Manifestation; IIIg: mit extranodaler Manifestation; Ills/sk:
zusitzliche Milzbeteiligung

v Diffuse Ausbreitung. Extralymphatische Organe betroffen,

mit oder ohne assoziierte Lymphknotenvergrof3erung.

Manifestationsorte werden zusitzlich kodiert.

Nach der Definition von Carbone PP, et al. von 1971 [15].

Die Determinanten der Prognose und Therapie der NHL sind das initiale Stadium
und der NHL-Typ. Aufgrund eines initial hiufig inapparenten Verlaufs befinden sich
viele Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, insbesondere bei indolenten

Lymphomen wie dem Follikuldren Lymphom, in einem fortgeschrittenen Stadium mit



Befall der Milz, der Leber oder des Knochenmarks [23, 24]. Als Strategie zur Therapie
des Follikuldren Lymphoms wird in diesem Stadium haufig watch and wait verfolgt,
allerdings wird auch eine frithzeitige Therapie mit dem Monoclonal Antibody (mAb)
Rituximab zunehmend angewendet [24-26]. Spitestens eine auftretende Symptomatik
indiziert die Anwendung einer Kombinationschemotherapie, ergdnzt um den Rituximab.

Durch die Zulassung des chimiren mAb Rituximab wurde die Therapie der NHL
revolutioniert. Zahlreiche Arbeiten belegen seit dessen Einfiihrung eine signifikant
hohere initiale Ansprechrate, eine deutliche Verlingerung des progressionsfreien
Uberlebens und schlieBlich auch eine Verlingerung des Gesamtiiberlebens der Patienten
[27]. Das relative Risiko eines Versagens der Therapie des Follikuldren Lymphom wurde
durch die Erginzung des gingigen Chemotherapie-Schemas aus Cyclophosphamid,
Doxorubicin, Vincristin, und Prednison (CHOP) um Rituximab (zu R-CHOP) um 60%
gesenkt [28]. Dariiber hinaus wurde die initiale Ansprechrate von 90% auf 96% erhoht
und die Remissionsdauer verldngert [28]. Bei einer Therapie, welche nicht durch
Rituximab ergénzt wird, kann im Gegenzug trotz therapeutischen Erfolgs letztlich kein
verldngertes Gesamtiiberleben festgestellt werden [29]. Nicht zuletzt wird Rituximab

deshalb auch in der Erhaltungsphase der Therapie angewendet [30].

1.2 Natiirliche Killerzellen

1.2.1 Funktion und Effektormechanismen der Natirlichen Killerzellen

Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) nehmen einen besonderen Platz im
Immunsystem ein: Einerseits zdhlen sie aufgrund ihrer Funktion zum angeborenen
Immunsystem, andererseits gehen sie aus der lymphoiden Zellreihe hervor und bilden
somit das funktionelle Bindeglied zwischen angeborener und erworbener Immunitét [31].
NK-Zellen sind iiber das Fehlen des T-Zellmarkers Cluster of Differentiation (CD) 3 und
iiber die Expression des CD56 definiert [32].

Bei CD56 handelt es sich um ein Neural Cell Adhesion Molecule, dessen Funktion
nicht abschlieend geklart ist [33]. Anhand der durchflusszytometrisch messbaren CD56-
Expressionsdichte werden NK-Zellen in zwei funktionell unterschiedliche Subgruppen
unterteilt [34]: NK-Zellen mit niedriger CD56-Expressionsdichte (CD56%™) machen in
etwa 90% der NK-Zellen aus [35, 36]. CD56"¢" weisen eine deutlich hohere
Expressionsdichte der membranstdndigen CD56-Molekiile auf [37].



Die CD56-Populationen unterscheiden sich in der Art ihrer Zellantwort:
Aktivierung der CD56"¢" resultiert in einer Zytokinproduktion und -ausschiittung,
withrend CD356%™ mit zytotoxischer Aktivitit reagieren [38]. CD56“" zeigen dariiber
hinaus eine wesentlich groflere Expressionsdichte des CDI16, des Crystallizable
Fragment ylll-Receptors (FcylIIR), tiber den die NK-Zelle antikorpermarkierte Ziele
erkennt [39]. Bei Aktivierung des CDI6 wird die Antibody Dependent Cellular
Cytotoxicity (ADCC) eingeleitet, die zu einer Lyse der antikorpermarkierten Zelle fiihrt
[40].

Im Rahmen des ADCC setzen NK-Zellen zytotoxische Granula frei, die Granzym
und Perforin enthalten und einen sauren pH-Wert aufweisen [41]. Im sauren Milieu sind
die jeweiligen Inhibitoren, ndmlich Serglycin fiir Granzym B und Calreticulin fiir
Perforin, an die Enzyme gebunden und halten diese inaktiv [42]. Die Membran der
Granula wird dabei durch lysosomale Proteine wie CDI107a stabilisiert, wodurch die
NK-Zelle vor einer intrazelluldren Freisetzung der Enzyme geschiitzt wird [43, 44]. Die
Lysosomen fusionieren mit der NK-Zell-Membran und die zytotoxischen Substanzen
werden freigesetzt. Hierbei tritt CDI/07a, welches sich auf der Innenseite der
zytotoxischen Granula befindet, an die Oberfliche der NK-Zelle [45, 46].

Die Effektmechanismen des Perforins und Granzyms sind umstritten [43].
Einerseits wird eine Kanalbildung des Perforins in der Zellmembran der Zielzelle
diskutiert, durch die Granzym B in das Zellinnere gelangt und dort die Apoptose iiber die
Caspase-Kaskade aktiviert [43, 47]. Als alternativer Mechanismus wird eine
endozytotische Aufnahme von Granzym B und Perforin diskutiert [43, 48]: Hier bildet
Perforin innerhalb der Zelle Kanile in der Endosomenmembran, iiber die aufgrund des
Konzentrationsgefilles Wasserstoffionen aus den Endosomen in das Zytosol {ibertreten.
Durch den Verlust des sauren Milieus verloren wird das Endosom wird instabil, kollabiert
und setzt das enthaltene Granzym B frei. Andere Autoren gehen davon aus, dass die durch
Perforin gebildeten Poren in der Endosomenmembran deutlich grof3er sind und Granzym
B dariiber direkt in das Zytosol der Zielzelle freigesetzt wird [43]. Allen Theorien ist
jedoch gemein, dass letztlich das im Zytosol aktive Granzym B den Caspase-Signalweg
initiiert, der zur Apoptose der Zielzelle fiihrt.

Die Zytokinfreisetzung bildet einen weiteren wichtigen Mechanismus der
NK-Zellen. Uber verschiedene Interleukinen, Interferon-y = (IFN-y)  oder

Tumornekrosefaktor o (TNF-a) wird einerseits direkt die Zytolyse der Zielzellen



induziert, andererseits werden auch weitere Zellen des Immunsystems flir die
Immunantwort rekrutiert und aktiviert [49]. TNF-oo und IFN-y induzieren in den
Zielzellen unter Beteiligung von NF-kB eine vermehrte Expression und Prisentation des
Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1). Die NK-Zellen binden ihrerseits iiber das
Integrin Lymphocyte function-associated antigen 1 (LFA-1) an die Zielzelle, wodurch
eine positive Riickkopplung der NK-Zell-Antwort resultiert, die in einer Lyse der
Zielzelle miindet [50, 51].

1.2.2 Durchflusszytometrische Quantifizierung der Natiirlichen Killerzell-Antwort

Die Antwort der NK-Zellen kann sowohl auf NK-Zell-Seite, als auch auf Seite
der  Zielzellen  durchflusszytometrisch  quantifiziert =~ werden.  Bei  der
durchflusszytometrischen Messung werden eingefirbte Zellen mit Laserstrahlen
unterschiedlicher Wellenlédngen bestrahlt [52]. Durch die Laser werden fluoreszierende
Farbstoffe angeregt, welche Licht eines spezifischen Wellenldngenbereichs emittieren.
Das emittierte Lichtspektrum sowie die Brechung des Lichts wird durch das
Durchflusszytometer registriert und gemessen [52].

Bei Carboxyfluoresceindiazetat-succinimidylester (CFDA-SE) handelt es sich um
ein Molekiil, welches liber die Zellmembran in das Zellinnere diffundiert und dort durch
intrazellulire Esterasen zu Carboxyfluorescein-succinimidylester (CFSE), einem
durchflusszytometrisch messbaren Farbstoff, abgebaut wird [53]. Da nur in vitalen Zellen
die Esterasen in ausreichender Konzentration vorliegen, um CFDA-SE zu CFSE zu
spalten, lasst dich aus der CFSE-Farbung auf die Vitalitdt der Zellen zu Versuchsbeginn
rickschlieBen. Propidiumiodid (PI) ist ein durchflusszytometrisch messbarer Farbstoff,
der die Membran vitaler Zellen nicht durchdringen kann und somit nur untergegangene
Zellen anfarbt [54]. Er farbt sowohl die bereits zu Versuchsbeginn apoptotischen Zellen
an als auch die Zellen, welche wéhrend des Versuchs untergegangen sind.

Mit Hilfe einer Bandbreite hochspezifischer, antikdrpergekoppelter Farbstoffe
lassen sich dariiber hinaus beispielsweise Zellpopulationen identifizieren oder iiber
intrazellulare Farbungen Zytokine, wie IFN-y oder TNF-a, anfdrben [52]. Auch CD107a
ist durch Extrazelluldrfarbstoffe quantifizierbar [45, 46].



1.2.3 KIR- und NKG2-Rezeptoren der NK-Zellen und deren immunologische Bedeutung

NK-Zellen sind aufgrund ihrer diversen Rezeptorklassen im Gegensatz zu den
rein lymphatischen T- und B-Zellen auch ohne Antikdrpermarkierung dazu in der Lage,
virusinfizierte oder fremde Zellen zu identifizieren und anzugreifen [36, 37, 55, 56]. Sie
besitzen dazu eine Vielzahl an Rezeptoren, anhand derer sie sich in Populationen einteilen
lassen. Binden die Rezeptoren an einen geeigneten Liganden, modulieren sie die
NK-Zell-Antwort. Im Folgenden soll ndher auf die verschiedenen Rezeptorklassen
eingegangen werden [57].

Zu der NKG2-Familie gehoren flinf Rezeptortypen, von denen lediglich NKG2A
den inhibitorischen Rezeptoren zuzuordnen ist. NKG2A bindet an das humane
Leukozytenantigen (HLA) E, ein nicht klassisches Mitglied der Familie des Major
Histocompatibility Complex (MHC) Klasse 1 [58]. MHC-Klasse-1-Molekiile dienen der
Prisentation zelleigener Peptidfragmente gegeniiber Immunzellen [59, 60]. Alterierte
Peptidketten, welche beispielsweise im Rahmen einer Virusinfektion von der betroffenen
Zelle gebildet werden, werden iiber MHC-Klasse-1-Molekiile prisentiert, wodurch eine
Infektion der Zelle durch das Immunsystem erkannt wird [61]. Bei HLA-E handelt es sich
um ein MHC-Klasse-1-Molekiil, welches ausschlieBlich Peptidketten anderer
MHC-Klasse-1-Molekiile, ndmlich HLA-A, HLA-B und HLA-C présentiert.

Die NK-Zelle ist allerdings nicht in der Lage, zwischen den présentierten
HLA-Fragmenten zu unterscheiden [62]. Sie erkennt liber NKG2A lediglich, ob HLA
durch die Zielzelle exprimiert wird, und ob sich die HLA-Expressionsdichte auf einem
normalen Niveau bewegt [58, 62]. Ein weiterer Vertreter der NKG2-Familie, der
stimulatorische NKG2C-Rezeptor, bindet ebenfalls an HLA-E, jedoch mit geringerer
Affinitat als NKG2A[62]. Daraus resultiert eine Inhibition der NK-Zelle gegeniiber HLA-
E tragenden Zellen.

Die Killer Cell Immunoglobulin-like receptors (KIR) bilden die zweite
Rezeptorgruppe und spielen eine essentielle Rolle in der Modulation der
NK-Zell-Antwort. Es gibt 15 verschiedene K/R-Gene, die auf allelischer Ebene einem
hohen Polymorphismus unterliegen [63-65]. Allen verschiedenen Haplotypen gemein
sind dabei vier KIR-Gene [66]. Anhand der K/R lésst sich eine Population in zwei
Haplotyp-Gruppen einteilen: Gruppe A ist definiert durch sechs exprimierte K/R-Typen,
nidmlich KIR2DLI, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR3DLI, KIR3DL2 und KIR2DS4 [67, 68].



Gruppe B hingegen ist dadurch definiert, dass die K/R-Zusammensetzung von der des A-
Haplotyps abweicht.

Im diploiden Organismus ergeben sich auf dieser Basis zunichst drei
verschiedene K/R-Genotypgruppen, ndmlich A/A, A/B und B/B . KIR-Genotypgruppe
A/A ist homozygot fiir die oben genannten K/R-Gene, wihrend K/R-Genotypgruppe A/B
alle K/R-Gene der Gruppe A und mindestens ein weiteres K/R-Gen besitzt [67, 68].
KIR-Genotypgruppe B/B fehlt hingegen mindestens eines der Gruppe-A-Gene. Die
Vielzahl der unterschiedlichen K/R-Genotypen, welche in die Gruppen A/B und B/B
fallen, sind GroBteils definiert, nummeriert und werden fortlaufend untersucht [69].

Ahnlich wie bei der Familie der NKG2 gibt es inhibitorische und stimulatorische
KIR, jedoch sind K/R im Gegensatz zu NKG2-Rezeptoren hochspezifisch fiir bestimmte
HLA-Klasse-1-Epitope (Tabelle 2).

Tabelle 2: KIR-Typen mit zugeordneten Liganden und Funktion.

KIR-Typ Ligand Funktion
KIR2DL1 HLA-C2 inhibitorisch
KIR2DL? HLA-C1/2 inhibitorisch
KIR2DL3 HLA-C1/2 inhibitorisch
KIR2DL4 HLA-G inhibitorisch und stimulatorisch
KIR2DL5A unbekannt inhibitorisch
KIR2DL5B unbekannt inhibitorisch
KIR3DLI HLA-Bw4 inhibitorisch
KIR3DL2 HLA-A*03 und A*11  inhibitorisch
KIR3DL3 unbekannt inhibitorisch
KIR2DS1 HLA-C2 stimulatorisch
KIR2DS2 HLA-CI stimulatorisch
KIR2DS3 HLA-CI stimulatorisch
KIR2DS4 HLA-C stimulatorisch
KIR2DSS5 unbekannt stimulatorisch
KIR3DS1 unbekannt stimulatorisch

Die Liganden der KIR2DL5A, KIR2DL5B und KIR3DL3 sind bislang unbekannt [70-76]. KIR: Killer Cell

Immunoglobulin-like Receptor; HLA: humanes Leukozytenantigen



Inhibitorische K/R zeigen dhnlich zu der NKG2-Familie eine gro3ere Affinitit zu
thren Liganden als stimulatorische KI/R [76]. Dies resultiert in dem Schutz der
HLA-Klasse-1-exprimierenden Zellen vor der Lyse durch NK-Zellen. Auf Basis dieser
Erkenntnisse wurde die Theorie des missing self postuliert [56].

Laut missing self~-Theorie identifizierten NK-Zellen eine Zelle als Ziel, wenn sie
diese nicht als korpereigen erkennen [56]. Die Erkennung lduft dabei iiber HLA-Klasse-1
Molekiile und die zugehorigen K/R und NKG2-Rezeptoren ab. In Anlehnung daran
wurde in der Folge die at least one-Theorie entwickelt, die besagt, dass jede NK-Zelle im
Rahmen der Toleranzbildung mindestens einen inhibitorischen HLA-Rezeptor
exprimieren muss, um eine Identifikation kdrpereigener Zellen zu gewihrleisten [68, 77].
Zwischenzeitig wurden allerdings auch NK-Zellen mit fehlenden inhibitorischen
Rezeptoren sowie NK-Zellen, denen die zum HLA-Typ kompatiblen KI/R fehlen,
nachgewiesen [78]. Bei diesen Zellen wurde in der funktionellen Analyse eine
verminderte Zytotoxizitit festgestellt, sodass eine verstirkte Autoreaktivitit ausblieb
[79].

Im Riickschluss wird davon ausgegangen, dass NK-Zellen eine Education
(Licensing) durchlaufen miissen, um ihre Zytotoxizitdt zu erlangen [80-82]. Der zelluldre
Mechanismus des Licensings verbleibt bislang unklar. Diskutiert werden mehrere
Ansitze, von denen einer die Lizenzierung im Sinne des Armings nach Kim et al. ist [80].
Nach dem Modell des Armings erhalten NK-Zellen erst durch das Erkennen der
HLA-Klasse-1-Molekiile ihre Funktionalitdt (Abb. 2).

Im Gegensatz hierzu steht die Theorie des Disarmings, die besagt, dass NK-Zellen
ohne kompatiblen, inhibierenden K/R durch permanente Aktivierung eine

Uberstimulation erfahren, durch welche sie anergisch werden [83].
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Abb. 2: Modell der NK-Zell-Lizenzierung nach dem Modell des Arming nach Kim, et al., 2005.
NK-Zellen durchlaufen die Lizenzierung von links nach rechts. Oben: Eine unlizenzierte NK-Zelle
(schraffiert, NKur) trifft auf eine korpereigene Zelle und erkennt deren HLA iiber K/R, wodurch die
NK-Zelle lizenziert wird und ihre zytotoxische Potenz erhélt (solide, NKr). Unten: Eine unlizenzierte
NK-Zelle (NKuv) trifft auf eine kdrpereigene Zelle und kann deren HLA iiber die vorhandenen K/R nicht
erkennen. Die Zelle verbleibt unlizenziert (NKur). NK-Zelle: Natiirliche Killerzelle

Dariiber hinaus ist der Einfluss der HLA-Klasse-1-Typen auf die exprimierten
KIR-Subtypen Gegenstand aktueller Forschung und es existieren deutliche Hinweise
darauf, dass das KI/R-Repertoire durch die anwesenden HLA-Klasse-1-Subtypen
moduliert wird. Schonberg et al. zeigten in einer Kohorte von 150 Probanden, dass bei
KIR-A-Haplotypen je nach HLA-Klasse-1 des C-Typs entweder HLA-C1-spezifische
KIR2DL3 oder HLA-C2-spezifische KIR2DL1 verstarkt exprimiert wurden [84]. Bei
Haplotypgruppe B wurde eine entsprechende Adaption nicht festgestellt, was auf den
bispezifischen K/IR2DL?2 zuriickgefiihrt wurde, welcher sowohl das HLA-C1- als auch
das HLA-C2-Epitop erkennt. Hierdurch scheint die Expression des K/IR2DL I unterdriickt

zu werden.
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1.3 Therapeutische Antikorper und ihr Stellenwert in der Therapie der Non-

Hodgkin-Lymphome

1.3.1 Monoklonale AntikOrper

Im Jahr 1975 gelang es der Forschungsgruppe um Milstein und Kohler erstmals,
einen mAb zu synthetisieren und fiir ithre Arbeit erhielten sie neun Jahre spéter den
Nobelpreis fiir Medizin oder Physiologie [85, 86]. Die Herstellungsmethode der
Antikorper basiert auf murinen B-Zellen, welche den zu einem spezifischen Antigen
passenden Antikorper bilden. Die B-Zellen werden mit Myelom-Zellen zu Hybridzellen
fusioniert, welche letztlich identische Klone eines einzelnen Antikdrpers produzieren.

Bei den meisten in der Krebstherapie verwendeten mAb handelt es sich um IgG-
Molekiile, die aus zwei Leichtketten und zwei schweren Ketten bestehen (Abb. 3).
Funktionell gliedern sich mAb in zwei Antigen-binding Fragments (Fab) und die
Crystallizable Fragment (Fc)-Doméne, die aus zwei parallel liegenden schweren Ketten
besteht [87]. Der Teil der variablen Doménen, der fiir die Antigenbindung zusténdig ist,
besitzt die Zusatzbezeichnung Complementary Determining Region (CDR) [88]. Da die
im Herstellungsprozess der Antikdrper verwendeten Zellen murinen Ursprungs sind,
wiesen die ersten Antikorper murine Peptidketten auf, die mitunter in Menschen schwere
Immunreaktionen ausldsen [89]. Uber verschiedene Verfahren und schlieBlich die
Kreierung transgener Miuse wurde der murine Anteil der Antikorper sukzessive

verringert [90].
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Abb. 3: Aufbau eines IgG-mAb. Der Antikorper besteht aus zwei symmetrischen Anteilen, welche tiber
eine zentrale Disulfidbriicke (S-S) und multiple Disulfidbriicken im kristallisierbaren Fragment (F¢)
miteinander verbunden sind [87]. Der linke und rechte Anteil der Fc-Doméne besteht aus jeweils zwei
konstanten Doménen der schweren Kette (dunkelgrau, solide). Diese sind mit der dritten konstanten
Domine der schweren Kette (dunkelgrau, solide) des antigenbindenden Fragments (Fab) verkniipft. Hieran
gliedert sich die variable Domine der schweren Kette (dunkelgrau, schraffiert) mit der complementary
determining region, durch Aussparungen dargestellt. Der dulere Anteil der Fab-Domine besteht aus der
leichten Kette, welche sich ebenso aus einem konstanten (hellgrau, solide) und einem variablen (hellgrau,
schraffiert) Anteil zusammensetzt. Die leichte Kette besitzt ebenfalls eine complementary determining
region, dargestellt durch Aussparungen. Die leichten und schweren Ketten des antigenbindenden
Fragments sind beidseits tiber Disulfidbriicken miteinander verbunden. COOH: Carboxylgruppe; NHa:
Aminogruppe; I1gG: Immunglobulin G; mAb: Monoclonal Antibody

Dieser Wandel spiegelt sich in der Nomenklatur der zugelassenen Wirkstoffe
wider, in der verschiedene Endungen den Anteil muriner und humaner Peptidketten des
AntikOrpers anzeigen (Abb. 4) [91]. Wéhrend ein muriner mAb vollstindig aus
Peptidketten murinen Ursprungs besteht, ist der murine Anteil im chiméren Antikorper

auf die variablen Doménen reduziert. Humanisierte Antikorper bestehen bis auf die CDR
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vollstindig aus humanen Peptidketten. Humane Antikorper bilden den Gegenpol zu
murinen Antikorpern und bestehen vollstindig aus Peptidketten humanen Ursprungs

[92].

N Y

murin chimar humanisiert human
-omab -ximab -uzumab -umumab

Abb. 4: Nomenklatur der Antikérper [91]. Links: Vollstindig murine Antikorper enden auf -omab. Mitte
links: Chimére Antikorper, bei denen der murine Anteil auf die variablen Doménen reduziert ist, enden auf
-ximab. Mitte rechts: Humanisierte Antikorper (Endung: -uzumab) besitzen lediglich murine Anteile in der
complementary determining region. Rechts: Humane Antikdrper (-umumab) bestehen vollstindig aus

humanen Proteinen.

Die CDR, welche auf dem variablen Teil der Fab-Domaéne lokalisiert ist, bildet
die Bindungsstelle des Antikdrpers fiir sein Zielantigen [88]. Um unbeabsichtigte
Bindungen zu vermeiden, wird das Zielantigen mdglichst spezifisch fiir das
Tumorgewebe gewihlt und sollte nicht frei im Blutplasma vorliegen.

Bei der Erstellung therapeutischer Antikdrper ist dariiber hinaus zu beachten, dass
die Antikorperwirkung durch Abwehrmechanismen der Zelle limitiert werden kann. Ein
Abwehrmechanismus der Zielzellen liegt darin, das Zielantigen nach Bindung eines
Antikorpers zu internalisieren, wodurch die Fc-Doméne des Antikorpers flir eine
Erkennung durch Immunzellen unerreichbar ist [88, 93].

Die erste Sdule der Wirkungsentfaltung der mAb bildet ADCC [40, 88, 94]. Bindet
ein AntikOrper iiber seine Fab-Dominen an ein Zielantigen, bleibt seine Fc-Domine
zunéchst ungebunden. Verschiedene Immunzellen konnen die Fc-Doméne mittels ihrer
Fc-Rezeptoren erkennen und Abwehrmechanismen einleiten. NK-Zellen erkennen
Antikorper der Immunglobulin G (IgG) Klassen 1 und 3 tiber ihren FcyRIII und werden
hiertiber aktiviert [40].

Die Complement Dependent Cytotoxicity (CDC) bildet den zweiten Effektweg.
IgG-mAb koénnen den Komplementfaktor C1 iiber den freien Fec-Teil binden und so die
Komplementkaskade aktivieren [88]. Die Komplementkaskade miindet schlieflich in der

Lyse der markierten Zelle.

13



Der dritte Wirkmechanismus liegt in der direkten Induktion der Apoptose der
Zielzelle durch den Antikorper ohne weiteren Effektor, den Direct Cell Death (DCD).
Der zugrundeliegende Mechanismus wird auf eine Erhohung der intrazelluldren

Kalzium-Konzentration zuriickgefiihrt [95].

1.3.2 Obinutuzumab als Vertreter der modernen monoklonalen AntikOrper

Aufgrund der positiven Effekte, die Rituximab auf die Therapie der NHL hat, sind
anti-CD20-mAb ein Gebiet mit stindigen Neuerungen. Die Griinde hierfiir sind vielfaltig:
Bei Rituximab handelt es sich um einen chiméren Antikorper, der aufgrund seiner
murinen Anteile nicht zu vernachldssigende Immunreaktionen bei Patienten verursachen
kann [89]. Dariiber hinaus existieren verschiedene Subtypen des NK-zellseitigen
Fc-Rezeptors, welche sich in ihrer Ansprechbarkeit durch den Antikorper unterscheiden
[88, 96]. AuBerdem kommt es bei zahlreichen Lymphompatienten im Verlauf der
Therapie, beispielsweise durch eine Rituximab-induzierte CDZ20-Internalisierung, zu
Resistenzentwicklungen [88, 93, 97].

Es werden fortlaufend neuartige anti-CD20-mAb entwickelt, um die Schwiéchen

des Vorgéngers zu umgehen und bessere Therapieergebnisse zu erzielen (Tabelle 3).

Tabelle 3: Ubersicht iiber unkonjugierte anti-CD20-mAb.

Wirkstoff Typ Generation Epitop / Glykosylierung
Rituximab I l. grofBe Schleife* /

nicht glykosyliert
Ofatumumab I 2. kleine und grof3e

Schleife / nicht glykosyliert**

Obinutuzumab II 3. grof3e Schleife* / glykosyliert
Ublituximab I 3. unbekannt®*** / glykosyliert
(TG-1101)

*Die Epitope von Rituximab und Obinutuzumab iiberlappen partiell [98]. **Ofatumumab, anti-CD20-mAb
der zweiten Generation, bindet an die groBe und kleine Schleife [99]. ***Das exakte Epitop von
Ublituximab ist bisher unbekannt, unterscheidet sich jedoch von den Epitopen der bisherigen

anti-CD20-mAb [100, 101]. CD: Cluster of Differentiation; mAb: monoclonal Antibody
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Das Epitop, an welches Rituximab bindet, befindet sich im Bereich der grof3en,
extrazelluldre Schleife des CD20 (Abb. 5) [102]. Durch Modifikation der Epitope in
modernen mAb soll unter anderem eine bessere Bindungsstirke erzielt werden. Den
Epitopen, liber welche anti-CD20-mAb binden, kommt hierbei eine entscheidende Rolle
zu. Sie und die chemischen Eigenschaften der mAb determinieren die Wege, tiber welche

die mAb ihre Wirkung entfalten [103].

grolde Schleife

kleine Schleife }Rituximab-BindungssteIIe

~COOH
: ‘” H2N ~

Abb. 5: Schematische Darstellung des Cluster of Differentiation 20. CD20 besitzt eine grofie und eine
kleine extrazelluldre Schleife [104]. Das Epitop, an welches Rituximab bindet, liegt auf der groflen
extrazelluldren Schleife des CD20-Molekiils [102]. Die Enden der Proteinkette liegen intrazelluldr und
enden in einer Carboxylgruppe (COOH), nahe der groflen Schleife, und eine Amoniumgruppe (NHz), nahe
der kleinen Schleife. CD: Cluster of Differentiation

Anhand ihrer Wirkmechanismen lassen sich die mAb in zwei Typen einteilen
(Tabelle 4). Ein wesentlicher Effektmechanismus der Typ-1-mAb besteht in der
Verschiebung von CD20 in lipid rafts, bestimmte Zellmembranabschnitte [105]. Die
Verlagerung von CD20 in lipid rafis korreliert dabei positiv mit der Starke des CDC.

Mit Obinutuzumab wurde 2013 der erste glykosylierte anti-CD20-mAb, in den
Vereinigten Staaten von Amerika zur Behandlung der Chronisch lymphatischen

Leukédmie (CLL) zugelassen [106].

Tabelle 4: Unterschiede zwischen Typ-I- und Typ-II-mAb [105, 107-109].

Wirkmechanismus Typ-I-mAb Typ-11-mAb
Verschiebung von CD20 stark schwach

in lipid rafts | CDC

ADCC stark stark

DCD Caspase-abhéngig Caspase-unabhingig

mAb: monoclonal antibody; CD: cluster of differentiation; CDC: complement-dependent cytotoxicity;,
ADCC: antibody-dependent cellular cytotoxicity,; DCD: direct cell death

15



Bei Obinutuzumab handelt es sich um einen Typ-1I-mAb [107]. Durch die
Glykosylierung der Fc-Domidne wird eine hohere Affinitdit zum Fc-Rezeptor der
NK-Zellen erreicht und dariiber das ADCC verstdarkt. Dariiber hinaus induziert
Obinutuzumab DCD Caspase-unabhéngig [108, 109]. Der Mechanismus des DCD ist
Bestandteil gegenwértiger Forschung und scheint eng mit der homotypischen Adhésion,

welche iiber Antikorperkomplexe erfolgt, zusammenzuhidngen [108, 109].

1.4 Zielsetzung

Typ-2-mAb versprechen verbesserte Therapiemdglichkeiten der NHL. Bereits
durch Rituximab wurden signifikant bessere Therapieergebnisse erzielt. Die
vorliegenden in-vitro Studien zu Rituximab und modernen anti-CD20-mAb, wie
Obinutuzumab, verwenden auf Effektorseite groftenteils genormte Zelllinien zur
Uberpriifung der NK-Zell-Aktivitit, was insbesondere vor dem Hintergrund moglicher
NK-Zell-Defizienzen die externe Validitét der Ergebnisse in Frage stellt.

Daher soll im Rahmen dieser Arbeit anhand der therapeutischen Antikorper
Rituximab und Obinutuzumab {iberpriift werden, ob die Ergebnisse auf NK-Zellen,
welche von NHL-Patienten stammen, {ibertragbar sind und inwiefern sich die Ergebnisse
der mAb Rituximab und Obinutuzumab voneinander unterscheiden. Ferner soll
untersucht werden, ob und in welcher Weise sich die zelluldre Antwort verschiedener

NK-Zell-Klassen nach Aktivierung durch die mAb unterscheidet.
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2 Material und Methoden

2.1 Rahmenbedingungen und Kohorten

Die durchgefiihrte Studie ist konform zur Deklaration von Helsinki und ist nach
durch das Ethikvotum 5128, erteilt durch die Ethikkomission der Heinrich-Heine-
Universitdt  Diisseldorf, gedeckt. Sadmtliche Studienteilnehmer wurden auf
Einwilligungsfahigkeit tiberpriift und fiir sdmtliche Patienten liegen unterzeichnete
Aufkliarungsbogen vor.

Die Patientenkohorte wurde zwischen dem 11.11.2015 und dem 14.06.2016 iiber
die Ambulanzen und Stationen der Klinik fiir Himatologie, Onkologie und klinische
Immunologie des Universititsklinikums Diisseldorf rekrutiert. Insgesamt wurden n =41
Teilnehmer, die aufgrund eines B-Zell-NHL in Behandlung waren, in die Studie
eingebunden. Drei der Patienten wurden aufgrund anderweitiger hdmatologischer
Vorerkrankungen aus der Studie ausgeschlossen (Vorerkrankungen: 2x Morbus Hodgkin,
Ix Akute lymphatische Leukdmie). Von den iibrigen Patienten wurden im Rahmen
hédmato-onkologischer Routineuntersuchungen iiber das reguldre Blutvolumen hinaus
zusitzlich maximal 7ml vendses Blut in Ethylendiamintetraazetsdure-Rohrchen
abgenommen. Die Kontrollkohorte bestand aus n=9 gesunden Spendern, deren
Blutproben in Form von buffy coats tiber die Blutspendezentrale der Heinrich-Heine-

Universitét Diisseldorf bezogen wurden.

2.2 Zellseparation und -konservierung

2.2.1 Zellseparation

Das Blut wurde innerhalb von 12-24 Stunden weiterverarbeitet. Sowohl in der
Patienten- als auch in der Kontrollkohorte wurden zum Zwecke der HLA- und
KIR-Genotypisierung jeweils 0.5 ml Blut pro Probe in 1.5 ml Mikroreaktionsrohrchen
iibertragen, bei 4 °C gekiihlt und bis zur Weiterverarbeitung gelagert.

Die Mononuclear Cells (MNCs) wurden aus dem restlichen Blut isoliert. Hierzu
wurde das Vollblut mit Hilfe von Biocoll separating solution (Biochrom, Berlin,
Deutschland) dichtezentrifugiert: Das Vollblut wurde in 50 ml Falcon-Réhrchen mit
angewidrmter (21 °C), phosphatgepufferter Natriumchloridlosung (Phosphate Buffered

Saline, PBS) (BioWhittaker, Verviers, Belgien) auf ein Gesamtvolumen von 35 ml
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verdiinnt. In ein weiteres 50 ml Falcon-Réhrchen wurden 15 ml der Separating Solution
vorgelegt. Die Vollblut-Losung wurden behutsam auf die Separating Solution pipettiert,
sodass eine zweiphasige Dispersion entstand.

Anschlieend wurde die Probe fiir 20 Minuten (min) bei Raumtemperatur (21 °C)
mit 2000 Umdrehungen / Minute (U /min) zentrifugiert. Um ein Durchmischen der
Probe durch den Bremsvorgang zu verhindern, wurde die Bremse fiir den
Zentrifugationsvorgang deaktiviert.

Die entstandene Interphase wurde anschlieBend abpipettiert und in ein 15 ml
Falcon-Réhrchen iiberfithrt. Die Probe wurde mit 35ml PBS (4°C) auf ein
Gesamtvolumen von 50 ml verdiinnt und 10 min bei 1320 U/min und 4 °C mit
aktivierter Bremse zentrifugiert, sodass die MNCs sich am Boden des Falcon-Réhrchens
absetzten.

Die Resuspension der Zellen erfolgte in 2 ml PBS. Zur Zellzahlbestimmung
wurden 20 pl der Suspension in einem Verhiltnis von 1:1 mit Trypanblau gefédrbt und auf
eine Neubauer-Zéhlkammer aufgetragen. Im Anschluss wurde die Zellzahl mit Hilfe
eines Lichtmikroskops bestimmt. Im Fall einer mikro- oder makroskopisch sichtbaren
Verunreinigung der Probe durch Erythrozyten wurde ergénzend eine Erythrozytolyse
mittels Ammoniumchlorid durchgefiihrt.

Die Zellen wurden hierzu erneut fiir 10 min bei 1320 U / min, 4 °C, mit aktivierter
Bremse zentrifugiert. Der PBS-Uberstand wurde verworfen, die Zellen in 20 ml gekiihlter
(4 °C) Ammoniumchloridlosung resuspendiert und 10 min bei Raumtemperatur unter
dem Abzug inkubiert. Im Anschluss wurde die Losung mit PBS auf ein Gesamtvolumen
von 50 ml verdiinnt und fiir 10 min zentrifugiert (1320 U/min, 4 °C). Um die
Ammoniumchlorid-Riickstinde zu entfernen, wurden die Zellen im anschlieBend
insgesamt dreimal erneut in 50 ml PBS resuspendiert und zentrifugiert (1320 U / min,

4°Q).

2.2.2 Kryokonservierung der Zellen und Auftauprozess

Zur Vorbereitung auf die Kryokonservierung wurden die Zellen in
Einfriermedium (Tabelle 5) aufgenommen, sodass eine Konzentration von 10 x 10°
Zellen / ml resultierte. Die Kryokonservierungsrohrchen (Maximalvolumen 1.5 ml)

wurden auf Eis gelagert und mit je 500 pl Zellsuspension / R6hrchen bestiickt.
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Tabelle 5: Zusammensetzung der verwendeten Medien.

Ingredienzien Standardmedium Einfriermedium DMSO-Medium
Basis 500 ml RPMI-1640  Standardmedium Einfriermedium
FCS 10% 30% -

Penicillin - 100U/ ml - -

Streptomycin 100 pg / ml

Dimethyl-sulfoxid - - 20%

RPMI-1640 (BioWhittaker, Verviers, Belgien); Penicillin & Streptomycin (Gibco, Eggenstein,
Deutschland); FCS: fetal calf serum; (Biochrom, Berlin, Deutschland); DMSO: Dimethyl-sulfoxid

AnschlieBend wurden jedem Rohrchen 500 pul Dimethyl-sulfoxid (DMSO)-
Medium zu einer Konzentration von 5 x 10° Zellen / ml beigemischt und die Rohrchen
umgehend in die bei -80 °C tiefgekiihlt. Nach Bedarf wurden die Zellen im Wasserbad
bei 37°C angetaut und unmittelbar in 15ml Falcon-Réhrchen, gefiillt mit
Standardmedium (Tabelle 5), tiberfiihrt. Die Zellen wurden fiir 10 min (1320 U / min,
4 °C) mit aktivierter Bremse zentrifugiert. Um Restbestandteile des DMSO zu entfernen,
erfolgte eine erneute Resuspension in 15 ml Standardmedium und die Zentrifugation
wurde wiederholt. Nach dem Waschvorgang wurden die Zellen in 2 ml Standardmedium

resuspendiert und wie zuvor beschrieben unter dem Lichtmikroskop gezéhlt.

2.3 Kultivierung der Zelllinien und Mononuclear cells

Als Zielzelle der mAb wurde die CD20" humane Lymphom-Zellreihe Raji (CCL-
86) verwendet. Als Positivkontrolle diente die humane Leukédmie-Zellreihe K562 (CCL-
243) der American Type Culture Collection. Die Zelllinien wurden in Standardmedium
in einer Zelldichte von 0.5x10°/ml bei 37°C, 5% Kohlenstoffdioxid, und
feuchtigkeitsgesattigter Atmosphédre im Brutschrank (FormaScientific, Thermo Life
Sciences, Egelsbach) kultiviert.

Die Mononuclear cells (MNCs) wurden 12-16 Stunden (h) vor Versuchsbeginn
wie beschrieben aufgetaut und gezdhlt und anschlieBend in NK-Zell-Medium, bestehend
aus Standardmedium, ergdnzt um 5% humanes AB-Serum (Biochrom, Berlin,
Deutschland) und 1000 U / ml Interleukin-2 (IL-2) (Novartis, Rocky Hill, NJ, USA),
aufgenommen, sodass die Zellkonzentration bei 1 x 10°/ ml Medium lag. Die Zellen
wurden auf 12-Well-Platten iibertragen (3 ml/ Well) und fiir 12 h im Brutschrank
inkubiert.
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2.4 CFDA-SE-Assay

Die Funktionsweise des CFDA-SE-Assays ist in Abbildung 6 dargestellt. Raji und
K562 wurden geerntet und unter dem Lichtmikroskop gezdhlt. AnschlieBend wurden sie
zentrifugiert (1320 U / min, 4 °C, Bremse aktiviert), und in einer Losung aus PBS und
20% Fetal Calf Serum (FCS) resuspendiert, sodass eine Zelllosung der Konzentration
1 x 107/ ml entstand. Die Hilfte der Zellen wurde nach Herstellerprotokoll mittels
CFDA-SE (Vybrant® CFDA-SE Tracer Kit, Invitrogen, CA, USA) gefirbt und in PBS
mit 20% FCS gewaschen [110]. Die gefarbten Raji-Zellen wurden zu gleichen Teilen auf
drei 15 ml-Falcon-Rohrchen aufgeteilt. Zu jeweils einem der Rohrchen wurde ein
therapeutischer mAb (Rituximab oder Obinutuzumab) zu der Zielkonzentration von
0.1 mg / ml hinzugefiigt und die Losung fiir 45 min im Brutschrank inkubiert.

Nach Ablauf der Zeit wurden die Zielzellen erneut in PBS +20% FCS gewaschen.
Die gefarbten und die ungefiarbten Raji-Zellen wurden zentrifugiert und auf eine
Konzentration von 1 x 10° / ml in NK-Zell-Medium resuspendiert. Mit den geférbten und
ungefiarbten K562-Zellen wurde analog verfahren.

Die MNCs wurden geerntet, unter dem Lichtmikroskop gezédhlt und auf eine
Konzentration von 1 x 107/ ml in NK-Zell-Medium resuspendiert. Jeweils 100 ul der
Zielzellen wurden nach dem Pipettierplan (Tabelle 6) auf einer 96-Well-Mikrotiterplatte
vorgelegt, anschliefend wurden jeweils 100 pl der Effektorzellen hinzugefiigt, sodass ein
Effektor-Zielzell-Verhéltnis von 10:1 entstand.

Die Zellen wurden fiir 6 h im Brutschrank inkubiert, geerntet, in 500 ul PBS
resuspendiert und zentrifugiert (1320 U / min, 4 °C, Bremse aktiviert). Das liberschiissige
PBS wurde abgegossen und verworfen. Die Zellen wurden im PBS-Uberstand
resuspendiert.

Im Anschluss wurden die Proben unter Ausnahme der PI" Kontrollen mit 5 ul PI
(BD Biosciences, NJ, USA) gefarbt. Die Proben wurden umgehend
durchflusszytometrisch (FACS-CyAn-ADP, Beckman Coulter, Marseille, Frankreich)
gemessen. Zusitzlich wurde die spezifische Lyse der Zielzellen wurde als Differenz aus
spontaner Lyse und Lyse in Gegenwart der Effektorzellen berechnet.

Die verfiigbare Anzahl der MNCs pro Patientenprobe war durch das geringe
Volumen der Blutproben limitiert. Aufgrund dessen wurde der CFDA-SE-Assay an
n = 13 Patienten- und n = 9 Kontrollproben durchgefiihrt.
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Abb. 6: CFDA-SE Zytotoxizitits-Assay. Die Zielzellen (Z) durchlaufen den Assay von links nach rechts.
CFSE und PI sind durchflusszytometrisch messbare Farbstoffe [111, 112]. Oben: CFDA-SE (hohle
Dreiecke) diffundiert in die Zielzelle und wird durch intrazellulire Esterasen (IZE) zu CFSE (solide
Dreiecke) gespalten. Bei intakter Zellmembran gelangt Propidiumiodid (PI) (Punkte) nicht in die Zelle. Die
Zelle ist CFSE'PT". Mittig: Die Zielzelle nimmt CFDA-SE auf, das iiber IZE zu CFSE gespalten wird. Die
Zielzelle tragt ein opsonisiertes Oberflachenmolekiil, welches die Natiirliche Killerzelle (NK) {iber ihren
FeyllIR erkennt. Die Zytolyse der Zielzelle {iber Perforin und Granzym B (PG) wird eingeleitet. Uber die
defekte Zellmembran der untergegangenen Zielzelle tritt Propidiumiodid in die Zelle iiber. Die Zelle ist
CFSE'PI". Unten: Die Zelle ist zu Versuchsbeginn avital. Aufgrund mangelnder Esterasen wird CFDA-SE
nicht gespalten. Die Zelle nimmt tiber ihre defekte Membran PI auf und ist somit CFSEPI'.
CFDA-SE: Carboxyfluoresceindiazetat-succinimidylester; CFSE: Carboxyfluorescein-succinimidylester;

FeyllIR: Crytallizable Fragment-ylll-Receptor
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Tabelle 6: Pipettierplan CFDA-SE des Zytotoxizitits-Assays

Kontrollprobe Patientenprobe Zielzell-Kontrollen
(Raji + CFDA-SE) + MNCs (Raji + CFDA-SE) + MNCs Raji ungefarbt

(Raji + CFDA-SE + Rit) (Raji + CFDA-SE + Rit) (Raji + CFDA-SE)

+ MNCs + MNCs

(Raji + CFDA-SE + Obi) (Raji + CFDA-SE + Obi) (Raji + CFDA-SE) + PI

+ MNCs Obi + MNCs

(K562 + CFDA-SE) (K562 + CFDA-SE) + (Raji CFDA-SE + Rit)

+ MNCs MNCs + PI
(Raji + CFDA-SE + Obi)
+ PI
K562 ungefarbt

(K562 + CFDA-SE)
(K562 + CFDA-SE) + PI

Jedes Tabellenfeld entspricht einem Well der 96-Well-Mikrotiterplatte. Die eingeklammerten Bestandteile

geben die Zusammensetzung der hinzugefiigten Zielzellen an: (Raji + CFDA-SE + Rituximab) bedeutet,
dass die hinzugefiigten Raji vor Versuchsbeginn mit CFDA-SE gefarbt und mit Rituximab markiert
wurden. Die linke Spalte gibt die Zusammensetzung der Wells an, welche abschlieBend um MNCs der
Kontrollen ergénzt wurden. Die mittlere Spalte gibt die Zusammensetzungen der Wells wieder, die um die
Patienten-MNCs ergianzt wurden. Die rechte Spalte zeigt die Zusammensetzung verschiedener Kontrollen
der Zielzellen ohne Effektorzellen. CFDA-SE: Carboxyfluoresceindiazetat-succinimidylester; PI:

Propidiumiodid; Rit: Rituximab; Obi: Obinutuzumab; MNCs: Mononuclear cells

2.5 KIR- und HLA-C-Typisierung

Die KIR- und HLA-C-Typisierungen wurden 1im Rahmen der
Routineuntersuchugen im Institut fiir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika
der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf durchgefiihrt. Die Desoxyribonukleinsdure
(deoxyribonucleic acid, DNA) der Proben wurde mittels Qiadmp DNA Blood Mini kit
(QIAGEN, Hilfen, Deutschland) isoliert. AnschlieBend wurde eine Polymerase-
Kettenreaktion mit sequenz-spezifischen Primern (polymerase chain reaction — sequence
specific primers, PCR-SSP) durchgefiihrt, um die Ziel-DNA zu amplifizieren. Die
amplifizierten DNA-Abschnitte wurden mittels Gelelektrophorese ausgewertet. Die
Einteilung in NKG2 und K/R-Genotypen sowie die HLA-C-Genotypen C1/C1, C2/C2
und C1/C2 erfolgte anhand der Ergebnisse der Gelelektrophorese [69, 113].
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2.6 Funktionsanalyse der NK-Zellen: CD107a-, TNF-o., und IFN-y-Assays

Die Prinzipien der CDI07a-, TNF-a— und IFN-y-Assays, anhand derer die
spezifische Aktivitit der und die spezifische Zytokinproduktion der NK-Zellen gemessen
wurde, sind in Abbildung 7 dargestellt.
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Abb. 7: Prinzip des CDI107a-Assays und der intrazelluliiren Firbung von TNF-a und IFN-y. Die
Vorginge sind zugunsten der Ubersichtlichkeit getrennt dargestellt, laufen jedoch im Versuch simultan ab.
Oben: Die NK-Zelle (NK) enthélt Granula, welche an ihrer Innenseite CD107a-Molekiile tragen [45, 46].
Bei Aktivierung der NK-Zelle durch eine antikdrpermarkierte Zelle, fusionieren die Granula mit der
NK-Zell-Membran und CDI07a wird auf der Zelloberfliche présentiert. Hieran kénnen CDI107a-
spezifische, farbstoffkonjugierte Antikorper (Y-formig) binden [52]. Durch Zugabe von Monensin (MO),
einem Golgi-Apparat-Inhibitor, wird anschlieend die Endozytose des CD/07a verhindert. Unten: Die
NK-Zelle bildet bei Aktivierung verstiarkt Zytokine, wie TNF-a und IFN-y. Brefeldin A (BA) wird
hinzugegeben und induziert den retrograden Transport der Zytokine vom Golgi-Apparat zum
endoplasmatischen Retikulum. Hier akkumulieren die Zytokine und koénnen anschlieBend durch
antikorperkonjugierte Intrazelluldrfarbstoffe (IZF) angefdrbt werden. NK-Zelle: Natiirliche Killerzelle;
CD: Cluster of Differentiation; TNF-a; Tumornekrosefaktor o; IFN-y: Interferon-y

Die MNCs wurden analog zum CFDA-SE-Assay fiir 12 h mit IL-2 stimuliert. Die
Farbung mit CFDA-SE wurde unterlassen. Stattdessen wurden jeweils 5 ul des
farbstoffgekoppelten Antikorpers CDI07a-Fluorescein-isothiocyanat (FITC) (BD
Biosciences, San Jose, CA, U.S.A) auf einer 96-Well-Mikrotiterplatte entsprechend des
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Pipettierplans (Tabelle 7) unter Aussparung der Wells der ungefarbten Kontrollen

vorgelegt.

Tabelle 7: Pipettierplan des CD107a-Zytotoxizititsassays

Firbungen Kontrollen, ungefirbt
MNCs + CDI107a-FITC Raji

MNCs + K562 + CD107a-FITC Raji + Rit

MNCs + Raji + CD107a-FITC Raji + Obi

MNCs + Raji + CD107a-FITC + Rit K562

MNCs + Raji + CD107a-FITC + Obi MNCs

Jedes Tabellenfeld entspricht einem Well der 96-Well-Mikrotiterplatte. CD: Cluster of Differentiation;
MNCs: Mononuclear cell; FITC: Fluorescein-isothiocyanat; Rit: Rituximab; Obi: Obinutuzumab

Die Zielzellen wurden analog zum CFFA-SE-Assay mit mAbs markiert. 100 ul
der MNC-Suspension, entsprechend 1 x 10 Zellen, wurden den Wells hinzugefiigt. Im
Anschluss wurden jeweils 100 pl der Zielzellen hinzugefiigt (1 x 103 Zellen), resultierend
in einem Effektor-Zielzell-Verhiltnis von 10:1. Die Negativkontrolle bestand aus
CD107a-gefarbten MNCs ohne Zielzelle. Die Wells wurden mit NK-Zell-Medium auf
200 pl aufgefiillt und fiir 1 h im Brutschrank inkubiert.

Nach Ablauf der Zeit wurden jeder gefarbten Probe jeweils 2 pl Brefeldine A und
2 ul Monensin (BD Golgi Stop, BD Biosciences, San Jose, CA, U.S.A.) hinzugefiigt und
die Proben wurden fiir weitere 5 h im Brutschrank inkubiert. Zur Vorbereitung auf die
fluoreszenzaktivierte Zellsortierung fluorescence activated cell sorting, FACS) wurden
die in Tabelle 8 gelisteten FACS-mAb in der angegebenen Menge in FACS-Rohrchen
vorgelegt.

Die MNCs wurden geerntet und in die vorbereiteten FACS-Rohrchen iiberfiihrt,
wobei ungefarbte Kontrollen in FACS-Rohrchen ohne farbende Antikorper gegeben
wurden. Die Zellen wurden lichtgeschiitzt fiir 20 min bei 4 °C mit den extrazelluldr
farbenden Antikorpern inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden die F4CS-Rohrchen mit
PBS aufgefiillt und bei 1320 U / min, 4 °C, mit aktivierter Bremse zentrifugiert. Das PBS

wurde abgegossen und verworfen und die Zellen im PBS-Uberstand resuspendiert.
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Tabelle 8: Verwendete Mengen firbender Antikorper in der extrazelluliren Fiarbung.

FACS-mAb Menge pro FACS-Rohrchen (ul)
CD56-PE-Dazzle 2

CD3-BV510 1

KIR2DLI-APC 5

KIR2DL2/3-PE-Cy5.5 2.5

NKG2A-PE 7.5

Bezeichnungen der FACS-mAb laut Hersteller. FACS: fluorescence-activated cell sorting; CD: Cluster of
Differentiation; PE: Phycoerythrin; APC: Allophycocyanin; Cy: Cyanin; BV: Brilliant violet; KIR: Killer
Cell Immunoglobulin-like Receptor

Zur Vorbereitung auf die intrazellulire Farbung wurden zu gefarbten Probe 250 ul
Fixierlosung (BD Pharmingen, BD Biosciences, San Jose, CA, U.S.A) hinzugegeben, die
Zellen fiir 20 min lichtgeschiitzt bei 4 °C inkubiert und anschlieend zweifach mit der
zugehorigen Waschlosung gewaschen (Zentrifuge: 1320 U/min, 4 °C, Bremse
aktiviert).

Das Waschmedium wurde abgegossen und die Zellen im Uberstand resuspendiert.
Jeder gefarbten Probe wurden jeweils 5 pul der Intrazelluldrfarbstoffe IFN-
y-Phycoerythrin-Cyanin 7 (IFN-y-PE-Cy7) und TNF-oa-Allophycocyanin-Cyanin 7
(TNF-a-APC-Cy7) FACS-mAb (Biolegend, San Diego, CA, U.S.A.) hinzugefiigt. Es
folgte die lichtgeschiitzte Inkubation fiir 30 min bei 4 °C, ein Waschvorgang mit der
vorgesehenen Waschldsung und ein letzter Waschvorgang mit PBS.

AnschlieBend wurden die Proben umgehend durchflusszytometrisch analysiert.
Die Messdaten wurden anschlieBend mit Hilfe der Kaluza Analysis Software Version 1.2
(Beckman Coulter, Brea, CA, U.S.A.) ausgewertet.

Auch fiir die Analysen der NK-Zell-Funktion und der Zytokinproduktion war die
verfiigbare Anzahl MNCs pro Patientenprobe durch das geringe Volumen der Blutproben
limitiert. Aufgrund dessen wurden die CD/07a-, TNF-a-, und IFN-y-Assays an jeweils

n = 29 Patienten- und n = 9 Kontrollproben durchgefiihrt.
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2.7 Definition der NK-Zell-Populationen

Um die Aktivitdt der natiirlichen Killerzellen gegeneinander Vergleichen zu
konnen, wurden sie entsprechend ihres Rezeptorexpressionsprofils in unterschiedliche
NK-Zell-Populationen eingeteilt. Hierzu wurden die Zellen in der Analysesoftware auf
einen Plot aufgetragen und die Populationen voneinander abgegrenzt (Abb. 8). Die
betrachteten NK-Zell-Populationen umfassten:

1. Die NK-Zellen wurden anhand der Expressionsdichte des
Membranstindigen Markers CD56 in  CD56%" und CD356"¢"
unterschieden.

2. Die NK-Zellen wurden anhand des Expressionsprofils der inhibitorischen
Rezeptoren NKG2A, KIR2DLI und KIR2DL2/3 unterschieden. Hierzu
wurden die NK-Zellen identifiziert, die nur einen der drei genannten
Rezeptoren auf ihrer Oberfldche trugen. Zusétzlich wurde die Gruppe der
NK-Zellen identifiziert, die keinen der genannten Rezeptoren présentierte.
Der Ubersicht halber wurden die Gruppen nach dem jeweils vorhandenen
Rezeptor benannt:

a. NKG2A" (NKG2A"KIR2DLI"KIR2DL2/3")

b. KIR2DLI" (NKG2AKIR2DLI*KIR2DL2/3)

c. und KIR2DL2/3" (NKG2AKIR2DLI"KIR2DL2/3")
d. triple negative (NKG2AKIR2DLI'KIR2DL2/3")

2.7 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung wurde GraphPad Prism, Version 8 (San Diego,
CA, U.S.A.) verwendet. Das Signifikanzniveau fiir samtliche statistischen Tests wurde
zweiseitig auf 5% festgesetzt (P <0.05). P Werte wurden auf die dritte Dezimalstelle
gerundet. Falls der ermittelte P Wert die Grenze 0.0005 unterschritt, erfolgte die Angabe
als P <0.001.

Mittelwerte und Standardabweichungen der Messparameter wurden fiir (I) die
Gesamtkohorte, (II) fiir Patienten- und Kontrollkohorte, (I1I) fiir CD56%" und CD56"%¢"
in Patienten- und Kontrollkohorte (IV) fiir K/R-Genotypen, welche in ausreichender
Frequenz (n>3) vorlagen, und (V) fiir die NK-Zell-Populationen triple negative,
NKG2A", KIR2DLI1", KIR2DL2/3" jeweils in Patienten- und Kontrollkohorte bestimmt.
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Interkohortenunterschiede  kategorialer =~ Variablen  (beispielsweise  der
HLA-C-Typen in Patienten- und Kontrollkohorte) wurden hinsichtlich ihrer Verteilung
auf die Kohorten mittels Chi Quadrat-Test nach Pearson {iberpriift. Die Unterschiede
kontinuierlicher Variablen (beispielsweise spezifische Zytolyse der K562 in Patienten-
und Kontrollkohorte) wurden mittels ungepaarter t-Tests auf statistische Signifikanz
gepriift. Die Signifikanz der Unterschiede innerhalb derselben Kohorte (beispielsweise
spezifische Zytolyse der Raji und K562-Zielzellen innerhalb der Patientenkohorte oder
Vergleiche der NK-Zellpopulationen CD56%" und CD56""%¢") wurde mittels gepaarter t-
Tests ermittelt.

Vor den Auswertungen wurden die Rohdaten auf Ausreif8er iiberpriift. Ausreifer,
deren Messwerte > 1.5 Standardabweichungen auBlerhalb der Bezugskohorte lagen,

wurden aus der Analyse entfernt und anschlieend gesondert betrachtet.
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Abb. 8: Identifikation der NK-Zell-Populationen. A: CD56%™"igh  CD56%™ (linke Bildhilfte) wurden
von CD356"%" (rechte Bildhilfte) abgegrenzt. Zusitzlich zeigt die Darstellung die Unterteilung der
CD56-Populationen in CD107a" und CD107a”. B: NKG2A*, KIR2DLI", KIR2DL2/3" und triple negative.
Die Plots in der oberen Bildhélfte zeigen die Aufteilung der Zellen in positiv (obere Plothélfte) und negativ
gewertete Zellen (untere Plothilfte). Der untere Teil der Abbildung zeigt das zugehdrige Sdulendiagramm,
das die absolute Anzahl der Zellen in der jeweiligen Population angibt. Die Zellen sind zusitzlich nach
dem Aktivitdtsmarker CDI07a stratifiziert (links: CDI107a’; rechts: CD107a"). NK-Zelle: Natiirliche
Killerzelle; CD: Cluster of Differentiation; KIR: Killer Cell Immunoglobulin-like Receptor
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3 Ergebnisse

3.1 Kohortencharakteristika

Von 38 Patienten, die in die Studie eingebunden wurden, waren 23 méannlich
(60.5%) und 15 weiblich (39.5%) (Tabelle9). Die héufigsten NHL in der
Patientenkohorte waren DLBCL (n (%); 12 (31.6)) und Follikuldres Lymphom (9
(23.7%)). Auf Burkitt-Lymphom und Morbus Waldenstrom entfiel jeweils ein Fall
(2.6%). Das mittlere Patientenalter lag bei 63.9 Jahren (+ Standardabweichung; + 17.9).

Tabelle 9: Ubersicht Kohortencharakteristika

Charakteristikum Gesamt Zytotoxizitit Funktion
Anzahl (n)* 47 21 36
Kontrollkohorte (n (%)) 9(19.1) 9(42.9) 9(25.0)
Patientenkohorte (n (%))* 38 (80.9) 12 (57.1) 27 (75.0)
ménnlich (n (%)) 23 (60.5) 10 (83.3) 15 (55.6)
weiblich (n (%)) 15 (39.5) 2 (16.7) 12 (44.4)
Alter (in Jahren, Mittelwert = 63.9+17.9 65.3+14.0 64.0+15.0
Standardabweichung)
B-NHL-Typ
Follikuldres Lymphom (n (%)) 9 (23.7) 2 (16.7) 7 (58.3)
DLBCL (n (%)) 12 (31.6) 4(33.3) 11%* (40.7)
Marginalzonenlymphom (n (%)) 8 (21.1) 1(8.3) 3** (11.1)
CLL (n (%)) 7 (18.4) 4 (33.3) 5(18.5)
Morbus Waldenstrom (n (%)) 1(2.6) 0 1(3.7)
Burkitt-Lymphom (n (%)) 1(2.6) 1(8.3) 1(3.7)

Fiir kategoriale Variablen sind Anzahl (n) und der prozentuale Anteil an der zugrundeliegenden Kohorte
angegeben. Fiir die kontinuierliche Variable 'Alter' sind Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.
Angaben fiir die Kohorten der jeweiligen Assays (Zytotoxizitit: CFDA-SE; Funktion: CD107a, TNF-a.,
IFN-y). *Nach Ausschluss dreier Patienten mit relevanten himatologischen Vorerkrankungen (2x Morbus
Hodgkin, 1x Akute lymphatische Leukdmie); **Ein Patient war sowohl an einem Marginalzonenlymphom
als auch an einem DLBCL erkrankt. DLBCL: Diffuse Large B-Cell Lymphoma; CLL: Chronisch
lymphatische Leukdmie; CD: Cluster of Differentiation; TNF-a: Tumornekrosefaktor a; IFN-y:
Interferon-y; B-NHL-Typ: B-Zell Non-Hodgkin Lymphom-Typ;

CFDA-SE: Carboxyfluoresceindiazetat-succinimidylester; CFSE: Carboxyfluorescein-succinimidylester;
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Von den Patienten hatten n=4 1im Vorfeld der Studie eine
Stammzelltransplantation erhalten, wihrend n = 32 der Patienten bereits mit Rituximab
therapiert worden waren. Keine Vortherapie und eine Vortherapie mit Obinutuzumab
hatten jeweils n = 5 Patienten erhalten. Zu den eingebundenen Kontrollen (n = 9) lagen
aufgrund datenschutzrechtlicher Bestimmungen keine weiterfilhrenden Daten zu

Geschlecht, Alter oder Vorerkrankungen vor.

3.2 Spezifische Zytolyse: CFDA-SE Assay

Uber den CFDA-SE Assay wurde gemessen, wie viele Zielzellen in einer
definierten Zeitspanne von 6 Stunden die Apoptose durchliefen (Abb. 9). Hierzu wurde
zundchst iiberpriift, wie viele Zielzellen in dem Zeitraum einer spontanen Zytolyse
unterlagen. Die spontane Lyse der Raji-Zellen betrug durchschnittlich 2.83% (£ 1.17%),
wihrend die spontane Lyse der K562-Zellen bei 3.65% (£ 1.68%) lag. Die induzierte
Zytolyse der Raji-Zellen ohne Anwesenheit eines therapeutischen Antikorpers lag
gemittelt bei 5.02% (+ 1.12%). Der Unterschied zwischen spontaner Lyse der Raji-Zellen
und induzierter Lyse in Abwesenheit therapeutischer mAb war signifikant (P = 0.007).
Von den Ergebnissen der weiteren Messungen wurde jeweils die zugrunde liegende
spontane Zytolyse subtrahiert, um die Messungen auf den Effekt des aktivierenden

Stimulus (K562 respektive therapeutische Antikorper) zu reduzieren.
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Abb. 9: Vergleich der induzierten Zytolyse iiber siimtliche Proben gegen K562, unmarkierte Raji,
Raji + Rituximab und Raji + Obinutuzmab. n=21; Mittelwerte (Punkte), Standardabweichungen
(Fehlerbalken) und einzelne Messwerte (graue Punkte) der Anteile CFSE*PI" Zielzellen sind eingezeichnet.

CFSE: Carboxyfluorescein-succinimidylester; PI; Propidiumiodid
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Uber si@mtliche Proben hinweg betrug die mittlere induzierte Zytolyse der K562-
Zellreihe 6.18% (= 1.91%), der Rituximab-markierten Raji-Zellen 8.47% (£ 3.99%) und
der Obinutuzumab-markierten Zellen 19.03% (+ 3.96%) (Abb. 10).

ja) 75 1

-y 1 [t
4.51% 23.92%
Gees -0 J
4.51% 15.95%
- I — s ST L L =- - - =3

Abb. 10: Messung der spezifischen Zytolyse mittels CFDA-SE-Assay. X-Achsen: Relative
Emissionsstirke der CFSE-spezifischen Wellenldnge (logarithmisch). Y-Achsen: Relative Emissionsstirke
der Pl-spezifischen Wellenldnge (logarithmisch). Links oben und unten: Messung MNCs gegen Raji.
Rechts oben: Messung MNCs gegen Obinutuzumab-markierte Raji. Rechts unten: Messung MNCs gegen
Rituximab-markierte Raji. Die CFSE™-Population ist schwarz dargestellt, die CFSE-Population grau.
CFSE'PI" sind umrahmt. CFDA-SE: Carboxyfluoresceindiazetat-succinimidylester;  CFSE:

Carboxyfluorescein-succinimidylester; PI: Propidiumiodid; MNCs: Mononuclear cells

Der Unterschied zwischen den Gruppen Raji und Raji + Rituximab war
signifikant (P < 0.001). Auch der Anteil der lysierten Obinutuzumab-markierten Raji war
signifikant hoher als der Anteil der lysierten, unmarkierten Raji (P <0.001). Dariiber
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hinaus war die induzierte Lyse der Obinutuzumab-markierten Raji signifikant hoher als
der Rituximab-markierten Raji (P <0.001). Die Positivkontrolle K562 wurde zu einem
signifikant hoheren Anteil lysiert als Raji, wédhrend mit Obinutuzumab oder Rituximab
markierte Raji-Zellen zu einem signifikant groeren Anteil lysiert wurden als K562
(K562 versus (vs.) Raji+ Obinutuzumab: P <0.001; K562 vs. Raji + Rituximab:
P =0.034).

Die spezifische Lyse der Raji+ Rituximab durch Kontrollproben (n=29)
unterschied sich signifikant von der durch Patientenproben (n=12): Wihrend in der
Patientenkohorte 6.00% (£ 2.37%) der Zielzellen lysiert wurden, betrug der Wert in der
Kontrollkohorte 13.06% (+2.75%) (P <0.001) (Abb. 11). Der Vergleich der
Obinutuzumab-behandelten Proben ergab hingegen keinen signifikanten Unterschied
zwischen Patienten und Kontrollen (Patienten: 18.85% + 4.25%; Kontrollen: 21.06% =+
5.49%) (P = 0.410). Auch die Ergebnisse der beiden Kohorten gegen K562 unterschieden
sich nicht signifikant (P = 0.214).

18
16
14
12

10

CFSEPI* in %
(0]

Patienten (+ Rituximab) Kontrollen (+ Rituximab)

Abb. 11: Vergleich des Rituximab-induzierten Zelltods zwischen Patienten- und Kontrollkohorte.
NPatientenkohorte = 125 NKontrollkohorte = 9; Die Zielzellen sind vor Versuchsbeginn mit Rituximab inkubiert
worden. Mittelwerte (Punkte), Standardabweichungen (Fehlerbalken) und einzelne Messwerte (graue
Punkte) der  Anteile  CFSE'PI"  Zielzellen sind  eingezeichnet. P < 0.001.

CFSE: Carboxyfluorescein-succinimidylester; PI; Propidiumiodid
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3.3 Aktivitat und Zvtokinproduktion der Natiirlichen Killerzellen: CDI107a-,
TNF-o- und IFN-y-Assays

3.3.1 Aktivitit der Natiirlichen Killerzellen in Gesamt-, Patienten- und Kontrollkohorte
(CD107a)

Aufgrund tiberlagernder Wellenldangen in der durchflusszytometrischen Analyse

waren 15 der 27 analysierten Patientenproben nicht hinsichtlich ihrer CD107a-Werte
analysierbar. Die spontane Degranulierung der Effektorzellen iiber die restlichen Proben
hinweg (n =21), betrug 10.36% (+ 2.01%). Die Werte der anschlieend durchgefiihrten
Messungen wurden auf den Wert der spontanen Degranulierung genullt, um die Messung
auf die spezifische Aktivitit, also den Effekt des aktivierenden Stimulus, zu reduzieren.
Bei der Betrachtung der gesamten Kohorte wurden drei Ausreiler identifiziert, deren
Aktivititswerte sich auch in Versuchen gegen antikdrpermarkierte Raji auf einem
niedrigen Niveau bewegten (Abb. 12). Alle drei Proben gehorten der Patientenkohorte
an. Die Aktivititswerte der Ausreifler lagen gegentiber antikorpermarkierten Raji 1.9 bis
2.5 Standardabweichungen unterhalb des Mittelwerts. Dariiber hinaus befanden sich die
Messwerte gegeniiber der Positivkontrolle (K562) fiir alle drei Proben auBerhalb 1.5
Standardabweichungen gegeniiber dem Mittelwert. Die Proben wurden von den weiteren

Analysen der Kohorten ausgeschlossen und anschlieBend separat betrachtet.
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Abb. 12: Ergebnisse des CD107a-Assays: Identifikation der Ausreifler. n = 21; Mittelwert (schwarzer
Kreis), Standardabweichung (schwarze Fehlerbalken) und einzelne Messwerte (graue Punkte) der
spezifischen Aktivitit gegen Zielzellen (X-Achse). Oben: Bei der Betrachtung der mit Rituximab und
Obinutuzumab versetzten Proben fallen drei Ausreifler mit geringer prozentualer Aktivierung, gemessen
tiber CD107a*, auf. Unten: Die Messwerte der Ausreifier gegen unterschiedliche Ziele sind mit Linien
verbunden. Aufgrund der geringen Zellzahl liegt fiir einen der Ausreifler kein Messwert gegen Raji oder

K562 vor. CD: Cluster of Differentiation
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Uber die Gesamtkohorte hinweg wurden gegen antikdrpermarkierte Raji
signifikant hohere Anteile CDI107a" NK-Zellen gefunden als gegen Raji ohne
Antikorpermarkierung  (Mittelwert + Standardabweichung; Raji: 32.84 + 9.03;
Raji + Rituximab: 66.45 + 11.96; Raji + Obinutuzumab: 72.47 + 14.42) (jeweils
P<0.001) (Abb. 13). Auch der Unterschied zwischen Raji+ Rituximab und
Raji + Obinutuzumab war signifikant (P < 0.001). Gegen K562 zeigte die Gesamtkohorte
eine signifikant grofere Aktivitit im Vergleich zu Raji (K562: 53.58 + 14.84)
(P <0.001).

Samtliche Vergleiche der iiber CD107a gemessenen Aktivitit zwischen Kontroll-
(n=9) und Patientenkohorte (n=12) ergaben signifikante Unterschiede, wobei die
Patientenproben stets eine niedrigere prozentuale Aktivitit aufwiesen, als die
Kontrollproben (P <0.011) (Tabelle 10). Wihrend der niedrigste gemessene
Aktivititswert gegen Raji in der Patientengruppe mit 28.10% (+ 5.98%) ermittelt wurde,
wurde der hochste Aktivitaitswert in der Kontrollkohorte gegen Obinutuzumab-markierte
Raji gemessen (80.65% = 7.01). In beiden Kohorten war die niedrigste Aktivitit gegen
unmarkierte Raji zu finden, gefolgt von K562, Raji + Rituximab und schlieBlich

Raji + Obinutuzumab.

Tabelle 10: Kohortenspezifische NK-Zell-Aktivitit (CD107a")

Zielzelle Patientenkohorte (%)*  Kontrollkohorte (%)* p**
K562 44.10 +7.22 65.38 +12.14 <0.001
Raji 28.10 £5.98 38.10£9.16 0.011
Raji + Rit 60.02 £ 12.56 74.37 £5.69 0.004
Raji + Obi 65.83 £ 14.76 80.65 +7.01 0.010

*Mittelwert + Standardabweichung;  **t-Test fiir ~ungepaarte  Stichproben;  npatientenkohorte = 12
NKontrollkohorte = 9; NK-Zelle: Natiirliche Killerzelle; vs.: versus; Rit: Rituximab; Obi: Obinutuzumab; CD:
Cluster of Differentiation

Sowohl in der Patientenkohorte als auch in der Kontrollkohorte war die
gemessene Aktivitit gegen antikorpermarkierte Raji signifikant grofer als gegen
unmarkierte Raji (P <0.001). Auch die Aktivitdt gegeniiber der Positivkontrolle K562
war signifikant groBBer als gegeniiber Raji (P <0.001). Dariiber hinaus wurden die NK-
Zellen durch Raji+ Obinutuzumab  signifikant stirker aktiviert als durch

Raji + Rituximab (P < 0.001).
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Abb. 13: Messung der NK-Zell-Aktivitit iiber den Oberflichenmarker CD107a. X-Achsen: Relative
Emissionsstarke der FITC-spezifischen Wellenlange (logarithmisch). Y-Achsen: Relative Emissionsstéirke
der PE-Dazzle-spezifischen Wellenlidnge (logarithmisch). Die angegebenen Prozentwerte geben den als
CDI107a" gemessenen NK-Zell-Anteil wieder. Links oben: NK-Zellen gegen Raji; links unten: NK-Zellen
gegen K562; rechts oben: NK-Zellen gegen Raji+ Rituximab; rechts unten: NK-Zellen gegen
NK-Zelle: Killerzelle; CD:  Cluster of Differentiation;

Raji + Obinutuzumab. Natiirliche

FITC: Fluorescein-isothiocyanat; PE: Phycoerythrin

3.3.2 Zytokinproduktion der Natiirlichen Killerzellen in Gesamt-, Patienten- und
Kontrollkohorte (TNF-o und IFN-y)

Der Anteil der spontanen Zytokinproduktion betrug fiir TNF-o." 0.88% (£ 0.29%)
und fiir IFN-y" 5.33% (£2.12%). Die jeweiligen Basiswerte wurden von den
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anschliefenden Messungen subtrahiert, um die Messwerte auf die spezifische
Zytokinproduktion zu reduzieren.

Uber die Gesamtkohorte hinweg zeigte sich eine signifikante Erhohung der
TNF-a Messwerte in Gegenwart antikdrpermarkierter Raji, verglichen zu unmarkierten
Raji (Raji: 11.76 + 7.26; Raji + Rituximab: 29.54 + 14.65; Raji + Obinutuzumab: 34.25
+ 15.94) (jeweils P <0.001). Vergleichbar zum CDI07a-Assay zeigten die NK-Zellen
einen signifikant groBeren Anteil TNF-a" Zellen gegen K562, als gegen Raji (K562:
19.83 £ 15.75) (P <0.001). Die Messwerte in Raji + Obinutuzumab waren, ebenfalls
vergleichbar zu den Ergebnissen des CDI07a-Assays, signifikant groBer als in
Raji + Rituximab (P =0.004). Auch der Anteil IFN-y* NK-Zellen gegen
antikorpermarkierte Raji war signifikant hoher als gegen unmarkierte Raji (Raji: 19.31 +
12.48; Raji + Rituximab: 52.61 + 23.87; Raji + Obinutuzumab: 53.98 + 23.73) (jeweils
P <0.001). Die IFN-y" Messwerte gegen K562 iibertrafen die gegen Raji signifikant
(K562: 30.07 + 20.11) (P<0.001). Zwischen Raji+ Rituximab und
Raji + Obinutuzumab waren allerdings keine signifikanten Unterschiede festzustellen
(P =0.700).

Die spezifische Zytokinproduktion der Kontrollkohorte lag signifikant hoher als
in der Patientenkohorte (TNF-ai: P < 0.004; IFN-y: P < 0.001) (Tabelle 11). Ahnlich zu
den Ergebnissen des CD107a-Assays wurden auch bei den TNF-a- und IFN-y-Assays
die niedrigsten Messwerte auf Patientenseite gegen unmarkierte Raji gefunden, wéahrend
die hochsten Messwerte in den NK-Zellen der Kontrollkohorte gegen
Raji + Obinutuzumab ermittelt wurden (in %; TNF-a, Patientenkohorte, vs. Raji: 7.31 +
4.19; TNF-a Kontrollkohorte, vs. Raji + Obinutuzumab: 44.66 + 10.88; IFNy,
Patientenkohorte, vs. Raji: 1090 + 7.08; IFNy, Kontrollkohorte, wvs.
Raji + Obinutuzumab: 72.76% =+ 8.26%). Dariliber hinaus war auch der Anstieg der
Messwerte von NK vs. Raji tiber NK vs. K562, NK vs. Raji + Rituximab und NK vs.
Raji + Obinutuzumab gleich der Reihenfolge im CD/07a-Assay (Abb. 14).
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Tabelle 11: Kohortenspezifische NK-Zell-Zytokinproduktion (TNF-a* und IFN-y")

Assay  Zielzelle Patientenkohorte Kontrollkohorte p**
(%0)* (Y0)*

TNF-a K562 9.23+£4.16 31.74 £ 15.41 <0.001
Raji 7.31+4.19 17.17+6.31 <0.001
Raji + Rit 2595+ 13.84 39.81 +£8.77 0.003
Raji + Obi 31.02+12.74 44.66 + 10.88 0.004

IFN-y K562 15.77 + 8.39 47.68 + 13.38 <0.001
Raji 10.90 + 7.08 29.05+10.13 <0.001
Raji + Rit 43.80 + 19.68 70.75 + 8.57 <0.001
Raji + Obi 43.08 £ 16.20 72.76 + 8.26 <0.001

*Mittelwert + Standardabweichung;  **t-Test  fiir

ungepaarte  Stichproben;  nNpatientenkohorte = 12;

NKontrollkohorte = 9; TNF-at: Tumornekrosefaktor a; [FN-y: Interferon-y; NK-Zelle: Natiirliche Killerzelle; Rit:

Rituximab; Obi: Obinutuzumab
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Abb. 14: Anteile TNF-a* NK-Zellen in der Patientenkohorte. Die TNF-o'-Messwerte dreier

exemplarisch ausgesuchter Proben sind mittels Linien verbunden. Die Abbildung zeigt die Steigerung der

Messwerte von Raji iiber K562 zu Raji + Rituximab und Raji + Obinutuzumab. Mittelwert (Punkt),

Standardabweichung (Fehlerbalken) und einzelne Messwerte (n = 12; graue Punkte) sind eingezeichnet.

TNF-o: Tumornekrosefaktor o.; NK-Zelle: Natiirliche Killerzelle; Rit: Rituximab; Obi: Obinutuzumab
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Wihrend antikdrpermarkierte Raji im Vergleich zu unmarkierten Raji durchweg
zu signifikant besseren Ergebnissen sowohl in der TNF-a- als auch fiir IFN-y-Produktion
fiihrten, ergaben die Tests der beiden mAb gegeneinander gemischte Ergebnisse
(Tabelle 12): In Patienten war der Anteil TNF-o© NK-Zellen nach Stimulation durch
Obinutuzumab-markierte Raji im Vergleich zu Rituximab signifikant hoher, in
Kontrollen jedoch nicht (Ppatientenkohorte = 0.007; Pxontrolikohorte = 0.158). Im IFN-y-Assay
wurden weder in Patienten, noch in Kontrollen signifikante Unterschiede zwischen den

Ergebnissen gegen Raji + Rituximab und Raji + Obinutuzumab gefunden (P > 0.430).

Tabelle 12: Vergleich der spezifischen NK-Zell-Zytokinproduktion (TNF-o" und IFN-y") gegen

unterschiedliche Zielzellen

Assay  Verglichene Zielzellen Pratientenkohorte™  PKontrolikohorte™
TNF-o.  Raji vs. Raji + Rit <0.001 <0.001

Raji vs. Raji + Obi 0.002 <0.001

Raji + Rit vs. Raji + Obi 0.007 0.158
IFN-y  Rajivs. Raji + Rit <0.001 <0.001

Raji vs. Raji + Obi <0.001 <0.001

Raji + Rit vs. Raji + Obi 0.924 0.430

*t-Test fiir gepaarte Stichproben; npatientenkohorte = 12; NKontrolikohorte = 9; TNF-c: Tumornekrosefaktor o

IFN-y: Interferon-y; NK-Zelle: Natiirliche Killerzelle; Rit: Rituximab; Obi: Obinutuzumab; vs.: versus

3.3.3 Aktivitit der Natiirlichen Killerzell-Populationen CD56%“" und CD56"¢" (CD107a)

Bei der Erhebung der Anteile der CD56” und CD56”%¢" in der Gesamtkohorte
wurde ein AusreiBer identifiziert, bei dem der Anteil der CD56%" 32.55% betrug und
somit unterhalb der dritten Standardabweichung gegeniiber der Gesamtkohorte lag
(90.41% =+ 8.03%). Die Probe stammte aus der Patientenkohorte und wurde von den
angeschlossenen Analysen ausgeschlossen und anschlieBend eigenstindig betrachtet.

Der mittlere Anteil der CD56%" in der Kontrollgruppe war mit 88.14% (= 9.74%)
zwar niedriger als in der Patientenkohorte (92.46% + 6.49%), der Unterschied war jedoch
nicht signifikant (P = 0.235). Die liber CD107a gemessene Aktivitit der CD569™ gegen
antikorpermarkierte Raji war in der Gesamtkohorte signifikant grofer als gegen

unmarkierte Raji  (Raji: 29.92 + 8.43; Raji+ Rituximab: 6557 + 7.55;
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Raji + Obinutuzumab: 74.48 £ 7.61) (jeweils P < 0.001). Auch der Unterschied zwischen
Raji + Rituximab und Raji + Obinutuzumab war signifikant (P < 0.001).

Auch die CD56"%€"_Populationen der Gesamtkohorte zeigten signifikant hohere
Aktivitdtswerte gegen antikorpermarkierte Raji verglichen mit unmarkierten Raji (in %;
Raji: 41.61 + 12.32; Raji + Rituximab: 60.78 + 9.97; Raji + Obinutuzumab: 63.41 +
10.13) (P <0.001). Die Aktivitéit dieser Population war dhnlich zu den CD56%" gegen
Raji + Obinutuzumab am gréften, allerdings war der Unterschied zu Raji + Rituximab
nicht signifikant (P = 0.055).

Der Anteil der CDI107a* CD56“™ war in der Kontrollkohorte iiber alle Versuche
hinweg groBer als in der Patientenkohorte (jeweils P < 0.044) (Tabelle 13). Im Kontrast
dazu standen die Ergebnisse der CDS56”%": Bei ihnen war kein signifikanter
Aktivititsunterschied zwischen Patienten- und Kontrollkohorte beobachtbar (jeweils
P >0.098), sondern gegen Obinutuzumab-markierte Raji-Zellen sogar eine grofere
Aktivitit in den Patienten-CDS56"¢" festzustellen (Patienten: 65.22 + 8.87; Kontrollen:
61.39 + 11.56). Der Unterschied war jedoch nicht signifikant (P = 0.427).

Tabelle 13: Kohortenspezifische NK-Zell-Aktivitit (CD107a"), nach CD56-Population

Population Zielzelle Patientenkohorte Kontrollkohorte p**
(%0)* (%0)*

CD56%™ Raji 24.69 + 3.61 33.41 £9.04 0.044
Raji + Rit 62.33 +£7.54 69.04 £4.21 0.031
Raji + Obi 69.13 +£5.66 78.91 +£5.43 0.001

CD56"¢"  Raji 35.15+6.20 4591 +13.76 0.098
Raji + Rit 60.91 +£8.51 60.64 +11.92 0.955
Raji + Obi 65.22 +8.87 61.39+11.56 0.427

*Mittelwert + Standardabweichung;  **t-Test fur Stichproben;  npagentenkohorte = 12;

NKontrolikohorte = 9; NK-Zelle: Natiirliche Killerzelle; CD: Cluster of Differentiation; Rit: Rituximab;

Obi: Obinutuzumab; vs.: versus

Der Anteil CD107a" CD56%" war sowohl in der Patientenkohorte als auch in der
Kontrollkohorte gegen Obinutuzumab-markierte Raji signifikant grofler als gegen
Raji + Rituximab (jeweils P < 0.001) (Tabelle 14). Im Gegensatz dazu unterschied sich
der Anteil der CD107a" CD56""¢" gegen Rituximab-markierte Raji nicht signifikant von
dem gegen Obinutuzumab-markierte Raji (Ppatientenkohorte = 0.063; Pkontrolikohorte = 0.588).

Verglichen mit den Messwerten gegen die unmarkierten Raji zeigten sich gegen
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antikorpermarkierte Raji signifikant grofere Anteile CD107a" NK-Zellen, sowohl in der
Patienten-, als auch in der Kontrollkohorte (jeweils P < 0.001).

Tabelle 14: Vergleich der spezifischen NK-Zell-Aktivitit (CD107a4%) gegen unterschiedliche
Zielzellen, nach CD56-Population

Population Verglichene Zielzellen Pratientenkohorte™ PkKontrolikohorte™
CD56%  Raji vs. Raji + Rit <0.001 <0.001

Raji vs. Raji + Obi <0.001 <0.001

Raji + Rit vs. Raji + Obi <0.001 <0.001
CD56M<"  Raji vs. Raji + Rit <0.001 0.001

Raji vs. Raji + Obi <0.001 0.001

Raji + Rit vs. Raji + Obi 0.063 0.588

*t-Test flir gepaarte Stichproben; npatientenkohorte = 12; NKontrolikohorte = 9; NK-Zelle: Natiirliche Killerzelle;

CD: Cluster of Differentiation; Rit: Rituximab; Obi: Obinutuzumab; vs.: versus

Der Vergleich der CD56-Populationen zeigte basierend auf der Gesamtkohorte
fiir CD56""%¢" gegen unmarkierte Raji signifikant groBere Anteile CD107a" Zellen als in
CD56%™ (Tabelle 15). Wihrend gegen Raji + Rituximab kein signifikanter Unterschied
zwischen den Zellpopulationen bestand (P =0.110), kehrte sich das Verhéltnis gegen
Raji + Obinutuzumab um (P =0.002). Auch in der Patientenkohorte iiberstieg die
Aktivitit der CD56“™ die der CD56"€" gegen antikorpermarkierte Ziele, die
Unterschiede waren jedoch nicht signifikant (Raji+ Rituximab: P =0.660;
Raji + Obinutuzumab: P = 0.163). In den Kontrollproben lag die Aktivitit der CD56%™
gegen Raji + Obinutuzumab signifikant iiber derer der CD56”"%¢" (P = 0.003).

Tabelle 15: Vergleich der spezifischen Aktivitit (CD107a") in CD56“" und CD56""

Zielzellen Gesamtkohorte Patientenkohorte Kontrollkohorte
Raji 0.001 0.002 0.034
Raji + Rit 0.110 0.660 0.112
Raji + Obi 0.002 0.163 0.003

*t-Test flr gepaarte Stichproben (CD56dim VS. CD56bright); nGesamtkohortezzl; NPatientenkohorte = 12,

NKontrollkohorte = 9; CD: Cluster of Differentiation; Rit: Rituximab; Obi: Obinutuzumab; vs.: versus
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3.3.4 Zytokinproduktion der Natiirlichen Killerzell-Populationen CD56%" und CD56"¢"
(TNF-o und IFN-y)

In der Gesamtkohorte war der Anteil der TNF-a© CD56%" gegen
antikorpermarkierte Raji signifikant groBer als gegen unmarkierte Raji, und gegen
Raji + Obinutuzumab groBer als gegen Raji+ Rituximab (Raji: 11.33 + 6.80;
Raji + Rituximab: 32.11 + 13.13; Raji + Obinutuzumab: 38.36 + 12.25) (jeweils
P <0.001).

Auch fiir IFN-y" waren die Messwerte in CD56%" gegen Raji + Obinutuzumab
signifikant groBer als gegen Raji + Rituximab, und gegen Raji + Rituximab signifikant
grofer als gegen unmarkierte Raji (Raji: 20.49 + 12.35; Raji + Rituximab: 57.21 + 15.17;
Raji + Obinutuzumab: 61.99 + 16.54) (jeweils P < 0.003).

Die TNF-a-Werte der CD56"%" lagen in der Gesamtkohorte gegen
antikdrpermarkierte Raji signifikant iiber denen gegen unmarkierte (Raji: 17.12 + 8.54;
Raji + Rituximab: 25.86 + 7.38; Raji + Obinutuzumab: 25.16 + 6.98) (jeweils P < 0.001).
Der Anteil TNF-a* unterschied sich jedoch nicht signifikant zwischen den Antikdrpern
(P =0.256).

Auch hier verhielten sich die Ergebnisse des IFN-y-Assays fiir CD56"%¢" wie die
des TNF-a-Assays (Raji: 31.38 + 16.76; Raji+ Rituximab: 44.61 =+ 12.46;
Raji + Obinutuzumab: 45.62 + 12.48) (fiir Raji vs. Raji + Rituximab und Raji vs.
Raji + Obinutuzumab jeweils P <0.001; fiir Raji + Rituximab vs. Raji + Obinutuzumab
P =0.547).

Die Ergebnisse der TNF-a- und IFN-y-Assays in Patienten- und Kontrollkohorte,
stratifiziert nach CDJ56-Populationszugehorigkeit, sind in Tabelle 16 dargestellt.
Signifikante Kohortenunterschiede in TNF-o- und IFN-y-Messwerten fiir CD56%™
wurden gegen unmarkierte Raji und gegen Obinutuzumab-markierte Raji gefunden
(jeweils P <0.031). Gegen Raji + Rituximab war der Kohortenunterschied fiir die
TNF-a-Messwerte auf der Grenze zur Signifikanz, wéihrend er fiir [IFN-y signifikant war

(PtNF-o. = 0.050; Pipney < 0.001).
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Tabelle 16: Kohortenspezifische NK-Zell-Zytokinproduktion (TNF-o* und IFN-y*), nach
CD56-Population

Assay  Population Zielzelle Pat (%)* Kont (%)* p**
TNF-o. CD56%m Raji 6.84 £4.76 1432+6.45  0.031
Raji + Rit 2574+ 13.65 37.51+£10.04 0.050
Raji + Obi 30.74+£10.64 4433 £9.21 0.009
CD56"%"  Raji 1245+7.79  20.23+£790  0.083
Raji + Rit 21.79 £7.51 25.63+£7.55  0.282
Raji + Obi 23.73+£7.59  26.76£6.28  0.360
IFN-y  CD56%m Raji 10.86 +6.37  2690+11.21 0.008
Raji + Rit 4336+ 14.57 66.00£6.30  <0.001
Raji + Obi 47.77+12.27 71.16+10.81 <0.001
CD56"%"  Raji 1820+£942  40.16 £14.80 0.007
Raji + Rit 35.83 £9.96 51.07+11.12  0.006
Raji + Obi 36.40 £ 9.48 52.17+9.35  0.002

*Mittelwert + Standardabweichung; **t-Test fiir ungepaarte Stichproben; Pat: Patientenkohorte (n = 12);
Kont: Kontrollkohorte (n =9); NK-Zelle: Natiirliche Killerzelle; TNF-a: Tumornekrosefaktor o; IFN-y:
Interferon-y; CD: Cluster of Differentiation; Rit: Rituximab; Obi: Obinutuzumab

Fir CD56"" wurden im TNF-a-Assay keine signifikanten Unterschiede
zwischen Patienten- und Kontrollkohorte nachgewiesen (P >0.083). Im IFN-y-Assay
zeigten die Proben der Kontrollgruppe sowohl in der CD56“™ als auch in der
CD56"¢"-Population signifikant groBere IFN-y* Anteile (P <0.006). Der Anteil der
TNF-o" und IFN-y* CD56"" und CD56“" war kohorteniibergreifend gegen
antikdrpermarkierte Raji signifikant groBer als gegen unmarkierte Raji (P <0.036),
allerdings zeigten lediglich die CD56%™ eine hohere Aktivitit unter Stimulation durch
Obinutuzumab- als

durch Rituximab-markierte Raji (Patienten: Prnr-a =0.008;

Pieney = 0.036; Kontrollen: Prnp-a = 0.005; Pieny = 0.045) (Tabelle 17).
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Tabelle 17: Vergleich der spezifischen NK-Zell-Zytokinproduktion (TNF-o* und IFN-y*) gegen
unterschiedliche Zielzellen, nach CD56-Population

Assay  Population Verglichene Zielzellen Pratientenkohorte™  PKontrollkohorte™®
TNF-a. CD356%™ Raji vs. Raji + Rit 0.010 <0.001
Raji vs. Raji + Obi <0.001 <0.001
Raji + Rit vs. Raji + Obi 0.008 0.005
CD56"<"  Raji vs. Raji + Rit 0.013 0.020
Raji vs. Raji + Obi 0.036 0.006
Raji + Rit vs. Raji+ Obi  0.408 0.452
[FN-y  CD56%  Raji vs. Raji + Rit <0.001 <0.001
Raji vs. Raji + Obi <0.001 <0.001
Raji + Rit vs. Raji+ Obi  0.036 0.045
CD56"¢"  Raji vs. Raji + Rit 0.002 0.001
Raji vs. Raji + Obi 0.001 0.007
Raji + Rit vs. Raji + Obi  0.796 0.524

*t-Test fiir gepaarte Stichproben; npatientenkohorte = 12; NKontrollkohorte = 9; TNF-au: Tumornekrosefaktor o
IFN-y: Interferon-y; NK-Zellen: Natiirliche Killerzelle; CD: Cluster of Differentiation; Rit: Rituximab; Obi:

Obinutuzumab; vs.: versus

Der Vergleich der TNF-a- und IFN-y-Produktion der CD56-Populationen ergab
gegen Raji signifikant groBere Anteile zytokinproduzierender Zellen in der
CD56"¢" Population als in CD36%" (P =0.005) (Tabelle 18) (Abb. 15). Gegen
antikorpermarkierte Raji kehrte sich das Verhaltnis um: Hier war der Anteil TNF-a" und
IFN-y* NK-Zellen in CD56%™ signifikant groBer als in CD567€". Auch in der
Patientenkohorte iiberstieg der Anteil zytokinproduzierender Zellen in CD56%™ den der
CD56"¢" gegen Obinutuzumab-markierte Raji (Prnp-o = 0.041; Pirney = 0.002). Gegen
Rituximab-markierte Raji zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
CD56“™ und CDS56"%¢" der Patienten (Prnp-o = 0.178; Pirny = 0.093). Wihrend die
TNF-a-Werte der CD56%™ und CD56""¢" gegen Raji in Kontrollen keinen signifikanten
Unterschied zeigten (P =0.074), war der Anteil TNF-a Zellen in CD36" gegen
Raji + Rituximab und Raji + Obinutuzumab signifikant groBer als in CD56"&"
(Raj1 + Rituximab: P =0.018; Raji + Obinutuzumab: P <0.001). Die IFN-y-Werte der
CD56"%" gegen Raji waren in Kontrollproben signifikant grofer als die der CD56%™
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(P =10.041), jedoch kehrte sich auch hier das Verhiltnis gegen antikorpermarkierte Raji
um (Raji + Rituximab: P = 0.009; Raji + Obinutuzumab: P = 0.002).

Tabelle 18: Vergleich der spezifischen Zytokinproduktion (TNF-o* und IFN-y") in CD56™ und
CD56bright

Assay Zielzellen  Pgesamtkohorte™ Pratientenkohorte™ Pkontrolikohorte™
TNF-a. Raji 0.005 0.009 0.074

Raji + Rit 0.006 0.178 0.018

Raji+ Obi  <0.001 0.041 <0.001
IFN-y  Raji 0.006 0.017 0.041

Raji + Rit 0.002 0.093 0.009

Raji+ Obi  <0.001 0.002 0.002

*t-Test fiir gepaarte Stichproben (CD5 6dim vs. CD5 6I7right); NGesamtkohorte = 21, NPatientenkohorte = 12,
NKontrollkohorte = 9; TNF-ai: Tumornekrosefaktor a; IFN-y: Interferon-y; CD: Cluster of Differentiation; Rit:
Rituximab; Obi: Obinutuzumab
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vs Raji vs Raji + Rituximab vs Raji + Obinutuzumab

Abb. 15: Unterschiede in den TNF-a-Werten der CD56™ und CD56"", Aufgetragen sind Mittelwerte
(CD56%™: Quadrate, solide Linie; CD56"%": Dreiecke, gestrichelte Linie) und Standardabweichungen
(Fehlerbalken). Der Graph verdeutlicht, dass die CD356"¢"-Population gegen unmarkierte Raji einen
héheren Anteil TNF-a.” Zellen aufweist als die CD564™, dieser Anteil sich aber gegen antikrpermarkierte
Raji nur méBig éndert. Die CD56“"-Population zeigt zwar einen geringeren Anteil TNF-a." Zellen gegen
unmarkierte Raji, allerdings ist der Anteil gegen antikorpermarkierte Zielzellen deutlich grofer (n = 21).

TNF-o.: Tumornekrosefaktor o
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3.3.5 Verteilung der HLA-C- und K/R-Genotypen

Die Gesamtverteilung der HLA-C-Genotypen ist in Tabelle 19, und die der
KIR-Genotypen in Tabelle 20 (Seite 47) gelistet. Die sichere Beurteilung des
durchflusszytometrisch ermittelten K/R-Expressionsstatus war in n =23 Proben durch
iiberlagernde Signale in der durchflusszytometrischen Analyse nicht moglich. Daher
wurde im Folgenden die 'limitierte Kohorte' (n = 18) betrachtet, in der n = 11 Proben auf
die Patientenkohorte und n=7 Proben auf die Kontrollkohorte entfielen. In der
'limitierten Kohorte' besalen auf Patientenseite jeweils n =3 analysierte Proben die
KIR-Genotypen 1 und 3. Jeweils n = 1 Patientenprobe besallen die K/R-Genotypen 2, 4,
17, 18 und 38. In den Kontrollen der 'limitierten Kohorte' war die Frequenz des
KIR-Genotyps 1 n=3 und des KIR-Genotyps 3 n=1. Die angeschlossenen
Funktionsanalysen in Abhingigkeit des K/R-Expressionsstatus wurden aufgrund der
niedrigen Frequenzen der iibrigen K/R-Genotypen auf die K/R-Genotypen 1 und 3
beschrinkt.

In der Gesamtkohorte betrug die Frequenz der K/R-Genotypgruppe AA 40.4%
(n/NGesamt  19/47), der KIR-Genotypgruppe AB 42.6% (20/47) wund der
KIR-Genotypgruppe BB 16.7% (8/47). Die Verteilung der KI/R-Genotypgruppen
unterschied sich weder in der Gesamtkohorte, noch in der limitierten Kohorte signifikant

zwischen Patienten und Kontrollen (Gesamtkohorte: P = 0.350; limitierte Kohorte:

P =0.220).
Tabelle 19: Verteilung der HLA-C-Genotypen in der Gesamtkohorte und der 'limitierten Kohorte'
Gesamtkohorte (n = 47) Limitierte Kohorte* (n = 18)
HLA-Genotyp nDpatienten  DKontrollen NGesamt DPatienten  NKontrollen ~ NGesamt
C1/C1 15 3 18 6 2 8
C2/C2 7 1 8 1 1 2
c1/C2 16 5 21 4 4 8

HLA: Humanes Leukozytenantigen *Aufgrund iberlagernder Wellenldngenbereiche in der
durchflusszytometrischen Analyse waren lediglich 18 von 47 Proben ('limitierte Kohorte') hinsichtlich ihres

KIR-Expressionsstatus auswertbar.

Die Verteilung der HLA-C-Genotypen iiber die Gesamtkohorte zeigte eine hohe
Pravalenz des C1/C2-Genotyps (n/ngesamt (%); 21/47 (44.7)). Der C2/C2-Genotyp war
auBerdem mit 8/48 Féllen (16.7%) deutlich seltener vertreten als der C1/C1-Genoyp
(18/47 (38.3)). Prozentual waren in der Patientenkohorte die homozygoten
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C1/C1-Genotypen (n/npatientenkohorte (%0); 15/38 (38.5)) und C2/C2-Genotypen (7/38
(18.4)) verglichen mit den Kontrollen iiberreprisentiert (n/nkontroltkohorte (%0), C1/C1: 3/9
(33.3); C2/C2: 1/9 (11.1)).

Die  'limitierte =~ Kohorte' bestand aus jeweils n=8 (44.4%)
C1/C1-und C1/C2-Genotypen, und n=2 (12.2%) C2/C2-Genotypen. Davon entfielen
auf die Patientenkohorte fiir C1/C1 n= 6 (75%), fiir C1/C2 n=4 (50%) und fiir C2/C2
n=1 (50%). Weder in der Gesamtkohorte, noch in der limitierten Kohorte war die
Verteilung der HLA-C-Genotypen in Patienten und Kontrollen signifikant
unterschiedlich (Gesamtkohorte: P = 0.743; limitierte Kohorte: P = 0.443).

Die Analyse der KI/R-Expression in Abhdngigkeit des HLA-C-Typs in der
'limitierten Kohorte' ergab fiir KIR2DL2/3 einen Trend zu einer hheren Expressionsrate
in der CI1/Cl-Homozygoten im Vergleich zum HLA-C-Genotyp C2/C2
(Mittelwert + Standardabweichung in %; C1/C1: 47.10 = 14.86; C2/C2: 22.44 + 9.11)
(P =0.055). In der Expressionsrate des KIR2DL1 wurde kein signifikanter Unterschied
zwischen den homozygoten HLA-C-Genotypen festgestellt (C1/C1: 6.43 + 4.39; C2/C2:
10.3 £7.30) (P = 0.330).

46



Tabelle 20: KIR-Genotypen in der Gesamtkohorte und der 'limitierten Kohorte'

Gesamtkohorte Limitierte Kohorte*

(n=47) (n=18)

KIR- KIR- Npat  MNKont MNGes MNPat  NKont NGes
Genotypnummer  Genotypgruppe

1 AA 13 3 16 3 3 6
2 AB 7 1 8 1 0 1
3 AB 2 1 3 3 1 4
4 AB 1 0 1 1 0 1
5 BB 0 1 1 0 1 1
6 AA 2 0 2 0 0 0
10 BB 2 0 2 0 0 0
11 AA 1 0 1 0 0 0
12 AB 2 0 2 0 0 0
17 BB 1 0 1 1 0 1
18 BB 1 0 1 1 0 1
19 AB 0 1 1 0 1 1
21 BB 0 1 1 0 1 1
30 AB 2 0 2 0- 0 0
34 AB 1 0 1 0 0 0
38 AB 1 0 1 1 0 1
58 AA 1 0 1 0 0 0
ok BB 1 0 1 0 0 0
ok BB 0 1 1 0 0 0

* Aufgrund tiberlagernder Wellenldngenbereiche in der durchflusszytometrischen Analyse waren lediglich
18 von 47 Proben ('limitierte Kohorte') hinsichtlich ihres K/R-Expressionsstatus auswertbar. **Jeweils eine
Patientenprobe und eine Kontrollprobe wiesen K/R-Genotypen auf, die in der aktuellen Nomenklatur nicht
gelistet waren. Patient: KIR2DL1"; KIR2DL2"; KIR2DL3"; KIR2DL5"; KIR3DLI ; KIR3DL2"; KIR2DSI™,
KIR2DS2"; KIR2DS3"; KIR2DS4"; KIR2DS5"; KIR3DSI™; Kontrolle: KIR2DLI™; KIR2DL2; KIR2DL3";
KIR2DL5*"; KIR3DLI; KIR3DL2"; KIR2DSI*; KIR2DS2"; KIR2DS3; KIR2DS4; KIR2DS5"; KIR3DSI";
Nomenklatur der K/R-Genotypen nach Uhrberg et al. [69]. KIR: Killer Cell Immunoglobulin-like Receptor,
Pat: Patientenkohorte; Kont: Kontrollkohorte; Ges: Gesamt
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3.3.6 Vergleich der spezifischen Aktivitit und Zytokinproduktion der Natiirlichen
Killerzellen in K/R-Genotyp 1 und 3

Die Ergebnisse des CDI07a-Assays der 'limitierten Kohorte', stratifiziert nach
KIR-Genotypen, sind in Tabelle 21 gelistet. Fiir die Proben der K/R-Genotypen 1 und 3
wurde gegen keine Zielzelle eine signifikante Abweichung des Anteils der CD/07a" von

der iibrigen 'limitierten Kohorte' festgestellt (P > 0.268).

Tabelle 21: Kohortenspezifische NK-Zell-Aktivitit (CD107a"), nach KIR-Genotyp
Ziel G1 Lim. Kohorte P** G3 (%)*  Lim. Kohorte P**

(%)*  ohne G1 (%)* ohne G3 (%)*
K562 51.71  56.20 + 14.63 0.547 51.65 + 5592 +£13.93  0.597
+ 14.70
11.87
Raji 30.08  35.08+9.45 0314 2991+ 34.75+£9.18 0.366
+7.71 8.58
Raji+  69.13 69.38+7.91 0.945 65.61 + 70.18 £ 5.99 0.268
Rit +5.96 11.71
Raji+  77.07 75.38+8.40 0.672 72.49 £ 76.65 +£7.32 0.362
Obi +7.50 11.05

Die limitierte Kohorte (Lim. Kohorte; n=18) enthdlt die Félle, deren KIR-Expressionsprofil
durchflusszytometrisch ausgewertet wurde. G1: K/IR-Genotyp 1 (n=6); G3: KIR-Genotyp 3 (n=4).
*Mittelwert + Standardabweichung; **t-Test flir ungepaarte Stichproben; KIR: Killer Cell
Immunoglobulin-like Receptor; NK-Zelle: Natiirliche Killerzelle; CD: Cluster of Differentiation; Rit:

Rituximab; Obi: Obinutuzumab:; Ziel: Zielzelle

Die HLA-C-Genotypen waren in KI/R-Genotyp 1 ungleichmiBig verteilt
(n/NGenotyp 1 (%); C1/C1: 4/6 (66.7%); C1/C2: 1/6 (16.7%); C2/C2: 1/6 (16.7%)). In
KIR-Genotyp 3 entfielen drei der vier Proben auf den HLA-C-Genotyp C1/C2 (75.0%)
und eine Probe auf C2/C2 (25.0%).

Der Vergleich der spezifischen Zytokinproduktion (TNF-a" und IFN-y") sowie
der spezifischen NK-Zell-Aktivitdt (CD107a") in NK-Zellen gegen Zielzellen, ergab
gemischte Ergebnisse: Wéhrend Proben des K/R-Genotyps 3 signifikant bessere
Ergebnisse gegen antikorpermarkierte Raji als gegen unmarkierte Raji in der IFN-y
Produktion und im CD107a"-Anteil erzielten, wurde kein signifikanter Unterschied in

der TNF-a-Produktion gefunden (Prng.o > 0.058 ; Pcpiozaipny < 0.036) (Tabelle 22).
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Tabelle 22: Kohortenspezifische NK-Zell-Zytokinproduktion (TNF-o* und IFN-y"), nach
KIR-Genotyp

Assay Ziel- Gl1 Lim. ohne p** G3 Lim. ohne p**
zelle  (%)* G1 (%)* (%)* G3 (%)*
TNF- K562 19.00 + 20.98+17.89 0.822 1433 + 21.37+16.31 0.442
o 11.23 13.86
Raji 1437 £ 12.63+£798 0.663 7.60 + 14.04+6.37 0.126
4.74 8.93
Raji+ 40.27 £ 29.70+14.46 0.102 2450 £+ 33.63+11.59 0.237
Rit 4.82 20.73
Raji+ 40.74 £ 36.38+15.12 0.520 3037 £ 38.39+11.03 0.300
Obi 8.44 22.61
I[FN-y K562 3299 + 30.14+2231 0.789 21.16 £+ 3348 +18.78 0.275
9.89 22.16
Raji 2037 £ 20.56+15.16 0978 13.80 + 22.57+10.19 0.237
3.18 19.03
Raji+ 6444 £ 51.72+22.53 0.212 39.05 £ 59.08 £17.35 0.089
Rit 12.52 29.02
Raji+ 6191 + 53.35+22.29 0389 42.07 £ 59.03+16.06 0.129
Obi 11.77 31.12

Die limitierte Kohorte (Lim.; n = 18) enthilt die Faille, deren K/R-Expressionsprofil durchflusszytometrisch
ausgewertet ~wurde. Gl: KIR-Genotyp 1 (n=6); G3: KIR-Genotyp 3 (n=4).
*Mittelwert + Standardabweichung; **t-Test fiir ungepaarte Stichproben; NK-Zelle: Natiirliche
Killerzelle; CD: Cluster of Differentiation; Rit: Rituximab; Obi: Obinutuzumab; KIR: Killer Cell

Immunoglobulin-like Receptor; TNF-a.: Tumornekrosefaktor a; [FN-y: Interferon-y

Ein signifikanter Unterschied zwischen Obinutuzumab- und
Rituximab-markierten Raji wurde in KI/R-Genotyp 3 nur in CDI07a gefunden
(P=0.022). In KIR-Genotyp 1 waren die CD107a*, TNF-a" und IFN-y*-Anteile der
NK-Zellen gegen antikdrpermarkierte Raji signifikant grof3er als gegen unmarkierte Raji
(jeweils P < 0.004). Ahnlich zu KIR-Genotyp 3, waren auch die CD107a"-Anteile gegen
Obinutuzumab-markierte Raji signifikant grofer als gegen Rituximab-markierte Raji,
wihrend dieser Unterschied im TNF-o- und IFN-y-Assay nicht gefunden wurde
(Pcpi07a = 0.007; Prnro. = 0.895; Pieny = 0.281).
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Verglichen mit K/IR-Genotyp 3, war der mittlere Anteil IFN-y-produzierender
Zellen in KIR-Genotyp 1 groBer (KIR-Genotyp 1: 61.91 = 11.77; KIR-Genotyp 3: 42.07
+ 31.12), der Unterschied verblieb jedoch ein statistischer Trend (P = 0.094) (Tabelle 23).
Auch in den iibrigen Vergleichen lag der mittlere Anteil zytokinproduzierender NK-
Zellen in KIR-Genotyp 1 iiber dem in K/R-Genotyp 3, jedoch erreichten die Unterschiede
keine statistische Signifikanz (P > 0.103).

Tabelle 23: Vergleich der NK-Zell-Aktivitit (CD107a*) und Zytokinproduktion (TNF-a und
IFN-g) in KIR-Genotypen 1 und 3

Assay Zielzellen p*
CD107a Raji 0.976
Raji + Rituximab 0.543
Raji + Obinutuzumab 0.453
TNF-a Raji 0.184
Raji + Rituximab 0.103
Raji + Obinutuzumab 0.327
IFN-y Raji 0.465
Raji + Rituximab 0.094
Raji + Obinutuzumab 0.185

*t-Test flir ungepaarte Stichproben; NGenotyp 1 = 6; NGenotyp3 =45 CD: Cluster of Differentiation; TNF-a:
Tumornekrosefaktor a; IFN-y: Interferon-y; NK-Zelle: Natiirliche Killerzelle

In beiden KI/R-Genotypen aktivierten antikdrpermarkierte Raji die NK-Zellen
signifikant stirker als unmarkierte Raji (jeweils P < 0.002) (Tabelle 24). Dariiber hinaus
wurden NK-Zellen beider KI/R-Genotypen durch Obinutuzumab-markierte Ziele
signifikant stirker aktiviert als durch Rituximab-markierte (jeweils P < 0.022). Wahrend
auch die Zytokinproduktion der NK-Zellen des KIR-Genotyps 1 gegen
antikdrpermarkierte Raji signifikant groBBer war als gegen unmarkierte (jeweils P <
0.004), war in KIR-Genotyp 3 nur der Unterschied der IFN-y-Produktion signifikant (Raji
vs. Raji + Rituximab: P = 0.017; Raji vs. Raji + Obinutuzumab: P = 0.036). Wéhrend sich
die spezifische TNF-a-Produktion in K/R-Genotyp 1 nicht signifikant zwischen den
Antikorpern unterschied (P =0.895), war in K/R-Genotyp 3 ein Trend zu hoheren

Messwerten gegen Obinutuzumab-markierte Raji zu erkennen (P = 0.058).
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Tabelle 24: Vergleich der spezifischen NK-Zell-Aktivitit (CDI107a*) und -Zytokinproduktion
(TNF-o und IFN-y), nach KIR-Genotyp

Population Verglichene Zielzellen PgGenotyp 1* PGenotyp 3°*
CD107a Raji vs. Raji + Rit <0.001 0.002
Raji vs. Raji + Obi <0.001 0.001
Raji + Rit vs. Raji + Obi 0.007 0.022
TNF-a Raji vs. Raji + Rit <0.001 0.069
Raji vs. Raji + Obi 0.004 0.053
Raji + Rit vs. Raji + Obi 0.895 0.058
IFN-y Raji vs. Raji + Rit <0.001 0.017
Raji vs. Raji + Obi <0.001 0.036
Raji + Rit vs. Raji + Obi 0.281 0.544

*t-Test fiir gepaarte Stichproben (KIR-Genotyp 1vs. KIR-Genotyp 3); NGenotyp1 = 6; NGenotyp3=4; CD:
Cluster of Differentiation; TNF-o: Tumornekrosefaktor a; IFN-y: Interferon-y; Rit: Rituximab; Obi:
Obinutuzumab

Der KIR-Genotyp 3 wurde von Vergleichen zwischen Patienten- und
Kontrollkohorte aufgrund der niedrigen Fallzahl (nkonwolien =1) ausgeschlossen. Eine
Ubersicht der Ergebnisse der CD107a-, TNF-a- und IFN-y-Assays fiir KIR-Genotyp 1
und die Unterschiede zwischen Patienten- und Kontrollkohorte sind in Tabelle 25
dargestellt. Obwohl der Anteil der CDI07a" in den KIR-Genotyp 1-Proben der
Kontrollkohorte gegen samtliche Ziele grofer war als in der Patientenkohorte, waren die

Unterschiede nicht signifikant (P > 0.103).
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Tabelle 25: Kohortenspezifische NK-Zell-Aktivitit (CD107a*) und Zytokinproduktion (TNF-o

und IFN-y) in KIR-Genotyp 1

Assay Zielzellen Patientenkohorte G1 Kontrollkohorte G1 p**
(%o)* (%0)*

CDI107a Raji 23.67 +£4.06 3435+ 6.49 0.137
Raji + Rit 64.96 + 3.88 73.30 £ 4.65 0.076
Raji+Obi  74.94 +£8.48 79.20 £ 7.42 0.549

TNF-a Raji 12.13 £ 3.68 15.86 +5.46 0.469
Raji + Rit 38.55+£6.38 41.99 +2.89 0.443
Raji+Obi  41.39+6.51 40.09 £ 11.60 0.874

[FN-y Raji 19.18 £ 2.15 19.45+3.67 0.846
Raji + Rit 60.00 £ 13.96 68.87+11.76 0.088
Raji+Obi 5491 +12.37 68.90 + 6.82 0.061

*Mittelwert + Standardabweichung;  **t-Test fiir ungepaarte  Stichproben;  npatientenkohorte G1 = 3;
NKontrollkohorte G1 = 3; CD: Cluster of Differentiation; G1: KIR-Genotyp 1; TNF-o: Tumornekrosefaktor o;
IFN-y: Interferon-y; NK-Zelle: Natiirliche Killerzelle; Rit: Rituximab; Obi: Obinutuzumab

3.3.7 Vergleich der spezifischen Aktivitdt der Natiirlichen Killerzell-Populationen
NKG2A*Y, KIR2DL1Y, KIR2DL2/3" und triple negative

Tabelle 26 enthilt eine Ubersicht der Anteile der CD107a* NK-Zellen innerhalb
der Zellpopulationen. Im Mittel war die spezifische Aktivitdt der NKG2A*-Population
gegen alle Ziele grofBer als in den iibrigen untersuchten Zellpopulationen. Die triple
negative und die NKG2A"-Populationen wiesen mit durchschnittlich 33.25% + 13.28%
und 33.09% = 11.63% die hochsten durchschnittlichen Frequenzen auf. Die Frequenzen
der KIR2DLI® (9.60% + 4.14%) und KIR2DL2/3" (9.83% =+ 8.32%) waren
vergleichsweise geringer.

Die spezifische NK-Zell-Aktivitdt war dariiber hinaus in simtlichen Populationen
gegen antikorpermarkierte Raji grofler als gegen unmarkierte Raji (jeweils P <0.049)
(Tabelle 27). Die triple negative-, NKG2A*- und die KIR2DLI*-Population zeigten eine
signifikant hohere Aktivitit gegen Obinutuzumab-markierte Raji als gegen
Raji + Rituximab (jeweils P <0.038), wihrend der Vergleich in K/IR2DL2/3" keine
signifikanten Unterschiede zeigte (P = 0.373).
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Tabelle 26: Spezifische NK-Zell-Aktivitit (CD107a*), nach Zellpopulationen (NKG2A*,
KIR2DLI*, KIR2DL2/3" und triple negative)

Zielzelle NKG2A* (%)* KIR2DLI* KIR2DL2/3* triple negative

(%o)* (%o)* (%o)*
K562 19.82+11.22  347+185  447+2.84 1138 +5.01
Raji 11.15 + 6.50 1.60+0.85  2.08+1.59 6.01 +1.96

Raji+Rit  21.08 £9.28 6.17 +£2.99 595+5.74 19.49 £ 8.50

Raji + Obi 24.42 +£10.86 7.75 +3.97 547 +4.96 23.56 £9.71
*Mittelwert + Standardabweichung; fiir jede NK-Zell-Population jeweils n = 10; NK-Zelle: Natiirliche
Killerzelle; CD: Cluster of Differentiation; KIR: Killer Cell Immunoglobulin-like Receptor; Rit: Rituximab;
Obi: Obinutuzumab

Tabelle 27: Vergleich der spezifischen NK-Zell-Aktivitit (CD107a") gegen unterschiedliche
Zielzellen, nach Zellpopulationen (NKG2A*, KIR2DLI*, KIR2DL2/3* und triple negative)

Vergleich PxkGaa+™ Pkirzpri+* Pxirzpr23+*  Puiple negative™
Raji vs. Raji + Rit <0.001 0.002 0.023 0.003

Raji vs. Raji + Obi <0.001 0.002 0.049 0.002

Raji + Ritvs. Raji + Obi  0.038 0.006 0.373 <0.001

*t-Test fir gepaarte Stichproben; fiir jede NK-Zell-Population jeweils n=10; NK-Zelle: Natiirliche
Killerzelle; CD: Cluster of Differentiation; KIR: Killer Cell Immunoglobulin-like Receptor; Rit: Rituximab;

Obi: Obinutuzumab; vs.: versus

Der Vergleich der Populationen in Patienten- und Kontrollkohorte zeigte keine
signifikanten Unterschiede (Tabelle 28). Lediglich gegen Raji sowie Raji + Rituximab
wurde fiir NKG2A", und gegen Raji fiir KIR2DL 1" wurden statistischen Trends zu einer
starkeren Aktivierung der Kontrollproben gefunden (jeweils P < 0.082).

Die Ergebnisse des Aktivititsvergleichs der NK-Zellpopulationen sind in
Tabelle 29 prisentiert. Uber die limitierte Kohorte und die Kontrollkohorte hinweg waren
NKG2A" den Populationen KIR2DL1" und KIR2DL2/3" iiberlegen (P < 0.039). Wahrend
Patienten-NKG2A" gegen Raji + Rituximab signifikant hohere Aktivitdtswerte erzielten
als KIR2DLI* (P=0.024), war der Unterschied gegen die Ziele Raji und Raji +
Obinutuzumab nicht signifikant (P > 0.071). Dariiber hinaus wurde in Patienten kein
signifikanter Unterschied zwischen NKG2A" und K/R2DL2/3" gefunden, unabhingig des
Ziels (P > 0.065).

Der Vergleich der Populationen NKG2A" und triple negative gegen unmarkierte
Raji ergab in der limitierten Kohorte und der Kontrollkohorte signifikant groBere
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Aktivititswerte fiir NKG2A* (P < 0.049), wihrend in Patientenproben kein signifikanter
Unterschied gefunden wurde (P = 0.496). Unabhingig von der betrachteten Kohorte
bestand weder gegen Raji + Obinutuzumab, noch gegen Raji + Rituximab ein

signifikanter Unterschied zwischen NKG2A™ und triple negative (P > 0.473).

Tabelle 28: Kohortenspezifische NK-Zell-Aktivitit (CD107a"), nach Zellpopulationen (NKG2A™,

KIR2DLI*, KIR2DL2/3" und triple negative)

Population Zielzellen Patientenkohorte Kontrollkohorte p**
(Yo)* (“o)*

NKG2A* Raji 7.20+4.19 15.09 £6.29 0.082
Raji+Rit  16.75+6.77 27.57+£9.40 0.066
Raji+Obi 20.48 +10.86 30.33 +£8.90 0.172

KIR2DLI" Raji 1.08 +£0.77 2.11+0.61 0.081
Raji+Rit  5.53 £2.98 7.13+3.17 0.440
Raji+Obi  7.30£4.32 8.42 +3.88 0.687

KIR2DL2/3*  Raji 2.67+2.09 1.49 £0.75 0.328
Raji+Rit  7.03 £6.95 4.32+3.53 0.497
Raji+Obi  6.24 +6.00 4.33+3.29 0.582

triple neg. Raji 581+2.14 6.21 £2.06 0.799
Raji+Rit  17.98 £9.37 21.75+£7.68 0.525
Raji+Obi 22.16 +£10.02 25.66 +10.29 0.607

*Mittelwert + Standardabweichung;  **t-Test fiir ungepaarte  Stichproben;  npatientenkohorte = 6;
NKontrolikohorte = 4; CD: Cluster of Differentiation; KIR: Killer Cell Inmunoglobulin-like Receptor; NK-Zelle:
Natiirliche Killerzelle; Rit: Rituximab; Obi: Obinutuzumab; triple neg.: triple negative

Zwischen KIR2DLI" und KIR2DL2/3* war fiir keine der Kohorten ein
signifikanter Unterschied vorhanden (P > 0.282). Triple negative erzielte gegen sémtliche
Ziele in allen Kohorten signifikant grofere Aktivitdtswerte als KIR2DLI"™ (P < 0.045),
und in der limitierten Kohorte sowie der Kontrollkohorte auch gegen KIR2DL2/3*
(P<0.041). In der Patientenkohorte hingegen wurden zwar signifikant hdhere
Aktivitiatswerte der triple negative gegen Raji + Obinutuzumab gefunden (P = 0.026),
jedoch bestand gegen unmarkierte Raji sowie Raji + Rituximab kein signifikanter

Unterschied (P > 0.069).
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Tabelle 29: Vergleich der spezifischen Aktivitit (CDI107a*) in Zellpopulationen (NKG2A*,
KIR2DLI*, KIR2DL2/3" und triple negative)

Vergleich Zielzellen Lim. Pat. Kont.
NKG2A* vs. KIR2DL1" Raji 0.004 0.078 0.030
Raji + Rit 0.001 0.024 0.036
Raji + Obi 0.004 0.071 0.039
NKG2A" vs. Raji 0.009 0.172 0.024
KIR2DL2/3* Raji + Rit 0.005 0.099 0.026
Raji + Obi 0.002 0.065 0.009
NKG2A" vs. triple neg.  Raji 0.043 0.496 0.049
Raji + Rit 0.726 0.841 0.473
Raji + Obi 0.885 0.842 0.636
KIR2DLI" vs. Raji 0.567 0.321 0.394
KIR2DL2/3* Raji + Rit 0.921 0.641 0.411
Raji + Obi 0.282 0.703 0.296
KIR2DLI" vs. triple Raji 0.001 0.045 0.031
neg. Raji + Rit <0.001 0.013 0.020
Raji + Obi <0.001 0.009 0.030
KIR2DL2/3" vs. triple  Raji 0.002 0.069 0.032
neg. Raji + Rit 0.007 0.108 0.041
Raji + Obi 0.001 0.026 0.037

*t-Test fiir gepaarte Stichproben; CD: Cluster of Differentiation; KIR: Killer Cell Immunoglobulin-like
Receptor; Lim.: Limitierte Kohorte (n = 10); Pat: Patientenkohorte (n = 6); Kont.: Kontrollkohorte (n = 4);
Rit: Rituximab; Obi: Obinutuzumab

3.3.8 Analyse der Ausreiller

Die aufgrund fehlender Aktivititszunahme unter Antikorperstimulation
identifizierten Ausreiler wurden gesondert betrachtet (Tabelle 30). Zwei der Proben mit
stammten von DLBCL-Erkrankten. Zwei der Patienten waren ménnlich und das mittlere
Alter lag bei 66 Jahren. Die K/R-Typisierung ergab fiir einen Patienten mit DLBCL einen
bislang nicht dokumentierten KI/R-Genotyp (KIR2DLI"; KIR2DL2; KIR2DL3";
KIR2DL5"; KIR3DLI; KIR3DL2"; KIR2DSI"; KIR2DS2"; KIR2DS3"; KIR2DS4",
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KIR2DS5"; KIR3DSI™; restliche KIR nicht getestet) [114]. Auch die Wiederholung der
PCR-SSP ergab den gleichen KIR-Expressionsstatus (Abb. 16).

In beiden DLBCL-Proben war insbesondere die spezifische Aktivitit der
NKG2A*-Population herabgesetzt. Dariiber hinaus =zeigten auch die triple
negative-Population eine im Vergleich zu den iibrigen Proben herabgesetzte Aktivitét
(Abb. 17). Ausreiller 2 zeigte eine groBere Aktivitit gegen Raji + Obinutuzumab als
gegen Raji + Rituximab. In Ausreifler 1 hingegen war die spezifische Aktivitit gegen
K562, Raji + Rituximab und Raji + Obinutuzumab annéhernd identisch. In Ausrei3er 3
wurde insgesamt nur eine sehr geringe NK-Zell-Zahl analysiert und von diesen gehorte

der GroBteil zu der triple negative-Population (Abb. 17).
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Abb. 16: Bislang nicht dokumentierter K/R-Genotyp in der Patientenkohorte. Die Abbildung zeigt
den KIR-Genotyp (KIR2DLI"; KIR2DL2; KIR2DL3"; KIR2DL5"; KIR3DLI"; KIR3DL2"; KIR2DSI",
KIR2DS2*; KIR2DS3 ; KIR2DS4*; KIR2DS5"; KIR3DSI"; restliche KIR nicht getestet), welcher bisher

nicht dokumentiert wurde.

Tabelle 30: Charakteristika der Ausreifler mit niedriger spezifischer Aktivitit

Charakteristikum Ausreifler 1 Ausreifler 2 Ausreifler 3
Grunderkrankung DLBCL DLBCL CLL
Geschlecht ménnlich weiblich ménnlich
Analysierte Zellzahl pro Ziel 14000 10000 2000
KIR-Genotyp 1 * 6
Spezifische Aktivitit gegen

K562 (%) 38.46 33.72

Raji (%) 31.81 20.69

Raji + Rit (%) 36.02 38.85 39.29

Raji + Obi (%) 45.13 38.45 36.7

*Der KIR-Genotyp des Ausreif3ers ist bislang nicht dokumentiert oder nummeriert. DLBCL: Diffuse Large
B-Cell Lymphoma; CLL: Chronisch lymphatische Leukdmie
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Der AusreiBer mit signifikant abweichendem CDJ56%mPrigh erhiltnis (AusreiBer
4) stammte ebenfalls aus der Patientenkohorte. Er war ménnlich, zum Zeitpunkt der
Blutabnahme 50 Jahre alt und an einem MCL erkrankt. Die durchschnittlich analysierte
Zellzahl lag bei 10000 NK-Zellen/Probe. Die spezifische Aktivitit und
Zytokinproduktion der NK-Zellen sowie der CD56% ™" igh’_Populationen ist in Tabelle 31
gelistet.
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Abb. 17: Verteilung der NK-Zell-Populationen in Ausreiflern mit niedriger spezifischer Aktivitit.
Obere Bildhilfte: Ausreiler 3. Das Séulendiagramm zeigt die absolute Haufigkeit der NK-Zellen, sortiert
nach Populationszugehdrigkeit und CD107a-Status (links negativ, rechts positiv). Der Grofteil der Zellen
gehorte der triple negative-Population an, wihrend die Frequenzen der rezeptorpositiven NK-Zellen
deutlich geringer waren. Untere Bildhilfte: Sdulendiagramm einer Probe mit signifikant herabgesetzter
spezifischer NK-Zell-Aktivitit (links CD107a, rechts CD107a" positiv). NK-Zelle: Natiirliche Killerzelle;
KIR: Killer Cell Immunoglobulin-like Receptor; CD: Cluster of Differentiation
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Wihrend sowohl CDS56%™ und CD56"" einen starken Anstieg der
CD107a*-Population gegeniiber antikorpermarkierten Raji  zeigten, stieg der
IFN-y-Mittelwert in der CD56%™-Population des AusreiBers deutlich stérker als in der
CD56"%"_Population. Fiir TNF-o. war sowohl fiir CD56%" als auch CD56"%€" nur ein
geringer Anstieg des Mittelwerts von der unmarkierten zu den antikorpermarkierten Raji

zu verzeichnen.

Tabelle 31: Spezifische Aktivitit (CD107a) und Zytokinproduktion (TNF-o und IFN-y) der

CD56-Populationen in Ausreifler 4 mit vermindertem CD56%"-Anteil

Assay Population K562 Raji Raji + Rit  Raji + Obi

CDI107a CD3564m*bright 49 91 19.14 62.37 61.36
CD56%™ 45.41 27.32 57.66 65.95
CD56"eht 51.90 19.73 62.96 61.76

TNF-a CDS56%m*bright 3 )3 1.40 4.40 6.14
CD3564m 1.43 1.85 7.01 9.70
CD356" ¢ 4.31 1.27 3.82 5.32

IFN-y CDS56m+bright 3 76 2.46 8.96 11.68
CD56%™ 4.54 4.54 13.88 25.26
CDS56breht 5.30 2.78 7.28 9.73

CD: Cluster of Differentiation; TNF-o.: Tumornekrosefaktor o; IFN-y: Interferon-y; NK-Zelle: Natiirliche
Killerzelle; Rit: Rituximab; Obi: Obinutuzumab
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4 Diskussion

In dieser Studie wurden die therapeutischen anti-CD20-Antikorper Rituximab und
Obinutuzumab, die in der Therapie der Non-Hodgkin-Lymphome eingesetzt werden,
hinsichtlich ihrer Wirksamkeit in der Zielzellbekimpfung und der Aktivierung der
Natiirlichen Killerzellen untersucht. Wahrend durch beide mAb signifikant bessere
Ergebnisse gegen die Zielzellen erreicht wurden, als ohne mAb, wurde dariiber hinaus
eine Uberlegenheit des Typ-2- Antikdrper Obinutuzumab gegeniiber seinem Vorginger
Rituximab gefunden: Sowohl in der spezifischen Aktivierung der Natiirlichen
Killerzellen als auch in der spezifischen Lyse der Zielzellen war Obinutuzumab
Rituximab signifikant iiberlegen. Dariiber hinaus wurde die Natiirliche
Killerzell-Population CD56%" durch Obinutuzumab signifikant besser angesprochen als
durch Rituximab, reflektiert in der spezifischen Aktivitit sowie der Produktion von
Tumornekrosefaktor a und Interferon-y. Auch eine verbesserte Rekrutierung der
CD56"¢" Zellen durch Obinutuzumab fiir die Natiirliche Killerzell-Antwort wurde
nachgewiesen.

Das mittlere Alter der eingebundenen NHL-Patienten lag mit 63.9 Jahren in dem
Altersbereich, auf den rund zwei Drittel der NHL-Neuerkrankungen entfallen [1]. In der
Gesamtkohorte lag der Anteil der Méanner bei 60.5%. Daten zur geschlechterspezifischen
Inzidenz der NHL zeigen, dass Ménner hdufiger betroffen sind als Frauen, wodurch
Unterschiede in der Geschlechterverteilung erklédrt werden [1, 6]. In der Kohorte, die den
CFDA-SE-Assay durchlief, war der Ménneranteil mit 83.3% allerdings deutlich grofer
als der Frauenanteil. Die Kohortendaten zeigten auflerdem, dass das DLBCL der am
hiufigsten vorliegende NHL-Typ war (31.6%), gefolgt von dem Follikuldren Lymphom
(23.7%) und dem Marginalzonenlymphom (21.1%). Diese Verteilung dhnelt, vor allem
bezogen auf die Inzidenzen des DLBCL und des Follikuldren Lymphoms, publizierten
Daten fiir Westeuropa und Amerika [5].

Die Therapie der NHL wurde durch die Entwicklung monoklonaler
anti-CD20-mAb revolutioniert [27]. Dem Typ-1-mAb Rituximab kommt seit seiner
Entwicklung 1997 in der Therapie der B-Zell-NHL eine tragende Rolle zu [115]. In der
Leitlinie der AWMF zur Therapie der CLL wird Rituximab als integraler
Therapiebestandteil empfohlen und auch in der Therapie des Follikuldren Lymphoms
wird Rituximab eingesetzt [27, 116]. Der Antikorper entfaltet seine Wirkung tiber die

Bindung an sein Epitop, CD20, das auf den Zielzellen vorhanden ist. Die opsonisierte
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Zelle wird iiber den FcyRIII der NK-Zellen erkannt, wodurch ADCC initiiert wird [117,
118].

Durch die Verteilung des Oberflichenmarkers, welcher auf reifen B-Zellen und
den meisten B-Zell-NHL vorhanden ist, aber auf differenzierten Plasmazellen sowie
blutbildenden Stammzellen fehlt, besitzt der mAb eine grofle Spezifitit in der Markierung
der Zielzellen [119]. Durch die Kombination aus effektiver Depletion der Zielzellen unter
Schonung des sensiblen hdmatopoetischen Systems wurden signifikante Fortschritte in
der Therapie der B-Zell-NHL erzielt: Coiffer et al. verglichen in einer randomisierten
Kohortenstudie die Therapieschemata CHOP plus Rituximab und CHOP ohne Rituximab
[120]. Die Autoren fanden eine signifikant hohere complete response-Rate in der
Kohorte, welche R-CHOP erhalten hatte (76%) gegeniiber der Kohorte, welche das
konventionelle Chemotherapie-Regime CHOP erhielt (63%). Die Uberlegenheit der
antikorperbasierten Therapie wurde dartiber hinaus in einer Langzeitstudie iiber 10 Jahre
bestétigen [121].

Die in klinischen Studien nachgewiesene wirksame Depletion der Zielzellen
durch anti-CD20-mAb wurde in dieser Arbeit nachvollzogen: Im CFDA-SE-Assay, in
dem die Effektivitit der Zielzelldepletion durchflusszytometrisch bestimmt wird, wurde
gegeniiber unmarkierten Raji durch Zugabe von Rituximab eine signifikante Zunahme
der spezifischen induzierten Apoptose der Zielzellen erreicht. Der Anteil der CFSE*PI*
Zielzellen bewegte sich dabei auf einem Niveau vergleichbar zu der verwendeten
Positivkontrolle K562, die ein natiirliches Ziel fiir NK-Zellen abgibt [122].

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche zeigten dariiber hinaus, dass durch
Markierung der Raji mit dem Typ-2-mAb Obinutuzumab die Depletion der Zielzellen
nicht nur gegeniiber unmarkierten Raji und K562, sondern auch gegeniiber
Rituximab-markierten Raji signifikant gesteigert wurde. Reddy et al. zeigten ebenfalls
eine Uberlegenheit von Obinutuzumab gegeniiber Rituximab in Patienten mit
Rheumatoider Arthritis und systemischem Lupus erythematodes. Die Autoren
demonstrierten eine signifikant bessere B-Zell-Depletion in Vollblut-Proben sowie eine
signifikant stirkere 4DCC-induktion durch Obinutuzumab verglichen mit Rituximab,
dessen Wirkung durch CDC gepragt war [123]. Dariiber hinaus beschrieben sie eine
signifikant hohere spezifische Aktivitdt, gemessen iiber den CDI07a-Assay, in
Obinutuzumab-stimulierten NK-Zellen gegeniiber Rituximab.

Die Beobachtung der Autoren deckt sich mit den Beobachtungen, die in dieser

Arbeit gemacht wurden: Es wurde gezeigt, dass sowohl Obinutuzumab als auch
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Rituximab zu einer verstirkten NK-Zell-Aktivierung fithrten und dass die
Aktivitdtssteigerung in Obinutuzumab-stimulierten Proben signifikant grofer war als in
Rituximab-markierten Proben. Durch die Differenzierung der NK-Zellen in
CD56-Subpopulationen wurden in dieser Arbeit dariiber hinaus signifikant hohere
Aktivititswerte in der CDS56%"-Population nach Stimulation mit Obinutuzumab,
verglichen mit Rituximab, gefunden - ein Ergebnis, das nach bestem Wissen zum
Zeitpunkt der Anfertigung dieser Dissertationsschrift noch nicht publiziert wurde.

In einer Studie, in der der pri-klinische mAb LFR-R603 untersucht wurde,
demonstrierten Le Garff-Tavernier et al. ebenfalls eine stirkere Aktivierung der
NK-Zellen [124].

Obinutuzumab und LFB-R603 gehoren beide zur dritten Generation der
monoklonalen anti-CD20-mAb. Als Vertreter der Typ-2-mAb besitzen sie einen
glykosylierten Fec-Teil, iiber welchen die Affinitit zum NK-Zell-Rezeptor FcyRIII
gesteigert wird [109]. Neben dem glykosylierten Fc-Teil besitzt Obinutuzumab weitere
Merkmale, die gegeniiber Rituximab zu einem verstirkten ADCC fiithren: Es wurde
bereits gezeigt, dass Typ-1-mAb wie Rituximab durch die Bindung an CD20 eine
Modulation des Oberflichenmarkers verursachen, die =zu einer verstarkten
Internalisierung des Komplexes aus CD20 und mAb durch die B-Zelle fiihrt [97]. Dariiber
hinaus wurde demonstriert, dass der Komplementfaktor C3b an die Fc-Domine des
Typ-1-mAb binden kann und die Bindungsstelle des NK-Zell-Rezeptors FcyRIII
blockiert, wodurch die Erkennung des Antikoérpers durch die NK-Zelle verhindert wird
[125]. Da diese Einschrinkungen die NK-Zell-Seite betreffen, stellen sie Erklarungen fiir
die gefundenen Unterschiede in der Aktivierbarkeit der NK-Zellen durch die mAb
Rituximab und Obinutuzumab dar.

Eine weitere Erklirung fiir die Uberlegenheit des Typ-2-mA4b, welche nur auf den
CFDA-SE-Assay anwendbar ist, ist die Fahigkeit von Obinutuzumab, DCD Caspase-
unabhédngig zu initiieren [109]. Verstérktes, Caspase-unabhiangiges DCD basiert auf der
Wirkung von Antikorperfragmenten, (F(ab)’2), deren Fc-Teil durch Proteasen entfernt
wurde [126]. Inwiefern dieser Mechanismus auch in der experimentellen Umgebung
dieser Arbeit eine Rolle spielt, bleibt jedoch unklar.

In dieser Arbeit wurde auBBerdem die Produktion von TNF-a und IFN-y in NK-
Zellen iiberpriift, welche einen signifikanten Anteil der Immunantwort der NK-Zellen

ausmacht [127-129]. Neben den regulatorischen Mechanismen der Zytokine auf die
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korpereigene Immunantwort wurde eine modulatorische und verstirkende Wirkung auf
die zytotoxische Funktion der NK-Zellen iiber den Komplex aus /ICAM-1 und LFA-1
nachgewiesen [49]. Saga et al. zeigten auBerdem, dass eine verminderte Expression von
ICAM-1 in Tumorzellen die NK-Zell-Antwort signifikant beeintrachtigte [130].

Die Betrachtung der TNF-o und IFN-y-Produktion der NK-Zellen ist dariiber
hinaus von entscheidender Bedeutung, da fiir andere Erkrankungen des himatopoetischen
Systems bereits NK-Zellen beschrieben wurden, welche im CD/07a-Assay zwar eine
Aktivititssteigerung zeigten, diese aber nicht mit gesteigerten IFN-y-Werten oder einer
Steigerung der zytotoxischen Funktion einherging [131-133].

In der untersuchten Kohorte waren der Anteil IFN-y- und TNF-a-produzierender
NK-Zellen gegen antikorpermarkierte Ziele signifikant groBer als gegen unmarkierte
Ziele, somit wurde weder im CFDA-SE-Assay noch in den Assays zur Analyse der
Zytokinproduktion eine generelle Defizienz der Zytotoxizitit festgestellt. Hervorzuheben
ist allerdings, dass trotz der signifikanten Uberlegenheit von Obinutuzumab gegeniiber
Rituximab im CDI107a-Assay kein statistischer Unterschied zwischen den Antikdrpern
in der spezifischen IFN-y-Produktion gefunden wurde. Dieses Ergebnis kollidiert mit den
Ergebnissen vorheriger Studien, in denen eine Assoziation zwischen verstarkter IFN-g-
Produktion und Obinutuzumab gezeigt wurde [94]. Die Autoren verwendeten allerdings
NK-Zellen gesunder Probanden, welche zusitzlich im Vorfeld der Versuche expandiert
wurden, und eine Verstdrkung der zytotoxischen Kapazitit durch Expansion wurde
bereits demonstriert, wodurch die verstdrkte IFN-y-Produktion erklédrt werden kann [134].

Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass ein signifikant groBerer Anteil der Patienten-
NK-Zellen auf Obinutuzumab mit einer TNF-oa-Produktion antwortete, als auf
Rituximab. Dieser Zusammenhang bestand in der Kontrollkohorte nicht; hier fiihrten
beide mAb zu dhnlichen Ergebnissen. Die Internalisierung des Komplexes aus CD20 und
Typ-1-mAb, explizit fiir Rituximab und auch die verwendete Raji-Zelllinie beschrieben
ist, bietet einen Erkldrungsansatz fiir den beobachteten Unterschied in der TNF-a-
Produktion [97, 135, 136]. Dariiber hinaus ist moglich, dass dem Disarming dhnliche
Gewohnungseffekte zu den Unterschieden beitragen [83]: Auf der Basis der
Rituximab-Dauertherapie kann eine Uberstimulation der NK-Zellen resultieren, die zu
einem Funktionsverlust fiihrt. Insbesondere vor dem Hintergrund, dass 84.2% der
eingebundenen Patienten im Vorfeld der Arbeit mit Rituximab therapiert wurden, muss

diese Moglichkeit in Betracht gezogen werden. Die Differenz der TNF-a-Produktion
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bietet daher — neben der beobachteten Verstirkung des ADCC — eine Erkldrung fiir die
klinische Uberlegenheit von Obinutuzumab.

Die zytotoxische Funktion der NK-Zellen (CFDA-SE-Assay), ihre Aktivitit
(CD107a-Assay) und ihre Zytokinproduktion (TNF-o- und IFN-y-Assays) waren in der
Patientenkohorte gegeniiber der Kontrollkohorte signifikant vermindert. Mehrere Studien
demonstrierten bereits, dass Patienten-NK-Zellen im Vergleich zu gesunden Kontrollen
eine verminderte zytotoxische Potenz aufweisen: Katrinakis et al. und Ziegler et al.
beobachteten eine deutlich reduzierte zytotoxische Aktivitit der NK-Zellen von CLL-
Patienten gegen die Zellreihe K562, wihrend die Untersuchung neu diagnostizierter
DLBCL eine Abnahme der zytotoxischen NK-Zell-Funktion iiber 12 Monate zeigte [132,
133, 137]. Neben der CLL wurde auflerdem fiir das myelodysplastische Syndrom ein
Zusammenhang der Erkrankung mit einer herabgesetzten zytotoxischen Potenz der
NK-Zellen nachgewiesen und es wurden Assoziationen zwischen der Multiplen Sklerose
und einer NK-Zell-Defizienz aufgedeckt [131, 138].

CLL-Patienten machten mit 18.4% in der Gesamtkohorte und 33.3% sowie 18.5%
in den Zytotoxizitits- und Funktions-Assays einen {iiberschaubaren Anteil der
eingebundenen Patienten aus. Vor diesem Hintergrund ist eine alleinige Erkldrung der
Beobachtungen iiber den Faktor der CLL nicht mdglich. Dariiber hinaus traf der durch
Hejazi et al. beschriebene Zusammenhang zwischen unauffilliger CD107a-Aktivitdt bei
herabgesetzter Zytotoxizitét, welcher durch einen verringerten Perforingehalt der Granula
verursacht wurde, auf die Beobachtungen in dieser Arbeit nicht zu; die Patientenzellen in
dieser Arbeit wiesen eine ausgeprigte Zytotoxizitét auf, obgleich diese geringer war als
in der Kontrollkohorte [131]. Fiir die Krankheitsgruppe der NHL muss insbesondere vor
dem Hintergrund der gezeigten Differenzen zwischen Patienten- und Kontrollkohorte
sowie bestehenden NK-Zell-Defizienzen in anderen Erkrankungen die Moglichkeit einer
insgesamt herabgesetzten NK-Zell-Funktionalitdt in NHL diskutiert werden und soll als
Ziel fiir weitere Arbeiten dienen.

Die CD56%m-Population der NHL-Patienten zeigte in den CD107a-, TNF-a.- und
IFN-y-Assays gegeniiber den Kontrollproben signifikant schlechtere Ergebnisse. Eine
Reduktion der IFN-y-Produktion durch CDS56%" als Ausdruck eingeschrinkter
NK-Zell-Funktionalitit wurde bereits in HIV-Patienten und Patienten mit multipler
Sklerose nachgewiesen [ 138, 139]. Dartiber hinaus zeigten Tahrali et al. eine signifikante

Assoziation zwischen verminderten TNF-a-Werten und einer geringeren Zytotoxizitét
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[138]. Auch fiir das Krankheitsbild DLBCL wurden signifikant niedrigere CD107a-Werte
der CD56%™ in Patienten gezeigt [140]. Wihrend Danielou-Lazareth et al. ebenfalls im
Vergleich zu gesunden Kontrollen signifikant geringere CD107a-Werte in Patienten mit
de novo Lymphom nach Lungentransplantation zeigten, wurde in der Studie nicht weiter
zwischen den CDJ56-Populationen differenziert [ 141]. Dariiber hinaus fanden die Autoren
keine signifikante Differenz in TNF-o- und INF-y-Produktion zwischen Patienten und
Kontrollen.

Dies steht im Kontrast zu den Ergebnissen dieser Arbeit: Es wurde gezeigt, dass
eine signifikant eingeschrinkte CD56%"-Funktionalitdt in NHL-Patienten vorliegt und
dies mit einer verminderten Produktion von TNF-o und IFN-y einhergeht. Durch
Anwendung des Typ-2-Antikorpers Obinutuzumab wurden die Ergebnisse zwar
signifikant verbessert, die Differenz aber letztlich nicht {iberkommen. Dieser
Zusammenhang wurde nach bestem Wissen des Autors bislang nicht dokumentiert und
stellt somit eine zentrale Erkenntnis dieser Arbeit dar.

Die CD36""-Populationen der Patienten schnitten verglichen mit den
Kontrollen ebenfalls signifikant schlechter in der IFN-y-Produktion sowie der
spezifischen, tiber CD107a gemessenen Aktivitét ab. Die Ergebnisse des TNF-a-Assays
unterschieden sich jedoch nicht signifikant zwischen den Kohorten. Eine Studie, die die
Zusammensetzung und Funktionsfahigkeit der NK-Zell-Populationen in Patienten mit
aplastischer Andmie untersuchte, kam zu dhnlichen Ergebnissen [142]. Als mogliche
Erklarung der unterschiedlichen Produktionsraten der Zytokine wurden bereits
epigenetische Verdnderungen im Rahmen chronischer Infektionen postuliert [143]. Ob es
allerdings auch im Rahmen eines NHL zu epigenetischen Verdnderungen in den
CD56"%" kommt, die in einer reduzierten Produktion von IFN-y bei erhaltener
TNF-a-Produktion miinden, bleibt ungeklart.

Des Weiteren zeigte die Analyse der CD56-Populationen, dass sowohl CD56%™
als auch CD56""¢" in Patienten und Kontrollen durch antikorpermarkierte Raji signifikant
besser aktiviert wurden, als durch unmarkierte Raji. Die Aktivierung der CD56"%€ ist
hervorzuheben, da sie eine wesentlich geringere Expressionsdichte des
Antikorperrezeptors FeyIIR aufweisen als CD56%™ und somit keine wesentliche
Aktivierung der Population zu erwarten war [37, 39, 144]. Die Ergebnisse zeigen indes,
dass auch die CD56"¢"-Population durch mAb aktivierbar war und an der NK-Zell-

Antwort teilnahm. Daher deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass der
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therapeutische Effekt der anti-CD20-mAb zumindest partiell durch eine Einbeziehung der
CD56""_Population in die NK-Zell-Antwort bedingt ist.

Der direkte Vergleich der CDS56-Populationen zeigte allerdings auch, dass
wihrend die Populationen nach Stimulation durch Raji + Rituximab gleichauf lagen,
Obinutuzumab zu einer signifikant groBeren Aktivitit und Zytokinproduktion der
CD56%™  fiihrte, weswegen der GroBteil der NK-Zell-Funktion auf die
CD56%m-Population zuriickgefiihrt wird.

Das schlechtere Abschneiden der Patientenproben gegeniiber Kontrollen wurde in
CD56"¢" unabhingig der Zielzelle und weder in CDI07a-Werten, noch in den
Ergebnissen des TNF-a-Assays beobachtet. Lediglich die IFN-y-Produktion der
CD56"%" war in den Patienten verglichen mit den Kontrollen signifikant limitiert. Das
Ergebnis, dass die Funktionseinschrinkung in CD56”%€" weniger stark ausgeprigt war
als in CD56%™ bekriftigen den Schluss, dass auch CD356"%€" fiir einen signifikanten
Anteil der NK-Zell-Antwort auf mAb verantwortlich sind. Da bereits gezeigt wurde, dass
CD56"%&" bei addquater Stimulation die CD16-Expression heraufregulieren, bieten sie in
Zusammenschau mit den Ergebnissen dieser Arbeit einen Ansatzpunkt fiir eine weitere
Verbesserung der mAb-Therapie [145, 146].

Im Vorfeld der KIR- und NKG2A-populationsbasierten Analysen der
NK-Zell-Funktion wurden die HLA-C- und KI/R-Genotypen der Patienten- und
Kontrollproben ermittelt, um einerseits die externe Validitdt der Arbeit zu tiberpriifen und
andererseits eine tiefgreifende Interpretation der Messwerte zu ermdglichen. Eine Reihe
von Studien zeigte bereits Zusammenhdnge zwischen der inhibitorischen Potenz der
diversen KIR-Expressionsmuster, resultierend aus der Kombination der HLA-C- und
KIR-Genotypen der NK-Zellen [57, 71, 147]. Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse,
dass die inhibitorische Potenz des K/IR3DLI die der KIR2DL-Typen iibertrifft und dass
die KIR2DLI und KIR2DL?2 eine stiarkere Inhibition der NK-Zellen verursachen, als
KIR2DL3 [147] [71]. Ahlenstiel et al. demonstrierten in diesem Zusammenhang, dass
eine geringere inhibitorische Potenz der HLA-K/R-Kombination mit einer gesteigerten
Reaktionsfreudigkeit der NK-Zellen einhergeht [147].

Die Untersuchung der Verteilung der HLA-C-Genotypen in der Gesamtkohorte
offenbarte eine hohe Frequenz der HLA-Genotypen mit mindestens einem Cl-Allel:
44.6% besallen den heterozygoten HLA-Genotyp C1/C2 und 38.3% waren homozygote
C1-Trager. Diese Ergebnisse reflektieren die rdumliche Verteilung der

HLA-C-Genotypen in Westeuropa, wo die C1-Frequenz deutlich iiber der C2-Frequenz
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liegt [148]. Auch die Verteilung der K/R-Genotypgruppen mit einer hohen Frequenz der
AA und AB-Genotypen entsprach in etwa derer, die bereits in Westeuropa gezeigt wurde
[69, 149]. Dartiber hinaus dhnelten die Frequenzen der numerischen K/R-Genotypen der
Gesamtkohorte bereits publizierten Daten fiir den Raum Diisseldorf: Uhrberg et al.
zeigten 2002 in 268 Proben, dass die Frequenzen der K/R-Genotypen 1 und 3 addiert bei
etwa 56% lagen [69]. In dieser Arbeit machten die K/R-Genotypen 1 und 3 —insbesondere
aufgrund der hohen Frequenz des K/R-Genotyps 1 — 57.4% der Proben aus.

Die mittlere Zytokinproduktion iibertraf in Proben des K/R-Genotyps 1 die des
KIR-Genotyps 3, allerdings zeigte lediglich der Vergleich fiir IFN-y gegen
Rituximab-markierte Zellen einen Trend zur Signifikanz der Ergebnisse. Die geringe
Signifikanz trotz der beachtlichen Mittelwertunterschiede ist auf die Streuung der
Messergebnisse in K/R-Genotyp 3 zuriickzufiihren, die aufgrund der geringen Probenzahl
(n = 4) nicht kompensiert wurde.

Der Aspekt der verstirkten Zytokinproduktion in den untersuchten Proben des
KIR-Genotyps 1 ist durch unterschiedliche Affinititen der K/R zu ihren jeweiligen
HLA-C-Liganden erkldrbar. Hierbei spielen zwei Faktoren der Kombination aus HLA
und KIR eine wichtige Rolle: Einerseits benétigen KIR-tragende NK-Zellen nach dem
Modell des Licensings den passenden Liganden, um ihre zytotoxische Potenz zu erhalten
[80]. Andererseits zeigen die Bindungen zwischen HLA und KI/R verschiedene
Affinititen, die in einer ungleich starken Inhibition der NK-Zell-Antwort je nach
Kombination aus Rezeptor und Ligand resultieren [71, 147].

KIR-Genotyp 1 fehlt der Genabschnitt, der den inhibitorischen KIR2DL?2 kodiert
und 66.7% der KIR-Genotyp 1-Proben besallen den HLA-C-Genotyp C1/C1, welcher das
passende Epitop fiir KIR2DL3 und KIR2DL?2 darstellt. Durch die Abwesenheit des
KIR2DL 2, beschrankt sich die Interaktion zwischen HLA-C1 und inhibitorischem K/R in
diesen Proben auf die Kombination aus HLA-C1 und K/R2DL3, der eine signifikant
schwichere inhibitorische Potenz verglichen mit anderen K/R-HLA-Kombinationen
zugesprochen wird [71, 147].

KIR-Genotyp 3 hingegen ist dadurch gekennzeichnet, dass er neben K/R2DL 1 und
KIR2DL3 auch KIR2DL?2 tragt [69]. Die Proben des K/IR-Genotyps 3 besallen dariiber
hinaus zu 75% den HLA-C-Genotyp C1/C2. Somit wurden die NK-Zellen dieses KIR-
Genotyps durch die drei inhibitorischen Typen des KIR2DL effektiv inhibiert. Aus den
Zusammenhdngen der K/R-HLA-C-Kombination resultiert eine potentiell stérkere

Stimulation der K/R-Genotyp 1-Proben [71, 147]. Aufgrund der fehlenden statistischen
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Signifikanz der Daten bleibt die Erkldrung der beobachteten Unterschiede jedoch letztlich
unbelegt.

Sowohl in K/R-Genotyp 1 als auch in K/R-Genotyp 3 wurde gezeigt, dass NK-
Zellen auf antikorpermarkierte Ziele mit signifikant groBBerer Aktivitiat (CDI107a) und
Zytokinproduktion (IFN-y) reagieren, als auf unmarkierte Ziele. Hervorzuheben ist, dass
auch die Unterschiede zwischen den beiden therapeutischen Antikorpern fiir den
Aktivitaitsmarker CD107a signifikant waren.

Wiéhrend in KI/R-Genotyp 1 der Vergleich der antikdrpermarkierten und
unmarkierten Proben signifikant war, waren die Unterschiede zwischen Raji + Rituximab
und Raji + Obinutuzumab nicht signifikant. Im TNF-a-Assay zeigten die Proben des
KIR-Genotyps 3 gegen antikOrpermarkierte Ziele einen Trend zu einer verstirkten
Zytokinproduktion. Ebenfalls zeigte sich ein Trend zu einer verstirkten
TNF-a-Produktion in Raji + Obinutuzumab verglichen mit Raji + Rituximab.

In Granulozyten wurde bereits gezeigt, dass Obinutuzumab verglichen mit
Rituximab eine verstdrkte TNF-o-Produktion induziert [150]. In Monozyten wurde
hingegen eine signifikant stirkere TNF-o-Produktion unter Rituximab-Stimulation
gezeigt [151]. Awasthi et al. demonstrierten in Obinutuzumab-stimulierten NK-Zellen
zwar eine verstdrkte Zytokinproduktion, allerdings wurde TNF-a in der Untersuchung
nicht beriicksichtigt [94].

Da in dieser Arbeit KI/R-Genotyp 3 einen Trend zu einer erhShten
TNF-a-Produktion gegen Obinutuzumab-markierte Proben zeigte, wird dies als Hinweis
darauf gedeutet, dass Obinutuzumab partiell dazu in der Lage ist, die stirkere
KIR-basierte Inhibition der NK-Zellen zu iiberkommen.

Anhand der Expressionsmuster inhibitorischer Rezeptoren lassen sich diverse
NK-Zell-Populationen innerhalb einzelner Individuen identifizieren [68]. In dieser Arbeit
wurden die Populationen NKG2A™, KIR2DL1" und KIR2DL2/3" gesondert betrachtet und
dariiber hinaus die triple negative-Population identifiziert, die keinen der drei
untersuchten inhibitorischen Rezeptoren trug. Hierbei ist zu beachten, dass die triple
negative-Population durchaus reife NK-Zellen mit einem weiteren inhibitorischen K/R —
KIR3DLI1 — enthdlt und somit aufgrund des Licensings eine zytotoxische Funktion
erwarten lasst [152].

Bei NKG2A handelt es sich um den inhibitorischen Rezeptor, der bereits durch
NK-Zellen exprimiert wird, welche sich in frithen Stadien der NK-Zell-Reifung befinden
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und ein Grofiteil der NK-Zellen verliert NKG2A im Verlaufe der Lizenzierung [58].
KIR2DLI und KIR2DL2/3 werden hingegen erst im Verlauf der Reifung exprimiert und
nehmen iiber die Erkennung von HLA-C1 und HLA-C2 an der NK-Zell-Regulation teil
[153]. Zwischen diesen zwei Polen findet sich ein breites Spektrum an NK-Zellen mit
unterschiedlichen Expressionsdichten von NKG2A und K/R. Bei den betrachteten
Populationen handelt es sich also um unreifere, NKG2A* NK-Zellen und reifere, KIR"
NK-Zell-Populationen.

Samtliche betrachteten NK-Zell-Populationen wurden durch antikorpermarkierte
Zielzellen starker aktiviert als durch unmarkierte Zielzellen. Zwischen den spezifischen
populationsbezogenen Aktivitdten, evoziert durch die unterschiedlichen mAb, ergaben
sich Unterschiede: Wiahrend sowohl NKG2A™", KIR2DLI" als auch triple negative
signifikant besser durch Obinutuzumab angesprochen wurden als durch Rituximab,
wurde fiir die Population KIR2DL2/3" kein signifikanter Unterschied festgestellt.
Ungleichheiten der Aktivierbarkeit KIR-spezifischer NK-Zellpopulationen durch
unterschiedliche therapeutische mAb wurden bislang nicht beobachtet und stellen somit
eine wichtige Erkenntnis dar.

Als Erklarung sind auch hier die HLA-C-Frequenzen der limitierten Kohorte in
Betracht zu ziehen: Da KIR2DL2/3" durch HLA-C1 inhibiert werden und die HLA-
Genotypen C1/C1 und C1/C2 mit jeweils 8 von 18 Proben in dem GroBteil der Kohorte
vertreten waren, ist eine verminderte Aktivitat der KIR2DL2/3"-Population naheliegend
[71, 147]. Dariiber hinaus verglichen Lisovsky et al. in einer Studie verschiedene
NK-Zell-Populationen hinsichtlich ihrer IgG-induzierten Education [154]. Die Autoren
differenzierten  dabei  zwischen KIR2DL3*, welche von Spendern mit
HLA-Genotyp-C2/C2 stammten, und KIR2DL3* von Spendern mit HLA-C1/Cl.
Verglichen mit anderen KIR zeigte die KIR2DL3"-Population zwischen Spendern mit
HLA-C1/C1 und HLA-C2/C2 keine relevante IgG-induzierte Education. Somit ist zu
diskutieren, ob die fehlende Verbesserung der Ergebnisse der KIR2DL2/3* in dieser
Arbeit ebenfalls auf eine geringere antikorperinduzierte Education zuriickzufiihren ist.

Die Aktivitdt der triple negative-Population war sowohl in der Patienten- als auch
in der Kontrollkohorte groBer als die der KIR2DL1I" und KIR2DL2/3"-Population. Wie
zuvor beschrieben ist davon auszugehen, dass die triple negative-Population NK-Zellen
der Kombinationen sé@mtlicher iibriger KIR, inklusive des inhibitorischen KIR3DLI",
dessen Ligand, HLA-Bw4, ca. in 40% der Bevolkerung vorhanden ist, enthielt [155].
Aufgrund einer hohen Variabilitit des HLA-Bw4 sowie K/IR3DLI*-Polymorphismen
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lasst sich die inhibitorische Potenz — insbesondere in Anbetracht dessen, dass die
HLA-Bw4-Typen und deren Frequenzen in dieser Arbeit nicht ermittelt wurden — nicht
eingrenzen [156-158]. Uhrberg et al. fanden allerdings in einer vergleichbaren Population
HLA-Bw4 in 95% der Teilnehmer, was eine effektives Licensing der KIR3DLI1*-
Population bei unklarer inhibitorischer Potenz der Rezeptor-Ligand-Kombination
nahelegt und als Erkldrung fiir die Aktivitét der triple negative dient [69].

Die Proben der Ausreifler 1-4 wurden an unterschiedlichen Tagen bearbeitet,
sodass ein methodischer Fehler als Grund fiir die beobachtete, eingeschrankte Aktivitit
unwahrscheinlich ist. Unter den Ausreilern 1-3 mit signifikant herabgesetzter
NK-Zell-Aktivitdt befanden sich zwei Patienten mit DLBCL und ein Patient mit CLL. Fiir
beide dieser Erkrankungen wurde bereits in einzelnen Fillen iiber eine eingeschrinkte
NK-Zell-Funktionalitit berichtet [131, 138] [141]. Die Ausreifler 2 und 3 zeigten gegen
Obinutuzumab-markierte ~ Zielzellen, verglichen Raji + Rituximab, keine
Aktivitatssteigerung. Als Gemeinsamkeit zeigten Ausreiler 1 und 2 eine niedrige
Frequenz der NKG2A*-Population, welche in den Analysen der limitierten Kohorte —
neben triple negative — als wichtigster Effektor identifiziert wurde. Das Licensing-Modell
nach Kim et al. legt als Erklarung hierfiir eine geringe Education der
NKG2A*-Population nahe [80].

Neben der niedrigen gemessenen Aktivitdt unterschied sich in den Ausreiflern 1
und 2 die NK-Zell-Aktivitdt nicht zwischen den angewendeten therapeutischen mAb. Da
eine Internalisierung des Komplexes aus CD20 und mAb sowie eine komplementbedingte
Verlegung der Fe-Doméne bei Obinutuzumab nicht zu erwarten sind, bleiben mogliche
zugrundeliegende Resistenzmechanismen unklar [125, 159, 160]. Die Ergebnisse
verdeutlichen, dass es trotz der bestdtigten, guten Wirksamkeit der Antikdrpertherapie
keine Garantie fiir einen Therapieerfolg gibt und auch bei Obinutuzumab mogliche
Resistenzentwicklungen in Betracht zu ziehen sind. Wéahrend die NKG2A*-Population in
Ausreiler 3 einen Grofiteil der NK-Zellen ausmachte, wurde sie durch keinen der mAb
aktiviert. Auch in diesem Fall sind zugrundeliegende, unbekannte
Resistenzmechanismen, die iiber die zuvor genannten Mechanismen hinausgehen, zu
diskutieren.

In AusreiBer 4 war der Anteil der CD56"¢h gegeniiber der restlichen Kohorte
drastisch erhoht. Wihrend die Aktivitit und Zytokinproduktion der CD56%4™ sich auf
einem dhnlichen Niveau wie in den restlichen Patientenproben bewegte, unterschritt der

Anteil zytokinproduzierender CD56€" die zweite Standardabweichung gegeniiber der
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restlichen Patientenkohorte. Fiir andere himatologische Erkrankungen wurde bereits von
einer signifikanten Erhohung der CD56"¢"-Frequenz berichtet, welche allerdings nicht
mit einer Einschrankung der Zytokinproduktion einherging [161]. Wahrscheinlicher
erscheint dagegen ein erhohter therapiebedingter NK-Zell-Umsatz, da unreife NK-Zellen,
welche noch keine Lizenzierung durchlaufen haben, geringere Mengen TNF-o und IFN-y
produzieren [80, 162].

Diese Arbeit hat Limitationen. Die Ubertragbarkeit der in-vitro Ergebnisse auf
eine in-vivo Situation ist, wie in allen in-vitro Studien, begrenzt. Das experimentelle
Effektor-Zielzell-Verhiltnis von 10:1 liegt weit {iber dem in-vivo zu erwartenden
Verhiltnis, wo NK-Zellen circa 10% der peripheren MNCs ausmachen [37, 92]. Das Ziel
dieser Studie war allerdings nicht, realitdtsnahe in-vivo Bedingungen nachzuempfinden,
sondern mdgliche Unterschiede zwischen den therapeutischen mAb Rituximab und
Obinutuzumab  herauszuarbeiten und Unterschiede zwischen Patienten- und
Kontrollkohorte sowie NK-Zell-Populationen zu identifizieren.

CDC, welches insbesondere in Typ-1-mAb fir einen Teil der Wirkung
verantwortlich ist, wurde in den durchgefiihrten Untersuchungen nicht gesondert
betrachtet. Jedoch wurde bereits gezeigt, dass CDC in vivo nur einen geringen Anteil der
mAb-Wirkung ausmacht [109, 163]. Die Zellen wurden aulerdem vor den Versuchen von
dem komplementhaltigen Serum getrennt und zahlreichen Waschvorgidngen unterzogen,
sodass von einer sehr geringen Konzentration der Komplemente auszugehen ist. Daher
ist eine starke Beeinflussung der Testergebnisse durch CDC unwahrscheinlich.

Eine weitere Limitation war die Kohortengroe, welche mit 38 Patienten und neun
Kontrollen relativ gering war. Die hauptsidchlichen limitierenden Faktoren waren die
geringe Priavalenz und Inzidenz der Erkrankung. Dariiber hinaus lehnten einige Patienten
eine Teilnahme an der Studie ab, wodurch die Kohortengrofle weiter reduziert wurde.
Trotz dieser Limitation wurde mittels der HLA-C- und KIR-Typisierungen sowie der
Alters- und Geschlechtsverteilung verdeutlicht, dass die untersuchte Kohorte mit der
Bevolkerung vergleichbar ist.

Vor den durchgefiihrten Versuchen wurden die NK-Zellen nicht mittels Cell
sorting isoliert, daher ist ein Einfluss der iibrigen MNCs, basierend auf einem
schwankenden Effektor-Zielzell-Verhéltnis und HLA-Expression, auf die Versuche nicht
auszuschlieBen. Hingegen scheint fiir die HLA-Expression in Anbetracht der diskutierten
Ergebnisse ein Einfluss sogar wahrscheinlich. Allerdings sind in-vivo Situationen durch

korpereigener MNCs und schwankende NK-Zell-Konzentrationen geprigt, daher hétte
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das Cell Sorting nur auf Kosten der externen Validitdt zu konstanteren Ergebnissen
fiihren konnen. Um den Einfluss der iibrigen MNCs auf die NK-Zell-Aktivierung zu
limitieren, erfolgte auflerdem die mAb-Markierung der Zielzellen Versuchsbeginn und
die Zielzellen wurden anschlieBend gewaschen, um {iberschiissige Anteile der mAbs zu
entfernen. Daher ist von einer geringen MNC-bedingten Aktivierung der NK-Zellen
auszugehen.

Schlussfolgernd wurde in den durchgefiihrten Experimenten eine Uberlegenheit
des Typ-2-Antikorpers Obinutuzumab gegeniiber Rituximab in der Bekdmpfung der
CD20" Raji-Zellreihe festgestellt. Sowohl in den Analysen der NK-Zell-Aktivitét als
auch in der Uberpriifung der Zytokinproduktion war der Typ-2-Antikdrper dabei seinem
Vorgénger signifikant iiberlegen. Eine neue Erkenntnis dieser Arbeit ist, dass die
Uberlegenheit dabei vor allem auf der verstirkten Reaktion der CD56%™-Population
basiert. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass auch die CD56"¢""-Population durch mAbs
in die NK-Zell-Antwort einbezogen wird, was eine stirkere Einbindung der ansonsten fiir
ADCC als hyporeaktiv angesehenen NK-Zell-Population durch die Anwendung
monoklonaler Antikorper impliziert. Aulerdem wurde demonstriert, dass die Funktion
der NK-Zellen in NHL-Patienten gegeniiber Kontrollen signifikant eingeschréankt ist und
die Unterschiede durch Obinutuzumab reduziert, allerdings nicht génzlich iiberkommen
werden konnen. Die Funktionseinschrinkung wurde iiberwiegend in der CD564m-
Population gezeigt, welche die Basis der zytotoxischen NK-Zell-Antwort bildet. Auf
Ebene der rezeptorspezifischen NK-Zell-Populationen wurde demonstriert, dass der
vorliegende HLA-C-Typ auch in der Ansprechbarkeit der Natiirlichen Killerzellen durch
monoklonale Antikérper eine entscheidende Rolle zukommt. Insbesondere die
KIR2DL3"-Population zeigte eine am chesten auf HLA-Inhibition basierende
Funktionseinschrankung, die durch Obinutuzumab partiell reversibel erscheint.
Abschlielend verdeutlichen die identifizierten Ausreiller, dass der individuelle, auf
Natiirlichen Killerzellen basierende Therapieerfolg auch bei der Verwendung von
Obinutuzumab nicht sicher gewéhrleistet werden kann und die Therapie daher iiberwacht

und, wenn indiziert, reevaluiert werden sollte.
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