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1. Einleitung

1.1 Chronisch Lymphatische Leukamie (CLL)
1.1.1 Definition und Epidemiologie

Die Chronisch Lymphatische Leukamie (CLL) wird von der Weltgesundheitsor-
ganisation als indolentes Lymphom vom Non-Hodgkin-Typ bezeichnet, bei wel-
chem die Krebszellen hauptsachlich im peripheren Blut, aber auch im Kno-
chenmark sowie weiteren sekundaren lymphatischen Organen akkumulieren.
Definitionsgemal handelt es sich bei dieser Krankheitsentitat um eine Erkran-
kung, die auf B Zellen beschrankt ist, wohingegen der friher noch gebrauchli-
che Terminus einer ,T-CLL" heute als T-Prolymphozytenleukamie (T-PLL) klas-
sifiziert wird.># Mit einer jahrlichen Inzidenz von etwa fiinf Neuerkrankungen je
100 000 Menschen und jahrlich 2000 bzw. 3000 CLL-Neudiagnosen bezogen
auf das weibliche bzw. das mannliche Geschlecht in Deutschland stellt die CLL
die haufigste leukdmische Erkrankung der westlichen Industrienationen dar.®
Etwa 30% aller Leukamieformen und ungefahr 10% aller Lymphome vom Non-
Hodgkin-Typ entfallen auf die CLL, wobei Manner durchschnittlich doppelt so
haufig betroffen sind als Frauen.® Ebenso erkranken Menschen kaukasischer
Abstammung haufiger an einer CLL als Menschen, welche aus Afrika oder Asi-
en stammen, was vermuten lasst, dass auch genetische Faktoren bei diesem
Krankheitsbild eine Rolle spielen.? Im Aligemeinen ist die CLL eine Erkrankung
des alteren Menschen, da das durchschnittliche Alter der Patienten bei Erst-
diagnose in etwa bei 71 Jahren liegt und lediglich 15% aller Erstdiagnostizierten

junger als 50 Jahre alt sind.”

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Chromosomale Veranderungen der B Zellen, welche u.a. zur Anhaufung der
reifen, jedoch nicht vollstandig funktionsfahigen Zellen im Knochenmark sowie
in sekundaren lymphatischen Organen fuhren, sind ebenso wie ein fortgeschrit-
tenes Lebensalter als bedeutsame Risikofaktoren fur die Krankheitsentstehung

zu nennen.8



Einleitung 10

Der genaue Ursprung der CLL-Zellen bleibt weiterhin unbekannt, da bisher
noch keine eindeutige Subpopulation im Verlauf der B Zellreifung identifiziert
werden konnte, auf deren Entartung die Entwicklung einer CLL eindeutig zu-
ruckzufuhren ist. Vielmehr wird davon ausgegangen, dass CLL-Zellen, nicht
zuletzt aufgrund eines ahnlichen Genexpressionsmusters, morphologisch eher
B Gedachtniszellen entsprechen, die somit prinzipiell schon mit einem spezifi-
schen Antigen in Kontakt getreten sind.® Diese differenzierte B Zellpopulation
entsteht nach T Zell-abhangiger Aktivierung von B Zellen in Anwesenheit eines
spezifischen Antigens. Hierbei wird das Antigen von der B Zelle so prozessiert,
dass es mithilfe von MHC-II-Molekulen auf der Zelloberflache prasentiert und
damit von T Zellen erkannt werden kann. Daraufhin sekretieren T Helferzellen
stimulierende Zytokine, woraufhin die B Zelle in das Keimzentrum des
Lymphfollikels sekundar lymphatischer Organe eintritt und hier proliferiert. Im
Zuge dessen kommt es zur Mutation der Antigenbindungsstelle des B Zell-
Rezeptors mit dem Ziel, die Affinitat zum Antigen noch weiter zu erhéhen.%
Nach erfolgreicher Differenzierung ausgewahlter B Zellen in Antikorper-
produzierende Plasmazellen schlief3t sich die Bildung von B Gedachtniszellen
an. Diese durch T Zellen vermittelte Aktivierung von B Zellen, welche zur Bil-
dung spezifischer Antikorper fuhrt, 1auft so fur die meisten Antigene ab. Nur ei-
ne kleine Zahl bestimmter Antigene ist in der Lage, eine direkte humorale Ant-
wort von B Zellen auszulosen, mit dem Unterschied, dass weder die beschrie-
benen Vorgange im Bereich des Lymphfollikels noch die anschlieRende Bildung
von B Gedachtniszellen stattfinden.'?

Damit vereinbar ist die Tatsache, dass eine Hypermutation der schweren Im-
munglobulinkette (IgVH) der Antigenbindungsstelle (variable region) des B Zell-
Rezeptors bei etwa zwei Drittel aller CLL-Patienten vorliegt (,mutierter Subtyp®).
Im Gegensatz dazu werden die oben beschriebenen Vorgange im Keimzentrum
eines Lymphfollikels bei den malignen B Zellen des restlichen Drittels der CLL-
Patienten nicht vollzogen, sodass sich der B Zell-Rezeptor hier in einem unmu-
tierten Zustand befindet (,unmutierter Subtyp“).'® Diese Unterscheidung bringt
auch eine prognostische Aussagekraft zur mittleren Uberlebenszeit von CLL-
Patienten mit sich. Wahrend sich ein mutierter IgVH-Status als prognostisch
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glnstig fur das Uberleben erwiesen hat, zeigt der unmutierte Subtyp einen eher
aggressiveren Krankheitsverlauf.'41°

Im Allgemeinen konnen genetische Abweichungen bei CLL-Zellen verglichen
mit gesunden B Zellen bei etwa 80% aller CLL-Patienten gefunden werden,
wobei zahlreiche Gene betroffen sind, welche den naturlichen Zelltod und das
Uberleben der Zellen steuern. Es konnte gezeigt werden, dass CLL-Zellen mit-
unter anti-apoptotische und damit das Uberleben der Zellen begiinstigende Pro-
teine in einem erhohten Ausmal exprimieren.'® Eine herausragende Stellung
kommt hierbei dem anti-apoptotisch wirkenden Protein B-cell lymphoma 2 (Bcl-
2) zu, welches den CLL-Zellen nicht nur zu einer langeren Lebensdauer, son-
dern auch zu einer gewissen Resistenz gegenuber Systemtherapeutika verhilft,
indem es infolge seines vermehrten Vorkommens und des daraus resultieren-
den Ungleichgewichts zwischen pro- und anti-apoptotischen Proteinen zu einer

verminderten Sensitivitat gegeniber stressinduzierter Apoptose fiihrt.’”18

Daruber hinaus scheint die mit der Einnistung in sekundare lymphatische Orga-
ne einhergehende Ausbildung eines protektiven Mikromilieus zum verlangerten
Uberleben und Schutz der malignen Zellen vor therapeutischen Mafnahmen
beizutragen. Benachbarte Zellpopulationen, wie Nurse-like cells (NLC) oder
follikulare dendritische Zellen, vermogen durch direkte Zell-Zell-Interaktion oder
alternativ Uber parakrine Signalwege unter Freisetzung verschiedener Zytokine,
wie A proliferation-inducing ligand (APRIL) oder B cell activating factor (BAFF),
das Uberleben der CLL-Zellen zu férdern.'4:19

CLL-Zellen, welche gewebestandig sind und sich hauptsachlich im Bereich von
Lymphknoten ansiedeln, zeigen im Vergleich zu zirkulierenden CLL-Zellen im
peripheren Blut eine deutliche Proliferationsaktivitat.2 Untersucht man diese
sich teilenden Zellen genauer, so fallt auf, dass sie zumeist in direktem Kontakt
zu anderen supportiven Zellen des Mikromilieus standen, worunter neben T
Zellen vor allem Stroma-Zellen sowie NLCs zusammengefasst werden.202!
Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass bei diesem Zellkollektiv nicht nur
der B Zell-Rezeptor und die daran anknupfenden Signalwege vermehrt aktiviert
sind, sondern auch bestimmte Rezeptortypen des Tumornekrosefaktor (TNF)-
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Rezeptorsystems starker exprimiert werden, was auch fur die Rezeptoren fur
BAFF zutrifft. Schlusselenzyme, welche sich an die Aktivierung des B Zell-
Rezeptors anschlielen, sind neben den Kinasen Syk und Lyn vor allem auch
die beiden Rezeptortyrosinkinasen Bruton-Tyrosinkinase (BTK) sowie Phos-
phatidyl-Inositol-3-Kinase (PI13K), welche mittlerweile auch aus therapeutischer
Sicht von Bedeutung sind. Uber diese Wege kommt es anschlieRend zu einer
Aktivierung der Signalwege AKT, mTOR, ERK oder NF-kB, welche die vor kon-
ventioneller Therapie schutzenden sowie Uberlebensfordernden Signale des
Microenvironments auf molekularer Ebene in den CLL-Zellen umsetzen. Damit
einhergehend bewirkt eine Interaktion der Leukamiezellen mit umgebenden
Stroma-Zellen u.a. eine gesteigerte Expression des Proteins Myeloid cell leu-
kemia 1 (Mcl-1), welches eine zentrale Bedeutung fur die Vermittlung anti-
apoptotischer Effekte besitzt.?223

Zusatzlich spielen Chemokine als Vermittler der Zellmigration von CLL-Zellen
eine Rolle. Diese bewirken einerseits eine Wanderung in Richtung der entstan-
denen Nischen und andererseits ein Verharren der CLL-Zellen ebendort. Zu-
dem koénnen diese Signalmolekule jedoch auch von CLL-Zellen selbst freige-
setzt werden. Auf diese Weise werden weitere Zellen des peripheren Blutes,
wie regulatorische T Zellen oder Monozyten, angelockt, welche sich in Gegen-
wart von CLL-Zellen zu NLCs differenzieren und ein optimales Milieu fur die
malignen B Zellen schaffen.20-24

1.1.3 Diagnostik, klinische Symptomatik und Klassifikation

In den meisten Fallen wird die CLL per Zufall im Rahmen routinemalig durch-
gefuhrter Blutuntersuchungen diagnostiziert, bei welchen die Patienten, die nur
selten weitere Symptome aufweisen, mit einer teils ausgepragten Lymphozyto-
se imponieren. So charakterisiert das massenhafte Auftreten von entarteten B
Zellen im peripheren Blut die CLL als leukdmische Erkrankung, wohingegen im
Falle eines ausschliellichen Befalls von Lymphknoten von einem small lym-
phocytic lymphoma (SLL) gesprochen wird. Als typische Vorstufe zu einer mani-
festen CLL tritt das Bild einer isolierten monoklonalen B Lymphozytose (MBL)

auf, welche an sich keinen Krankheitswert besitzt und bei etwa funf Prozent
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aller Menschen, die alter sind als 60 Jahre, im Blut zu finden ist.?5 Das allge-
meine Risiko, dass sich eine behandlungsbedurftige CLL aus einer MBL entwi-
ckelt, liegt bei etwa einem bis vier Prozent pro Jahr.?627

Nur knapp 40% aller CLL-Patienten leiden bei Erstdiagnose unter Symptomen
ihrer Erkrankung. Typischerweise handelt es sich hierbei vor allem um unspezi-
fische Allgemeinsymptome wie Mudigkeit oder Abgeschlagenheit. Die klassi-
sche Symptomtrias der sogenannten B-Symptomatik, welche (1) einen Ge-
wichtsverlust von mehr als 10% des ursprunglichen Korpergewichts in einem
Zeitraum von sechs Monaten, (lI) Nachtschweil3 sowie (lll) Fieber umfasst,
kann in dieser Auspragung nur in wenigen Fallen bereits bei Diagnosestellung
beobachtet werden.® Im weiteren Krankheitsverlauf kann es durch die massive
Akkumulation von CLL-Zellen u.a. in sekundaren lymphatischen Organen zum
schmerzhaften Anschwellen von Lymphknoten kommen, was bei etwa 80% al-
ler symptomatischen Patienten der Fall ist. Ungefahr die Halfte der Patienten
zeigt zudem eine VergroRerung der Milz, eine ausgepragte Hepatosplenomega-
lie tritt dagegen nur in seltenen Fallen und bei stark erhdhten Zahlen der leu-
kamischen Zellen im peripheren Blut auf.’-2

Infiltrieren die malignen B Zellen zudem vermehrt das Knochenmark, kann es
zu einer Verdrangung der gesunden Blutbildung kommen, was sich als Anamie,
Thrombozytopenie und Leukopenie bzw. Granulozytopenie aul3ert und bei we-
niger als einem Drittel der Patienten in Erscheinung tritt. Dabei kommt es infol-
ge der geschwachten Immunitat auf humoraler und zellularer Ebene zum ge-
hauften Auftreten zumeist bakterieller Infektionen, welche zu den Haupttodes-
ursachen von CLL-Patienten in fortgeschrittenen Krankheitsstadien z&hlen.?82°
Im Allgemeinen verlauft die CLL bei der Mehrzahl der Patienten langsam pro-
gredient und haufig symptomarm, sodass auch ohne Therapie keine Ein-
schrankung der normalen Lebenserwartung besteht. Nichtsdestotrotz sind auch
aggressivere Verlaufsformen der CLL bekannt, worunter u.a. auch der Uber-
gang in ein hochmalignes Non-Hodgkin-Lymphom im Rahmen der sogenannten
Richter-Transformation fallt, die bei etwa 5 bis 10% aller CLL-Patienten

auftritt.30
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Nicht selten existieren in der Onkologie, wie auch hier fur die CLL, unterschied-
liche Klassifikationssysteme, die anhand bestimmter Labor- oder klinischer Pa-
rameter eine Aussage dazu ermdglichen, wie weit die Leukamie bereits fortge-
schritten und mit welcher ungefahren Lebenserwartung unter diesen Gesichts-
punkten zu rechnen ist. Hierzu bedient man sich fur die CLL im europaischen
Raum vor allem der Binet-Klassifikation (siehe Tabelle 1) aus dem Jahre 1981.
Im Gegensatz zum etwas fruher entstandenen Rai-Klassifikationssystem (siehe
Tabelle 2), welches das Ausmal} der vorhandenen Lymphozytose im periphe-
ren Blut besonders in den Vordergrund stellt, legt die Klassifikation nach Binet
ihren Schwerpunkt eher auf die Anzahl befallener Lymphknotenstationen. Da-
neben sind als zusatzliche Kriterien in beiden Einteilungsschemata der Hamo-
globinwert sowie die Zahl an Thrombozyten pro Mikroliter Blut als Laborpara-
meter, welche Rulckschlusse auf die Blutbildungsfunktion des Knochenmarks
erlauben, enthalten. Trotz der weiten Verbreitung im klinischen Alltag sollten die
Klassifikationssysteme insbesondere aufgrund der Vielschichtigkeit und der in-
terindividuell stark variierenden klinischen Verlaufe der CLL nur vereinfacht als
orientierende Hilfe zur Einschatzung der Risikokonstellation verstanden wer-
den.* In der Zwischenzeit haben sich aussagekraftigere molekulare Marker
etabliert, auf die im Folgenden noch naher eingegangen wird.

Typische Anhaltspunkte im konventionellen Blutausstrich gemeinsam mit cha-
rakteristischen Merkmalen des Immunphanotyps der entarteten B Zellen ermog-
lichen in aller Regel auch ohne weitere klinische Symptomatik die Diagnosestel-
lung einer CLL. Hierzu zahlt das Vorkommen von sogenannten
,Gumprecht'schen Kernschatten®, welche beim Ausstreichen des Blutes infolge
der eingeschrankten Membranstabilitat der Leukamiezellen entstehen. Dies ist
auf eine verminderte Expression von Vimentin, welches als Protein des Zyto-
skeletts essentiell fir die Membranintegritat von Zellen ist, zurlickzuflihren 3132
Noch aussagekraftiger ist ein fur die Erkrankung typisches Expressionsmuster
an Oberflachenproteinen, welches sich mittels Durchflusszytometrie bestimmen
lasst. Hierbei prasentieren sich CLL-Zellen mit einer Mischung aus B und T Zell-
typischen Oberflachenmolekilen. Neben CD5, welches sich sonst typischer-
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weise auf gesunden T Zellen nachweisen lasst, finden sich auf CLL-Zellen zeit-
gleich die B Zell-Antigene CD19, CD20 und CD23.833 Zusatzlich zu diesem
vom Gesunden abweichenden Repertoire an Oberflachenantigenen ist die Ex-
pression weiterer, fur physiologische B Zellen charakteristischer Molekule bei
CLL-Zellen vermindert. Dies gilt fur die Antigene CD79b und FMC7 sowie fur
Immunglobuline, die meist leichtkettenrestringiert (x oder 1) sind und welche die
Herkunft der CLL-Zellen zu einem bestimmten Zellklon definieren. Generell
kann die Diagnose einer CLL beim vermehrten und persistierenden Vorkommen
von reifen B Lymphozyten im Sinne einer Lymphozytose (> 5000 Lymphozy-
ten/Mikroliter Blut) im peripheren Blut gestellt werden, wobei der bereits be-
schriebene Immunphanotyp der analysierten Zellen zugrunde liegen muss.®*
Zusatzlich konnen heute weitere molekulare Marker untersucht werden, welche
die Erstellung eines individuellen Risikoprofils ermdglichen. Anhand dessen
kann sowohl der weitere Krankheitsverlauf grob abgeschatzt als auch ein Ruck-
schluss auf das individuelle Therapieansprechen gezogen werden. Exempla-
risch sei hier der von anderen Krebserkrankungen bekannte Funktionsverlust
des Tumorsuppressorgens p53 erwahnt, dessen Genprodukt als ,Wachter des
Genoms* fungiert und eine Ubermallige Zellteilung, insbesondere bei vorhan-
denen zelluldren oder genetischen Defekten, unterbinden soll.3® In der geneti-
schen Untersuchung der CLL-Zellen zeigen sich konkret Chromosomenaberra-
tionen in Form einer Deletion von Teilen des kurzen Arms des Chromosoms 17
(17p-Deletion) oder alternativ eine Mutation des fur p53 codierenden Gens
(TP53-Mutation), was sich negativ sowohl auf das Therapieansprechen auf
konventionelle Behandlungsregimes als auch auf das Uberleben der Patienten
auswirkt.®6-38 Hieraus resultiert die Klassifikation als Hochrisiko-Form der CLL,
was bei der Therapieplanung unbedingt berlicksichtigt werden sollte.3%4° Weite-
re Marker mit prognostischer Aussagekraft sind neben dem bereits beschriebe-
nen IgVH-Mutationsstatus beispielsweise auch das Oberflachenantigen CD38
oder das Protein ZAP-70, welche als Indikatoren fur die Krankheitsaktivitat so-

wie fir das AusmaR des Zellumsatzes dienen.19:41-45
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Stadium Definition Medianes Uberleben
A Hochstens 2 Lymphknoten-
regionen befallen > 10 Jahre
Hb > 10 g/dl

Thrombozyten > 100 000/ul

B Mindestens 3 Lymphknoten-
regionen befallen 5 Jahre
Hb > 10 g/dl
Thrombozyten > 100 000/ul

C Befall der Lymphknotenregionen irrelevant
Hb < 10 g/dl 2 -3 Jahre
Thrombozyten < 100 000/l

Tabelle 1: Stadieneinteilung der CLL nach Binet, 1981
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Stadium Definition Medianes Uberleben
Niedriges Risiko
0 Lymphozytose (> 15 000/ul) > 10 Jahre

Knochenmarkinfiltration (> 40%)

Intermediéres Risiko
| Lymphozytose (> 15 000/ul)
LymphknotenvergrofRerung
7 Jahre
I Lymphozytose (> 15 000/ul)
Hepato- und/oder Splenomegalie

ggf. Lymphknotenvergréf3erung

Hochrisiko
1 Lymphozytose (> 15 000/ul)
Anamie (Hb < 11 g/dl)
ggf. Lymphknotenvergréf8erung und/oder
Organomegalie
2 - 3,5 Jahre
\Y, Lymphozytose (> 15 000/ul)
Thrombozytopenie (< 100 000/ul)
ggf. Andmie (Hb < 11 g/dl) und/oder
Lymphknotenvergré8erung und/oder

Organomegalie

Tabelle 2: Stadieneinteilung der CLL nach Rai, 19757

1.1.4 Therapeutisches Vorgehen

In Abhangigkeit vom klinischen Stadium, von den Symptomen und dem damit
verbundenen Leidensdruck fur den Patienten, sowie erganzt durch molekular-
pathologische Analysen, kann aus therapeutischer Sicht vielfaltig mit der CLL
umgegangen werden. Um eine Chance auf eine definitive Heilung erhalten zu
konnen, mussen sich Patienten auch heutzutage noch einer allogenen Stamm-
zelltransplantation unterziehen, die allerdings mit erheblichen Risiken verbun-
den ist. Dies sollte insbesondere deshalb sorgfaltig abgewogen werden, da ei-
nerseits mehr als drei Viertel der Patienten bei Erstdiagnose alter als 55 Jahre
sind und mit steigendem Alter das Risiko Transplantations-assoziierter Kompli-

kationen, wie zum Beispiel Infektionen, deutlich zunimmt. Andererseits befinden
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sich etwa 85% der CLL-Patienten in den Krankheitsstadien Binet A und B, wel-
che per se keine Therapieindikation bedeuten und erst bei Erfullen zusatzlicher
Kriterien die Einleitung therapeutischer Matnahmen erforderlich machen.’#6 In
diesem Fall eignet sich die ,Watch-and-wait-Strategie®, bei welcher sich die Pa-
tienten in regelmaBigen zeitlichen Abstanden zu ambulanten Kontrolluntersu-
chungen vorstellen, um moglichst frihzeitig ein Fortschreiten der Erkrankung
feststellen und mit entsprechenden MaRnahmen darauf reagieren zu kénnen.*
Ist dagegen eine Therapieindikation gegeben, stehen unterschiedliche Behand-
lungsoptionen, angelehnt an die aktuell gultigen Therapieleitlinien, zur Verfu-
gung. Ein sehr gelaufiges Therapieregime fur die Behandlung der CLL von Pa-
tienten ohne Hochrisiko-Profil und mit gutem Allgemeinzustand ist bis heute die
Kombination der beiden Zytostatika Fludarabin und Cyclophosphamid mit dem
CD20-Antikérper Rituximab (FCR-Schema).®® Als Alternative fiir Patienten im
fortgeschrittenen Lebensalter oder bei Vorliegen von therapeutisch limitieren-
den Komorbiditaten kann anstelle von Fludarabin und Cyclophosphamid ent-
weder auf Chlorambucil in Kombination mit dem CD20-Antikorper Obinutuzu-
mab oder auf Bendamustin zusammen mit Rituximab zurtckgegriffen werden.
Sowohl Chlorambucil als auch Bendamustin zahlen ebenfalls zur Klasse der
Zytostatika, sind jedoch weniger toxisch und verursachen weniger Nebenwir-
kungen.*® Hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens sowie der Rate voll-
standiger Remissionen zeigte sich Bendamustin gegenuber einer Monotherapie
mit Chlorambucil Uberlegen.*85° Gleiches gilt, wenn beide Substanzen zusatz-
lich mit dem CD20-Antikdrper Rituximab kombiniert wurden.!

Ein weiteres mogliches Ziel der Antikorpertherapie im Kontext der CLL stellt das
Oberflachenantigen CD52 dar, fur welches der therapeutische Antikorper Alem-
tuzumab entwickelt wurde. Alemtuzumab kommt speziell fur Patienten infrage,
welche nicht mehr von herkdmmlicher Chemotherapie profitieren konnen, unter
einem Rezidiv der Erkrankung leiden und insbesondere zusatzlich noch ein mo-
lekulares Hochrisiko-Profil - konkret eine TP53-Mutation - aufweisen.5>°¢ Hier
konnten fur Alemtuzumab als Monotherapeutikum oder auch in Kombination mit
Fludarabin eine hohere allgemeine Ansprechrate sowie erhohte Remissionsra-
ten erreicht werden.5-%° Allerdings stellte sich heraus, dass eine Kombinations-
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therapie aus Fludarabin und Cyclophosphamid mit Alemtuzumab verglichen mit
dem bekannten FCR-Schema keinen Vorteil fir den Patienten mit sich bringt,
sondern eher mit unerwiinschten, toxischen Effekten assoziiert ist.6%-62 Deshalb
spielt Alemtuzumab heutzutage bei der Therapie der meisten CLL-Patienten
nur noch eine untergeordnete Rolle, kann jedoch als Reservetherapeutikum in
Ausnahmefallen angewandt werden.

Auch wenn das Ansprechen auf die Chemoimmuntherapie in aller Regel initial
sehr hoch ist, muss bei einem Grofteil der behandelten Patienten damit ge-
rechnet werden, dass die Leukamie teilweise bereits nach kurzer Zeit wieder
zurlickkehrt.83-65

Aufgrund dieser unbefriedigenden Situation wurde in den letzten Jahren inten-
siv daran geforscht, effektivere Alternativen zu den konventionellen Therapeuti-
ka zu finden. Dies fuhrte im Bereich der Immuntherapie zur Entwicklung weite-
rer Antikorper gegen das B Zelloberflachenantigen CD20, welche, verglichen
mit Rituximab, eine bessere klinische Wirksamkeit erzielen sollen. Heute geht
man davon aus, dass diese Antikorper Uber drei zentrale Effekte zur Lyse von
Tumorzellen fuhren kdnnen: Neben der direkten Induktion von Apoptose durch
Aktivierung von u.a. Caspasen nach Bindung an CD20 sind bestimmte Antikor-
per in der Lage, die Aktivierung des Komplementsystems (complement depen-
dent cytotoxicity, CDC) oder die Aktivierung bestimmter Mitglieder der zellularen
Immunitat, wie z.B. NK-Zellen (antibody dependent cellular cytotoxicity, ADCC),
zu vermitteln.®

So wurde Obinutuzumab im Jahre 2014 von der Food and Drug Administration
(FDA) fur die CLL zugelassen, nachdem zuvor gezeigt werden konnte, dass es
in Kombination mit Chlorambucil insbesondere bei Patienten mit reduziertem
Allgemeinzustand zu hoheren allgemeinen Ansprechraten, einem verlangerten
progressionsfreien Uberleben sowie zu mehr Komplettremissionen fiihrte, als
dies bei Chlorambucil sowie dem Therapieschema aus Chlorambucil und Ritu-
ximab der Fall war. Verglichen mit Chlorambucil alleine konnte durch die zu-
satzliche Gabe von Obinutuzumab auch das Gesamtuberleben verbessert wer-
den.®” Ofatumumab erhielt seine Zulassung bereits im Jahr 2010 und scheint in
der Anwendung fur ein ahnliches Patientenkollektiv geeignet zu sein wie auch
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Obinutuzumab. Hierbei konnte bei gemeinsamer Applikation mit Chlorambucil
eine signifikante Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens gegenliber
einer alleinigen Gabe von Chlorambucil herausgearbeitet werden.®® Allerdings
wurde Ofatumumab Anfang 2019 vom deutschen Markt genommen, sodass
diese Therapieoption derzeit nicht zur Verfliigung steht.®®

Eine komplett neue Herangehensweise an die Therapie der CLL stellt der seit
2014 mogliche Einsatz von small molecule inhibitors dar. Diese Substanzen,
welche im Gegensatz zu herkdmmlichen Chemotherapeutika nicht intravenos
sondern oral in Tablettenform verabreicht werden, greifen spezifisch an zentra-
len Zielmolekulen innerhalb der Signaltransduktionskaskade von B Zellen ein.
Pradestiniert hierfur scheinen Signalwege, die sich der Aktivierung des B Zell-
Rezeptors anschlieBen, welche unerldsslich fiir das Uberleben der B Zellen
sind. Auf diese Weise kann versucht werden, in die Pathophysiologie der CLL
einzugreifen und einen hierfiir bedeutenden Mechanismus, die Uberaktivitat der
B Zell-Rezeptor-Achse, zu inhibieren.

Daruber hinaus besteht die Moglichkeit, therapeutisch in die gestorte Regulati-
on der Apoptose von CLL-Zellen einzugreifen. Hierzu zahlt der neueste Vertre-
ter der small molecule inhibitors Venetoclax, welcher seit Ende 2016 zur Thera-
pie bestimmter Formen der CLL zur Verfugung steht und das in den leukami-
schen B-Zellen Uberexprimierte Protein Bcl-2 inhibiert. Dies hat zur Folge, dass
CLL-Zellen durch die Aufhebung des Ungleichgewichts zwischen pro- und anti-
apoptotischen Signalen rasch dem programmierten Zelltod erliegen.”® Konkret
findet Venetoclax gemal aktueller Standards in Kombination mit Rituximab im
Rahmen der Zweitlinientherapie Anwendung, insbesondere wenn unter Thera-
pie mit einem anderen, am B Zell-Rezeptor ansetzenden Vertreter der small
molecule inhibitors kein Benefit mehr oder gar ein Krankheitsprogress beobach-
tet wurde.”"74

Die vorliegende Arbeitet konzentriert sich auf die beiden Tyrosinkinaseinhibito-
ren (TKIs) Ibrutinib und Idelalisib. Konkret inaktiviert Ibrutinib die BTK, welche
fur die Entwicklung und Funktion von gesunden B Zellen unerlasslich ist und
der auch bei der Pathogenese der CLL eine wichtige Rolle zukommt, insbeson-
dere durch die Vermittlung von proliferativen und Uberlebenssignalen aus dem
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Microenvironment.'®7577 Gleiches gilt fur das Enzym PI3K, das zusétzlich
hemmend auf ex- sowie intrinsische Wege der Apoptose wirken kann. Dartber
hinaus fordert es nach Aktivierung die Chemotaxis von CLL-Zellen sowie die
Freisetzung von Chemokinen.”®® In der Therapie der CLL spielt die Delta-
Isoform des Enzyms die ausschlaggebende Rolle, deren Expression primar fur
Lymphozyten und myeloische Zellen beschrieben ist und die mittels Idelalisib,
das aktuell nur in Kombination mit Rituximab zur Behandlung der CLL zugelas-
sen ist, blockiert werden kann.8%8' Beide small molecule inhibitors stéren zent-
ral die Interaktion zwischen CLL-Zellen und dem umgebenden Tumormikromi-
lieu, vermitteln hierdurch eine Unterdriickung uberlebensfordernder Signale und
erhohen gleichzeitig die Empfindlichkeit von CLL-Zellen gegenlber der zytoto-
xischen Wirkung von anderen angewandten Therapeutika.?"8

Daruber hinaus konnte in in vitro Experimenten nachgewiesen werden, dass die
beiden TKiIs Ibrutinib und Idelalisib nicht nur indirekt durch Interferenz mit dem
schitzenden Umfeld der Tumorzellen Einfluss auf das Uberleben der CLL-
Zellen nehmen, sondern auch direkt zytotoxisch auf diese wirken, indem sie
durch Aktivierung von Caspasen zur Induktion von Apoptose fiihren.828 Auf-
grund dieses dualen Therapieansatzes mit Wirkung sowohl auf die Krebszellen
selbst als auch auf die Umgebungsbedingungen wird von einem ,Double face*”
der small molecule inhibitors gesprochen.®*

Gemal der aktuell gultigen Leitlinie ist Ibrutinib allgemein in der Erstlinienthera-
pie von CLL-Patienten, jedoch insbesondere beim Vorliegen einer 17p-Deletion
oder eine TP53-Mutation, sowie in der Zweitlinientherapie bei refraktarer oder
rezidivierender CLL zugelassen. Es konnte gezeigt werden, dass Ibrutinib ge-
genuber Chlorambucil nicht nur zu einer Verlangerung des progressionsfreien
Uberlebens bei zuvor unbehandelten Patienten, die mindestens 65 Jahre alt
sind, sondern auch zu einem gesteigerten Gesamtiiberleben derselben fiihrt.8>
Dieser beachtliche therapeutische Zugewinn konnte unabhangig bestatigt und
sogar fur das Hochrisiko-Patientenkollektiv mit einer TP53-Mutation oder einer
17p-Deletion, sowohl bei der primaren Erkrankung als auch im Rezidiv, nach-

gewiesen werden.86.87
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Im Gegensatz dazu hat Idelalisib bisher noch keinen Eingang in die Erstlinien-
therapie gefunden und wird aktuell ausschlieRlich in Kombination mit Rituximab
in der Zweitlinientherapie eingesetzt. Die Zulassung basiert auf Ergebnissen
einer Studie, welcher zufolge die Kombination aus Idelalisib und Rituximab,
verglichen mit der alleinigen Therapie mit Rituximab, eine Verbesserung des
progressionsfreien Uberlebens, der Gesamtansprechrate sowie des Gesamt-
Uberlebens herbeifiihren konnte.?® Dabei konnte kaum ein Unterschied zum
Therapieerfolg zwischen Patienten mit prognostisch ungunstigen molekularen
Markern und solchen mit einem geringeren Risikoprofil beobachtet werden, so-
dass auch im Falle von Patienten mit einer TP53-Mutation oder 17p-Deletion
ein Therapieansprechen zu beobachten ist. So steht Idelalisib zusammen mit
Rituximab als alternative Therapie fur Patienten mit einer 17p-Deletion oder
TP53-Mutation, welche nicht mit Ibrutinib behandelt werden kénnen, zur Verfa-
gung. Allerdings sollte unter Therapie mit Idelalisib eine regelmaliige Kontrolle
der Infektparameter stattfinden, da vermehrt Falle von Pneumocystis jirovecii-
Pneumonie (PJP)- sowie Cytomegalievirus (CMV)-Infektionen bekannt wurden,

woran Patienten mitunter verstarben.8®

Wie fur konventionelle Chemotherapeutika bereits seit Langerem bekannt,
konnte auch fur die TKils Ibrutinib und Idelalisib vereinzelt gezeigt werden, dass
es unter laufender Therapie zu einem Fortschreiten der Erkrankung kommen
kann. Hierzu konnen Resistenzmechanismen beitragen, die therapeutisch blo-
ckierte Schnittstellen im Signalweg umgehen und somit die Wirkung der Medi-
kamente abschwachen oder gar ganz aufheben. Im Falle von lbrutinib ist hierzu
bekannt, dass Mutationen der Bindungsstelle an der Zielkinase zu einer ver-
minderten Hemmung der Enzymaktivitat durch Ibrutinib fihren. Zusatzlich kon-
nen auch gain-of-function-Mutationen der Phospholipase C (PLC) y2, welche
sich im Signalweg unmittelbar im Anschluss an die BTK befindet, zu einer
Uberaktivitat der PLC fiihren und hieriiber die Ibrutinib-vermittelte Inhibition der
BTK umgehen.®%°! Derart konkret identifizierte Resistenzmechanismen sind fir
Idelalisib bislang noch nicht beschrieben. Es wird allerdings angenommen, dass
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ein vermindertes Ansprechen auf ldelalisib ggf. auf die Hochregulation anderer
PI3K-Isoenzyme zurlickzufiihren ist.%?

Untersucht man das Kollektiv genauer, welches hauptsachlich von Resistenzen
gegenuber TKIs betroffen ist, so fallt auf, dass diese bevorzugt bei denjenigen
Patienten vorkommen, welche bereits intensiv vortherapiert sind und an einer
Hochrisiko-Form der CLL leiden. Folglich kann diese Subgruppe weiterhin in
vielen Fallen nur unzureichend behandelt werden.®%:% Nicht zu vergessen ist in
diesem Kontext die Richter-Transformation, welche sich auch unter Therapie
mit Ibrutinib oder Idelalisib ereignen kann und dann andere Therapiestrategien
erforderlich macht.%*

Die neuartigen Erkenntnisse machen es notwendig, die CLL als Krankheit auf
zellularer Ebene noch weiter aufzuschlisseln und zu verstehen. Besonders
wichtig ist hierbei die Identifizierung ausschlaggebender Faktoren in der Ent-
stehung und Pathogenese der Leukamie, sodass therapeutisch gezielt an die-
sen Stellen interveniert werden kann. Eine mogliche Herangehensweise stellt
die gemeinsame Gabe von Therapeutika dar, welche Schwachstellen, die bei
Verwendung der Einzelsubstanzen auftreten, kompensieren kdnnen. Mit einem
solchen Ansatz, der Kombination aus zielgerichteter Therapie durch small
molecule inhibitors und Immuntherapie durch Antikorper, beschaftigt sich die

vorliegende Arbeit.

1.2 Tumornekrosefaktor-Familie (TNF-Familie)

Diese Proteinfamilie besteht aus diversen Rezeptoren und den entsprechenden
Liganden, welche in ihrer Gesamtheit u.a. eine maligebliche Rolle bei der
Steuerung von Prozessen der kérpereigenen Immunabwehr einnehmen.®® Als
Namensgeber dieser Proteinfamilie gilt das bereits vor mehr als 40 Jahren iden-
tifizierte Molekul TNF. Fur dieses konnte gezeigt werden, dass es, seinem Na-
men entsprechend, das Absterben von Tumorzellen induziert, sobald es von
Makrophagen freigesetzt wird.®6°” Schon an dieser Stelle wird deutlich, dass
den TNF-Familienmitgliedern eine nicht zu unterschatzende Bedeutung bei der
Interaktion des korpereigenen Immunsystems mit malignen Zellen zukommt.

Zusatzlich zu Makrophagen konnte die Expression verschiedener TNF-
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Familienmitglieder fur eine Vielzahl weiterer Zellarten des Immunsystems nach-
gewiesen werden, wobei bis heute noch nicht genau verstanden ist, wie diesel-
ben Molekiile bei unterschiedlichen Zellarten verschiedene Effekte vermitteln.%®
Auf molekularer Ebene weisen alle TNF-Familienmitglieder bestimmte Merkma-
le auf, welche durch Struktur- und Sequenzanalysen genauer beschrieben wer-
den konnten und auf diesem Weg eine Einordnung in entsprechende Rezeptor-
oder Ligandensubgruppen ermoglichen.

1.2.1 TNF-Rezeptoren

Diese Typ-I-Transmembranproteine weisen allesamt ein extrazellulares Ele-
ment auf, welches durch das gehaufte Vorkommen der Aminosaure Cystein
charakterisiert ist (Cystein-reiche Doméanen, CRD).%° Zusatzlich kénnen weitere
Gemeinsamkeiten hinsichtlich intrazellular gelegener Strukturen bei den einzel-
nen Rezeptoren gefunden werden, welche einen starken Einfluss auf die je-
weils vermittelte Wirkung des Rezeptors haben. Hierzu zahlt zum Beispiel die
sogenannte Todesdomane (death domain, DD), Gber die hauptsachlich apopto-
tische Signale vermittelt werden, welche zum Zelltod der entsprechenden Zelle
flhrt.190-192 Dje Mehrzahl der TNF-Rezeptoren vermittelt allerdings Effekte, wel-
che das Zelluberleben begunstigen und weist innerhalb der intrazellularen Do-
mane bestimmte Strukturmerkmale auf, die eine Interaktion mit TRAF-
Adapterproteinen (TNF-receptor associated factor) ermdglichen.'® Uber diese
sogenannten TRAF-interagierenden Motive (TIM) in der intrazellularen Doméane
konnen, je nach rekrutierten Signalproteinen, sehr variable Wirkungen entfaltet
werden, wozu beispielsweise die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs gehort.'%4
Dies kann sowohl mit der Auslosung einer starken Entzindungsreaktion, ein-
schlieBBlich der konsekutiven Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine, ein-
hergehen, als auch regulierend auf die Homoostase und Organogenese des
lymphatischen Systems wirken.%5:195.1%6 Nicht zuletzt konnen hiertiber auch anti-
apoptotische Effekte vermittelt werden, was zur Pathophysiologie bestimmter
Tumorerkrankungen beitragt. Auf diese Weise werden die malignen Zellen vor
dem Zelltod bewahrt, ihr Zellumsatz kann gesteigert oder die Metastasierung in

andere Organe beginstigt werden.'”.1% Dies gilt fir bestimmte Leukamiefor-
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men, u.a. auch fur die CLL, bei der es durch verschiedene Faktoren zur Aktivie-
rung derartiger Uberlebenswege kommt, wozu u.a. auch das TNF-
Familienmitglied BAFF beitragt, worauf spater noch naher eingegangen

wird 109,110

1.2.2 TNF-Liganden

Verglichen mit ihren Rezeptoren sind die meisten TNF-Liganden im zellgebun-
denen Zustand Typ-ll-Transmembranproteine, was bedeutet, dass der C-
Terminus der Proteine extrazellular lokalisiert ist.'"" In diesem Bereich befindet
sich das gemeinsame Strukturelement der TNF-Liganden, die sogenannte TNF
homology domain, welche Uber Wechselwirkung mit den CRDs der TNF-
Rezeptoren zur Signalweiterleitung beitragt. Daneben ermoglicht diese spezifi-
sche Konfiguration der Liganden eine Interaktion derselben untereinander,
wodurch es zur Bildung von Trimeren kommen kann.'?

Hinzu kommt, dass ein Ligand generell mit mehreren unterschiedlichen Rezep-
toren interagieren kann. Dies wird exemplarisch anhand des TNF-
Familienmitglieds BAFF ersichtlich, welches an drei verschiedene Rezeptoren
binden und so verschiedene Wirkungen vermitteln kann.3

Neben der zellgebundenen Form konnen TNF-Liganden auch I6slich vorkom-
men. Dies geschieht entweder durch alternatives Splicing oder durch enzymati-
sche Abspaltung eines bestimmten Anteils der zellmembrangebundenen Mole-
kile. In welchem Ausmal diese Fragmente noch biologisch aktiv sind, kann
stark variieren.114-116

Zusammenfassend sind die durch das TNF-System vermittelten Wirkungen im
Korper essentiell fur das Funktionieren des Immunsystems. Schon die Stérung
einzelner Faktoren bewirkt, dass das vorherrschende Gleichgewicht zwischen
Aktivierung und Inhibition immunologischer Reaktionen beeintrachtigt wird. Zum
einen kann die Abwesenheit von Faktoren des TNF-Systems zu einer einge-
schrankten Abwehrfahigkeit des Korpers v.a. gegenuber bakteriellen Infektio-
nen fuhren, da z.B. TNF neben IL-1 und IL-6 einer der drei Hauptvermittler der

Akute-Phase-Reaktion im Korper ist.''” Bei Fehlen von TNF kann es daher bei-
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spielsweise zur Exazerbation einer latenten Tuberkulose-Infektion kommen, da
dieses Zytokin zur Aufrechterhaltung der lokalen Granulome essentiell ist.!'®

Zum anderen kann eine gesteigerte Aktivitat des TNF-Systems neben der For-
derung von Tumorerkrankungen auch zu UberschieRenden Immunreaktionen
fuhren, welche sich gegen korpereigene Strukturen richten. Dies ist bei ver-
schiedenen Autoimmunerkrankungen, wie zum Beispiel bei Rheumatoider Arth-
ritis, Schuppenflechte oder bestimmten chronisch entzindlichen Darmerkran-
kungen der Fall, wogegen therapeutische Strategien entwickelt werden konn-
ten. Hierzu zahlen die TNF-neutralisierenden Antikorper Infliximab sowie Ada-
limumab, wie auch das Fusionsprotein Etanercept, welche bei den genannten

Erkrankungen ihren Einsatz finden.19-121

1.2.3 BAFF und seine Rezeptoren

Im Folgenden soll der Fokus auf das TNF-Familienmitglied BAFF sowie dessen
zugehorige Rezeptoren gerichtet werden.

Auch unter dem Namen B lymphocyte stimulator (BLyS) bekannt, nimmt dieses
Protein groRen Einfluss auf die B Zell-Entwicklung, -Reifung, -Differenzierung
sowie -Homoostase.'?>24 Dies kann anhand von BAFF-defizienten Mausen
veranschaulicht werden, in welchen hauptsachlich die Zahl reifer B Zellen sowie
die Menge an zirkulierenden Immunglobulinen im peripheren Blut verringert ist,
sodass es in Abwesenheit von BAFF zu einer starken Einschrankung der humo-
ralen Immunabwehr kommt. 125

Allerdings ist die Expression von BAFF eher weniger fur B Zellen selbst, son-
dern typischerweise fur Zellen myeloischen Ursprungs, wie zum Beispiel fur
Monozyten, Makrophagen oder neutrophile Granulozyten, sowie fur T Zellen
beschrieben. Neue Erkenntnisse legen nahe, dass BAFF auch aullerhalb des
Immunsystems eine Rolle spielt, da BAFF u.a. im Bereich von Epithelien sowie
im Bindegewebe nachgewiesen werden konnte.'26-130

Morphologisch weist das Molekul BAFF als Typ-ll-Transmembranprotein die
charakteristischen Merkmale eines klassischen TNF-Liganden auf, kann proteo-

lytisch durch die Proproteinkonvertase Furin freigesetzt werden, hierdurch in
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Losung gehen und anschlieRend zu Molekulaggregaten, bestehend aus drei bis
60 Monomeren, oligomerisieren.16:122,131-133

BAFF kann an mehrere Rezeptoren der TNF-Rezeptorfamilie binden. Hierzu
gehoren der klassische BAFF-Rezeptor (BAFFR) und die zwei Rezeptoren
transmembrane activator-calcium modulator and cyclophilin ligand (TACI) wie
auch B-cell maturation antigen (BCMA)."3* Die genannten Rezeptoren finden
sich vorwiegend auf Zelltypen der B Zellreihe, in welchen sie ihre Effekte haupt-
sachlich uber den NF-kB-Signalweg vermitteln, sowie auf regulatorischen T Zel-
len. Je nach Art des gebundenen Rezeptors sowie Konfiguration des BAFF-
Molekils konnen auf diese Weise unterschiedliche Effekte erzielt werden.'35-13°
Nach Bindung von BAFF in trimerer oder hoher organisierter Form an den
BAFFR kommt es hauptsachlich zur Aktivierung des alternativen NF-«xB-
Signalwegs, der das Uberleben von B Zellen férdert und zudem eine Ausreifung
der einzelnen Zellstadien auf dem Weg zur vollstandig differenzierten B Zelle
vorantreibt.26.140

Die Aktivierung des Rezeptors TACI erfolgt dagegen nach Bildung des stark
oligomerisierten ,BAFF 60-mers® und steht mit der konsekutiven Aktivierung
des klassischen NF-kB-Signalwegs teilweise in starkem Gegensatz zu den
durch den klassischen BAFF-Rezeptor vermittelten Effekten.’#'142 Trotz eines
in Mausmodellen gering ausgepragten uberlebensfordernden Effekts von TACI
auf B Zellen, scheint TACI physiologisch das B Zelliberleben zu limitieren, da-
mit vor einer zu langen Lebenszeit der B Zellen mit der Gefahr einer moglichen
malignen oder autoreaktiven Transformation zu schitzen und humorale B Zell-
Antworten zu dampfen. Weiterhin greift TACI in die class switch recombination
ein und férdert die Bildung von Antikdrpern vom Typ IgA.141.143-145

Als dritter bekannter Rezeptor fur BAFF ist BCMA zu nennen, welches sich
hauptsachlich auf Antikorper-produzierenden Zellen, wie z.B. auf Plasmazellen,
nachweisen lasst und an welches BAFF sowohl in trimerer als auch in hoher
organisierter Form bindet.'4".146.147 Durch die Aktivierung des klassischen NF-
kB-Signalwegs kann hierliber Einfluss auf das Uberleben von Plasmazellen

genommen und dieses gefordert werden. Zudem vermittelt BCMA Effekte auf
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die Funktion von B Zellen als antigenprasentierende Zellen und verstarkt die-
Se_147-149

Fur zwei der drei Rezeptoren konnte gezeigt werden, dass an die Stelle von
BAFF ein weiteres Molekul treten kann. Dieses besitzt aufgrund seiner teils sy-
nergistischen Wirkungen und seiner molekularen Verwandtschaft eine groRRe
Ahnlichkeit zu BAFF und kann abgesehen von hamatopoetischen Zellen auch
in Epithel-, Knochen- sowie in anderen malignen Zellen gefunden werden.%0-152
Hierbei handelt es sich um das TNF-Familienmitglied APRIL, welches wie auch
BAFF sowohl in membranstandiger als auch -ungebundener Form vorkommt
und schon in geringer Konzentration eine starke Bindung insbesondere zu
BCMA, aber auch zu TACI eingehen kann.'3+153 Eine Interaktion mit dem klas-
sischen BAFF-Rezeptor ist dagegen nicht bekannt und scheint dem Molekul
BAFF alleine vorbehalten zu sein. Trotzdem verstarkt APRIL die durch BAFF
induzierte Proliferation und das Uberleben von B Zellen, wohingegen ein Ein-
fluss auf den Reifungsprozess derselben nicht belegt werden konnte. %4157

Wie bereits beschrieben, kann es bei einer Storung des Zusammenspiels aus
TNF-Liganden und -Rezeptoren zur Entstehung verschiedener Krankheitsbilder
kommen. Dies umfasst in Bezug auf BAFF vor allem Stérungen des Immunsys-
tems, sowohl in Form von Autoimmunitat als auch Immundefizienz, sowie Ma-
lignome. Zahlreiche Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises, wie
Rheumatoide Arthritis oder das Sjogren-Syndrom, werden daher mit BAFF in
Verbindung gebracht.%8-166

Bedeutung hat BAFF vor allem in Zusammenhang mit Systemischem Lupus
erythematodes (SLE), fur welchen gezeigt werden konnte, dass BAFF in des-
sen Pathogenese eine wichtige Rolle spielt, da es das Uberleben autoreaktiver
B Zellen fordert und diese zur gesteigerten Bildung von Autoantikdrpern an-
regt.'”.168 Dies basiert auf Ergebnissen, die aus verschiedenen Mausmodellen
hervorgegangen sind und auch im Menschen beobachtet werden konnten. So
neigten BAFF-transgene Mause zu Hypergammaglobulinamie, hoheren Titern
an zirkulierenden Autoantikorpern sowie an einer ausgepragten renalen Mani-

festation des SLE mit Proteinurie, was durch den Einsatz von BAFF-
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Antagonisten gelindert werden konnte.'®®-'73 Mehr als die Halfte der SLE-
Patienten weist im Vergleich zu gesunden Probanden erhohte BAFF-
Serumwerte auf, wobei dies gleichzeitig mit einem starker ausgepragten Or-
ganbefall im Rahmen des SLE assoziiert ist.'”4177

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde 2011 der Antikdrper Belimumab als
Zusatztherapie zur Behandlung des therapierefraktaren, aktiven SLE bei Er-
wachsenen zugelassen, die Autoantikérper im Serum aufweisen.'”® Wahrend
man lange Zeit davon ausging, dass das Wirkprinzip von Belimumab aus-
schlieBlich auf der Bindung von I6slichem BAFF basiert, konnte kurzlich gezeigt
werden, dass Belimumab die Wirkung von BAFF auch in membrangebundener
Form zu neutralisieren vermag.'79:180

Weitere Arbeiten weisen darauf hin, dass BAFF neben hamatologischen Neo-
plasien auch bei soliden Tumoren verstarkt exprimiert wird und daher ein Ein-
fluss auch auf derartige Krebserkrankungen maoglich scheint.'® Am sichersten
belegt scheint jedoch die Bedeutung von BAFF fur maligne Erkrankungen des
blutbildenden Systems, insbesondere fur B Zell-Erkrankungen. Dies konnte bei-
spielhaft anhand von Patienten, welche an einem Multiplen Myelom oder ande-
ren Formen des Non-Hodgkin-Lymphoms erkrankt sind, gezeigt werden. Im
Falle des Multiplen Myeloms konnte ein Zusammenhang zwischen dem BAFF-
Expressionsgrad sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene und dem Klini-
schen Stadium sowie dem Therapieansprechen gefunden werden. Konkret geht
eine starke Expression von BAFF mit einem raschen Fortschreiten der Erkran-
kung sowie einem geringeren Therapieansprechen einher.'8! Gleiches gilt flr
weitere Formen von Non-Hodgkin-Lymphomen, insbesondere fur das diffus
grol3zellige B Zell-Lymphom, wofur sich BAFF als Pradiktor fur das Gesamt-
sowie das progressionsfreie Uberleben erwiesen hat. 182183

Die meisten Erkenntnisse liegen jedoch fur die CLL vor. So wurde bereits vor
mehr als 15 Jahren erstmalig beschrieben, dass sowohl BAFF als auch seine
zugehorigen Rezeptoren von CLL-Zellen exprimiert werden.84.185

Betrachtet man jedoch die gesamte Menge an BAFF, welche sich in CLL-
Patienten finden lasst, entfallt vermutlich nur ein kleiner Teil auf die von CLL-
Zellen selbst produzierte Fraktion. Auch scheint das autokrin wirkende BAFF
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nicht auszureichen, um einen protektiven Effekt auf CLL-Zellen gegenuber
spontaner und therapeutisch induzierter Apoptose zu vermitteln, weshalb weite-
re Lieferanten von BAFF im Korper vorhanden sein miissen.'®418 Hierzu geho-
ren bestimmte Zelltypen des bereits angesprochenen protektiven Tumor-
Mikromilieus, die imstande sind, grof3ere Mengen an BAFF freizusetzen und auf
diese Weise effektiver das Uberleben der malignen B Zellen zu férdern. Hierbei
sind v.a. die zuvor schon erwahnten NLCs zu nennen, welche monozytarer
Herkunft sind und sich in Gegenwart von CLL-Zellen differenzieren kénnen.®’
Wie bereits an anderer Stelle in dieser Arbeit beschrieben, konnte eine Expres-
sion von BAFF fur eine Vielzahl unterschiedlicher Zellarten nachgewiesen wer-
den. Dies beinhaltet u.a. auch das CLL-Stroma, ein zellulares Netzwerk, das
sich im Knochenmark, in Lymphknoten sowie in der Milz etabliert und neben
Makrophagen, dendritischen Zellen sowie neutrophilen Granulozyten haupt-
sachlich auch eine bestimmte Subgruppe von Endothelzellen enthalt. Diese
sogenannten mikrovaskularen Endothelzellen konnen BAFF ebenfalls in 16sli-
cher Form freisetzen und Uber diesen Mechanismus protektiv auf CLL-Zellen
einwirken.’® Aspekte, inwiefern es unter experimentellen Bedingungen wie
auch in vivo zu einer Beeinflussung der CLL durch BAFF kommt, sollen im Fol-
genden konkret dargestellt werden.

Schon in vitro konnte gezeigt werden, dass CLL-Zellen, welche unter Kulturbe-
dingungen in aller Regel innerhalb kurzer Zeit apoptotisch werden, in Anwe-
senheit von BAFF signifikant Ianger iberleben. '8

Um den direkten Einfluss von BAFF auf das klinische Bild der CLL bei ver-
schiedenen Patienten einschatzen zu kdnnen, wurde bestimmt, wie die BAFF-
Expression mit dem klinischen Verlauf der Erkrankung zusammenhangt. Gene-
rell konnte zunachst nachgewiesen werden, dass die innerhalb von polymorph-
kernigen neutrophilen Granulozyten bzw. B Zellen vorherrschenden Konzentra-
tionen an BAFF auf Proteinebene bei CLL-Patienten verglichen mit gesunden
Probanden signifikant erhoht sind.'®® Erstaunlicherweise und im Gegensatz zu
den Erkenntnissen, welche bei SLE-Patienten gewonnen wurden, ist die Menge
an léslichem BAFF im Serum von CLL-Patienten geringer.’®! Dies wird darauf
zuruckgefuhrt, dass die Serumkonzentration von der B Zellzahl im peripheren
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Blut und dem Expressionsgrad der jeweiligen BAFF-Rezeptoren auf den B Zel-
len abhangig ist. Das Vorhandensein vieler B Zellen mit hoher Rezeptordichte,
wie dies auf das Krankheitsbild der CLL zutrifft, fUhrt aufgrund des gesteigerten
,verbrauchs” an BAFF zu einer geringeren Anzahl an frei detektierbaren Mole-
kilen im Serum.’®1®" Darauf basierend konnte ein inverser Zusammenhang
zwischen der BAFF-Serumkonzentration und dem Krankheitsprogress, der Last
an Tumorzellen im peripheren Blut sowie den klinischen Stadien, in welchen
sich die untersuchten Patienten befanden, hergestellt werden: Je hoher die
BAFF-Serumlevel, desto weniger aggressiv zeigt sich die Leukédmie. Ferner
wurde von Molica et al. eine Studie durchgefuhrt, welche offenbart, dass erhoh-
te BAFF-Serumkonzentrationen auch auf molekularer Ebene durch ein gunsti-
geres Mutationsprofil mit einer besseren Prognose fur den Patienten einherge-
hen_192,193

Einen weiteren Beleg fur die klinische Bedeutung von BAFF in der CLL liefert
ein Mausmodell. Hierbei wurden Ep-TCL-1-transgene Mause mit BAFF-
transgenen Mausen gekreuzt, die daraufhin, verglichen mit herkdbmmlichen Ep-
TCL-1-Kontrollmausen, ein deutlich friheres Auftreten der CLL zeigten, welche
zudem einen deutlich aggressiveren Verlauf nahm und friher letal endete. Inte-
ressanterweise und in Ubereinstimmung mit den beschriebenen Mechanismen
zur leukémieférdernden Wirkung durch BAFF konnte in Ep-TCL-1-transgenen
Mausen, die zudem transgen fur BAFF sind, nach Untersuchung des periphe-
ren Blutes der Tiere eine geringere Zahl apoptotischer Leukamiezellen identifi-
ziert werden. %94

AbschlieRend decken sich diese Gesichtspunkte mit neuen Erkenntnissen aus
einem Kokultur-Experiment zur Imitation des protektiven Tumormikromilieus, in
welchem endogenem BAFF eine zentrale Rolle zukommt. Bei therapeutisch
gezielter Inhibition des NF-kB-Signalwegs fuhrt diese bei CLL-Zellen ohne Ko-
kultur direkt zur Induktion von Apoptose. Leukamiezellen, welche mit anderen
Zellarten kokultiviert wurden und auf diesem Weg zuvor in Kontakt mit BAFF
kamen, zeigen dagegen eine ausgepragte Resistenz. Dies legt nahe, dass
BAFF die Zellen direkt vor therapieinduzierter Apoptose schutzen und damit

konventionelle Therapeutika unwirksam machen kann. Zum anderen wird
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dadurch deutlich, dass die uberlebensfordernden Effekte von BAFF wohl nicht
ausschlieBlich durch die alleinige Aktivierung des NF-kB-Signalwegs zustande
kommen konnen. Daran anschlieRend wurden zielgerichtete TKIs, wie Ibrutinib,
verwendet, welche gemal ihrer Wirkungsweise zu einer zumindest partiellen
Aufhebung der Interaktion zwischen CLL-Zellen und umgebendem, schutzen-
dem Stroma fuhren. Unter diesen Bedingungen konnte eine signifikante Steige-
rung der Wirksamkeit der NF-«xB-Blockade erzielt werden, die durch neue The-
rapieansatze, wie die Blockade weiterer endogener Protektionsfaktoren, noch

erganzt werden muss."%®

1.3 Zielsetzung der Doktorarbeit

Bei der neuartigen Moglichkeit, die CLL durch den Einsatz von TKls behandeln
zu konnen, hat sich gezeigt, dass das Ansprechen der Patienten limitiert ist.
Hierzu scheinen Botenstoffe beizutragen, welche direkt oder indirekt auf CLL-
Zellen einwirken und bisher nur zum Teil identifiziert werden konnten. Als mog-
licher Vertreter stellt sich BAFF als TNF-Familienmitglied dar. Dies erlaubt die
Vorstellung, dass eine Blockade von BAFF durch Belimumab das durch Medi-
kamente vermittelte Absterben von Leukamiezellen optimieren kann, was im

Rahmen von in vitro Untersuchungen dieser Arbeit untersucht werden sollte.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Gerate

Brutschrank Heracell
Durchlichtmikroskop, Axiovert 25
FACS BD FACS Canto™ ||

GloMax® 96 Microplate Luminometer
FACS BD LSRFortessa™

Minishaker MS1

Multikanalpipette
Multistepper
Neubauer-Zahlkammer
PIPETBOY acu 2 Integra
Pipetten

Sterilbank Herasafe
Thermoblock
Tischwaage BL 150S
Tischzentrifuge 5415 R
Vortexer, Reax Top
Wasserbad W22
Zentrifuge

2.1.2 Verbrauchsmaterial

Combi-Tips
Cryordéhrchen

Einmalpipetten, steril

Einmalspritzen
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Heraeus, Hanau, Deutschand
Zeiss, Jena, Deutschland

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Promega, Fitchburg, WI, USA
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

IKA-Werke, Staufen im Breisgau,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland
Biosciences, Fernwald, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sartorius, Gottingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland
Kottermann, Munchen, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Greiner BioOne, Frickenhausen,
Deutschland

Corning Inc., NY, USA

Braun, Wertheim, Deutschland
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FACS-Ro6hrchen

Nadeln G19
Pasteurpipetten, long size
Pipettenspitzen, steril
Platten fiir CellTiter-Glo®

Platten fur FACS (96 well)

Reaktionsgefalle (0,5; 1,5; 2 ml)
Spritzenfilter, Minisart
Zellkulturflaschen (25 cm?; 75 cm?)

Zellkulturplatten (24, 96 well)

Zentrifugenrohrchen (15 ml; 50 ml)

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Accutase

Ampuwa

Dimethylsulfoxid (DMSOQO)
DMEM Zellkulturmedium

EDTA Solution

Ethanol p.a.

Fetales Kalberserum (FCS)
Ficoll-Losung

L-Glutamin

Ibrutinib
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Greiner BioOne, Frickenhausen,
Deutschland

Hospira Inc., Lake Forest; IL, USA
WU, Mainz, Deutschland

VWR, Bruchsal, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Greiner BioOne, Frickenhausen,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sartorius, Gottingen, Deutschland
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Cambrex, Rockland, ME, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Lonza, Basel, Schweiz

Selleckchem, Houston, TX, USA
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Idelalisib

Latexbeads

Natriumazid (NaN3)

Natrium Pyruvate Solution
Penicillin/Streptomycin (P/S)
Phosphate Buffered Saline (PBS)
RPMI 1640-Medium

TMRE-Mitochondrial Membrane
Potential Assay Kit
Trypan Blue Stain 0,4%

Trypsin-EDTA

Tarks Losung
7-AAD Staining Solution

2.1.4 Antikorper und Zytokine

Anti-Active Caspase-3 Alexa Fluor®

647 (clone C92-605; USA rablgG)
Anti-APRIL (clone Aprily 1; mlgG1)
Anti-BAFF (clone 1D6)

Humanes BAFF (rekombinant)
Anti-BAFFR (clone 11c1; migG1)

Anti-BCMA (clone Vicky-1, ratlgG1)

Belimumab (Benlysta®)
Bevacizumab (Avastin®)
CD3-Pacific Blue

CD5-Allophycocyanin
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Selleckchem, Houston, TX, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Lonza, Basel, Schweiz

Lonza, Basel, Schweiz

PAA, Pasching, Osterreich

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

Lonza, Basel, Schweiz

Merck, Darmstadt, Deutschland

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Enzo Life Sciences, Lausen, Schweiz
eBioscience, San Diego, CA, USA
Immunotools, Friesoythe, Deutschland
Biolegend, San Diego, CA, USA
Enzo Life Sciences, Lausen, Schweiz
GlaxoSmithKline, Brentford, UK
Roche, Basel, Schweiz

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA
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CD5-Phycoerythrin

CD19-Fluoresceinisothiocyanat

CD19-Allophycocyanin eFluor780

CD45-Allophycocyanin

Cetuximab (Erbitux®)

Goat-anti-mouse-PE

Humanes IgG (higG)
Mouse anti-human-1gG1-PE
Mouse 1gG1

Mouse IgG2b

Rabbit IgG Isotype Control
(Alexa Fluor® 647)
Rat 1gG1

Anti-TACI (clone 165604; migG1)
Trastuzumab (Herceptin®)

2.1.5 Zelllinien

HS-5

2.1.6 Kits

Anti-Mouse Ig, x/Negative Control
Compensation Particles Set
CellTiter-Glo® Luminescent Cell
Viability Assay
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Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Universitatsapotheke, Tubingen
Jackson Immunoresearch, West Grove,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
SouthemBiotech, Birmingham, AL, USA
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

Universitatsapotheke, Tubingen

ATCC, Manassas, VA, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA
Promega, Fitchburg, WI, USA
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Fluoresceinisothiocyanat Annexin V
Apoptosis Detection Kit
Fixation/Permeabilization Solution Kit

LIVE/DEAD™ Fixable Aqua Dead
Cell Stain Kit

2.1.7 Medien und Puffer

Einfriermedium
FACS-Puffer
Kulturmedium fur HS-5

Zellkulturmedium
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Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

RPMI 1640 + 20% FCS + 10% DMSO
PBS + 1% FCS + 0,01 NaN3

DMEM + GlutaMax + 10% FCS

+1% P/S

RPMI 1640 + 10% FCS + 1% P/S
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellbiologie

Alle Versuchsansatze wurden in einem Brutschrank inkubiert, der eine Tempe-
ratur von 37°C, eine relative Luftfeuchtigkeit von 95% sowie einen CO2-Gehalt
von 5% aufwies. Durch Farbung von Zellen mit Trypanblau konnte unter Aus-
schluss toter Zellen die Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer unter dem Mik-
roskop bestimmt werden. Wenn nicht anders angegeben, erfolgte die Zentrifu-

gation der Zellen bei einer Geschwindigkeit von 1500 rpm fur 5 min.

2.2.1.1 Kultivierung von Zelllinien

Das Medium der genannten (semi-)adharenten Zelllinie HS-5 wurde alle 3 bis 4
Tage erneuert. Hierzu wurde der Kulturiberstand vorsichtig entfernt, die Zellen
einmalig mit PBS gewaschen und anschlieRend mit Trypsin-EDTA fur 5 min bei
37°C inkubiert. Nach Zugabe von frischem Medium wurden die Zellen vorsichtig
von der Zellkulturflasche gelost und in ein Zentrifugenrohrchen uberfuhrt. Im
Anschluss an die Zentrifugation wurde das Zellpellet in frischem Medium aufge-
nommen und die Zellsuspension auf 5x10° Zellen in 10 ml Medium eingestellt.

2.2.1.2 Spender primaren Zellmaterials

Den Richtlinien der Ethikkommission entsprechend (13/2007V) und nach Einho-
len des freiwilligen Einverstandnisses wurde Blut zur Isolation mononuklearer
Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) von
verschiedenen Leukamiepatienten gewonnen. Die Patientenproben wurden
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung sowie im Rahmen ambulanter Verlaufskon-
trollen entnommen, wobei ein zeitlicher Abstand von mindestens drei Monaten

zur zuletzt durchgefuhrten Therapie bestand.

2.2.1.3 Isolation, Einfrieren und Auftauen des Primarmaterials

Von Leukamiepatienten gewonnenes Vollblut, zur Verhinderung der Gerinnung
mit Heparin versetzt, wurde direkt im Anschluss an die Entnahme aufgearbeitet.
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Zur |Isolation von PBMC diente eine Dichtegradientenzentrifugation mittels iso-
tonischer Ficoll-Losung (Ficoll-Hypaque). Hierzu wurde das Patientenblut zu-
nachst etwa im Verhaltnis 1:3 mit PBS verdunnt. Anschliel3end erfolgte das vor-
sichtige Auftragen von 35 ml der hergestellten Verdunnung auf 15 ml vorgeleg-
te Ficoll-Lésung. Nach der Zentrifugation (2000 rpm fur 18 min; ohne Bremse)
wurden die Zellen der Interphase abgenommen, in PBS resuspendiert und er-
neut zentrifugiert. Dieses Vorgehen wurde dreimal wiederholt und mit einem
abschliellenden Zentrifugationsschritt (800 rpm fur 10 min; mit Bremse) zur Ent-
fernung der noch enthaltenen Thrombozyten komplettiert. Nach erneuter Re-
suspension des hauptsachlich PBMCs enthaltenden Zellpellets in PBS konnte
die Zellzahl bestimmt werden. Die Zellen wurden daraufhin erneut zentrifugiert
und mit einer Zelldichte von 1 oder 2x107/ml in Einfriermedium aufgenommen
und in sterile Cryordhrchen in einem Volumen von 1 ml Uberfuhrt. Einer kurzzei-
tigen Lagerung der Zellen von wenigen Tagen bei -80°C schloss sich eine lang-
fristige Lagerung in Flussigstickstoff an.

Fir die einzelnen Versuche wurden die ausgewahlten Patientenzellen zunachst
mitsamt des Cryorohrchens im Wasserbad bei 37°C erwarmt, anschlieRend
direkt in Medium aufgenommen, zentrifugiert, das Pellet in frischem Medium
resuspendiert und nachfolgend die Zellzahl bestimmt.

2.2.1.4 Ansetzen einer Kokultur

Zellen der (semi-)adharenten Zelllinie HS-5 wurden wie oben beschrieben der
Zellkulturflasche enthommen. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden jeweils
3x10° Zellen pro well in einem Volumen von 1 ml Medium in einer 24-well-
Zellkulturplatte verteilt. Nach einem Zeitraum von etwa 48 Stunden, in welchem
die Zellen adharieren und einen lickenlosen Monolayer am Boden jeden wells
bilden konnten, wurde das Medium vorsichtig, ohne den Zellrasen zu beschadi-
gen, abgenommen. Direkt im Anschluss daran wurden 3x10® PBMCs von ei-
nem jeweils ausgewahlten CLL-Patienten in einem Volumen von 1 ml frischen
Mediums vorsichtig auf den gebildeten Zellrasen gegeben und anschliel3end fur
die Dauer der jeweiligen Behandlung im Brutschrank inkubiert.



Materialien und Methoden 40

2.2.1.5 CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay

Zur Bestimmung zellularer ATP-Level als Surrogatparameter fur Zellviabilitat
wurde der CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay von Promega ange-
wandt. Die Zugabe des CellTiter-Glo® Reagens flhrt zur Lyse von CLL-Zellen
mit anschlieRender Freisetzung von ATP, was fur die enzymatische Umsetzung
von Luciferin zu Oxyluciferin benotigt wird. Hierbei wird ein Lumineszenzsignal
generiert, welches sich in einem bestimmten Bereich direkt proportional zum
ATP-Gehalt der eingesetzten Zellen verhalt und gemessen werden kann. Die
Starke des erhaltenen Signals wiederum korreliert direkt mit der Anzahl an le-
benden, metabolisch aktiven Zellen in Kultur und lasst damit Rickschlusse auf
deren Viabilitat zu.

In den nachfolgenden Experimenten wurden PBMCs eines CLL-Patienten zu je
5x10% in 100 pl Endvolumen in einer weiBen 96-well Flachbodenplatte fiir 72
Stunden in An- oder Abwesenheit von Ibrutinib bzw. Idelalisib, BAFF, Belimu-
mab oder einem Isotyp-Kontrollantikdrper kultiviert, wobei BAFF zunachst mit
dem jeweiligen Antikorper fur eine Stunde bei Raumtemperatur vorinkubiert
wurde. Daran anschliefend wurden 100 pl des CellTiter-Glo® Reagens hinzuge-
fugt und die Zellviabilitat nach etwa 15 Minuten Inkubation unter Verwendung
des GloMax® 96 Microplate Luminometer von Promega bestimmt. Die Messun-
gen wurden in drei technischen Replikaten durchgefihrt.

2.2.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wurde sowohl zur Identifizierung bestimmter Oberfla-
chenmolekule auf CLL-Zellen als auch zur Detektion von apoptotischen Zellen
verwendet. Hierzu wurden fluoreszenzmarkierte Antikorper, welche spezifisch
an bestimmte Zielmolekulle auf bzw. innerhalb der untersuchten Zellen binden,
sowie fluoreszierende Farbstoffe verwendet. Hierdurch konnten gezielt CLL-
Zellen analysiert und anhand ihrer Viabilitat unterschieden werden. Die Mes-
sungen wurden sowohl mit dem BD FACS Canto™ Il als auch mit dem BD
LSRFortessa™ durchgefiihrt und anschlieBend mit dem Analyse-Programm
FlowJo v10.4.1 ausgewertet.
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Die Grundlage fur durchflusszytometrische Messungen stellt die Erzeugung
eines Stroms aus einzeln hintereinander angeordneten Zellen dar, die mit hoher
Geschwindigkeit einen Laserstrahl passieren. Dieser regt die verwendeten fluo-
reszierenden Farbstoffe an, wobei ein Fluoreszenzsignal bestimmter Wellen-
lange emittiert wird. Dieses wird nach Durchlauf eines komplexen Systems be-
stehend aus Polarisationsfiltern und Spiegeln von einem Detektor empfangen
und in ein digitales Signal Ubersetzt, welches in Abhangigkeit vom verwendeten
Farbstoff eine Differenzierung der Zellen zulasst. Schon das emittierte Streulicht
der Zellen allein ermoglicht eine grobe Einordnung derselben hinsichtlich ihrer
Grolde (Vorwartsstreulicht, FSC = forward scatter) und Granularitat (Seitwarts-
streulicht, SSC = side scatter).

2.2.2.1 Differenzierung zwischen lebenden, apoptotischen und toten Zel-
len mittels TMRE und 7-AAD

Zur Unterscheidung von apoptotischen und lebenden Zellen wurde das TMRE-
Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit von Thermo Fisher Scientific ver-
wendet. TMRE ist ein roter Farbstoff, welcher die Zellmembran durchdringen
und sich aufgrund seiner positiven Ladung innerhalb intakter und funktionsfahi-
ger Mitochondrien anreichern kann. Wahrend der Apoptose kommt es zu einer
Depolarisierung der inneren mitochondrialen Membran, was mit einem Verlust
des Membranpotentials einhergeht. Eine Akkumulation des Farbstoffes inner-
halb des Mitochondriums ist daher nicht mehr maoglich. Der Farbstoff 7-AAD
hingegen dringt in tote Zellen ein und interkaliert hier die DNA. Dies ermdglicht
eine Unterscheidung der Zellen anhand ihrer Viabilitat: Lebende Zellen kdnnen
somit als TMRE*/7-AAD-, apoptotische Zellen als TMRE/7-AAD" charakterisiert
werden, wohingegen sowohl tote als auch nekrotische Zellen als TMRE/7-
AAD* beschrieben werden konnen.

Zu diesem Zweck wurden PBMCs von jeweils einem ausgewahlten CLL-
Patienten zu je 3x108 Zellen in 1 ml PBMC-Medium in 24-well Zellkulturplatten
uberfuhrt und zunachst mit BAFF, welches mit Belimumab oder einem Isotyp-

Kontrollantikdrper fur eine Stunde bei Raumtemperatur vorinkubiert wurde, ver-
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setzt. Nach einer Inkubation von 24 Stunden wurde die Zugabe der genannten
Substanzen wiederholt und durch das Hinzufigen von Ibrutinib bzw. Idelalisib
komplettiert. Die auf diese Art behandelte Zellsuspension inkubierte daraufhin
fur weitere 48 bzw. 72 Stunden im Falle von Ibrutinib bzw. Idelalisib im Brut-
schrank. Nach Entnahme der Zellen und Uberflihrung in eine 96-well Zellkultur-
platte wurden diese mit den direkt markierten Antikorpern CD3-Pacific Blue
(1:200), CDb5-Allophycocyanin (1:100) und CD19-Fluoresceinisothiocyanat
(1:100) in PBS fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einmaligem Wa-
schen der Zellen mit PBS wurden diese jeweils mit 100 pl TMRE in einer Kon-
zentration von 50 nM fur 20 Minuten im Brutschrank gefarbt. Diese wurden da-
raufhin erneut mit PBS gewaschen und zu je 100 yl in FACS-Puffer aufgenom-
men. AbschlieRend erfolgte die Zugabe von 7-AAD in einer Verdinnung von
1:100.

2.2.2.2 Bestimmung der Caspase-3-Aktivitat

Caspasen spielen als Exekutive der Zelldegradation im Rahmen der Apoptose
eine essentielle Rolle. Die Aktivitat der Caspase-3, welche innerhalb dieser En-
zymkaskade eine zentrale Stellung einnimmt, dient stellvertretend in dem hier
beschriebenen experimentellen Setting als Parameter fur das Ausmald der
Apoptose von CLL-Zellen. Die Aktivitat des Enzyms wurde durchflusszytome-
trisch durch Antikorper, welche die aktive Form der Caspase-3 innerhalb von
Zellen detektieren, bestimmt.

PBMCs eines jeweils bestimmten CLL-Patienten wurden hierzu zu je 2 x 10°
Zellen in 400 pl Volumen in 24-well-Zellkulturplatten gegeben und zunachst mit
BAFF, welches mit Belimumab oder einem Isotyp-KontrollantikGrper fur eine
Stunde bei Raumtemperatur vorinkubiert wurde, fur 24 Stunden kultiviert. An-
schlielend erfolgte die erneute Zugabe der genannten Substanzen und der
small molecule inhibitors Ibrutinib bzw. Idelalisib. Nach weiteren 24 Stunden
wurden die Zellen aus der Zellkulturplatte entnommen, mit PBS gewaschen und
anschlie3end in 200 pl PBS in 96-well-Zellkulturplatten Gberfuhrt. Die nachsten

Schritte folgten dem Standardprotokoll fur intrazellulare FACS-Farbungen.
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Zunachst wurde eine Unterscheidung von (I) lebenden und bereits toten Zellen
sowie (ll) die Identifizierung der CLL-Zellpopulation anhand ihrer typischen
Oberflachenmarker durchgefuhrt. Hierzu wurden die Zellen mit einer Mischung
aus Fixable Aqua (1:1000 in PBS) und den direkt markierten Antikdrpern CD3-
Pacific  Blue  (1:200),  CD5-Phycoerythrin ~ (1:100) sowie @ CD19-
Fluoresceinisothiocyanat (1:100) fur 30 Minuten in PBS auf Eis im Dunkeln in-
kubiert. Nach dem anschlieRenden Waschen mit PBS wurden die gefarbten
Zellen fixiert und permeabilisiert, indem sie mit der Losung Cytofix/Cytoperm
versetzt wurden. Hierzu wurden die Zellen erneut fur 30 Minuten auf Eis im
Dunkeln belassen und anschliefend mit der Losung Perm/Wash gewaschen.
AbschlieRend erfolgte die Zugabe des direkt gefarbten Antikorpers Anti-Active
Caspase-3 Alexa Fluor 647 (1:50), woraufhin die Zellen fur eine weitere Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Nach einem erneuten Waschschritt mit
Perm/Wash wurden die Zellen schliellich in FACS-Puffer in einem Volumen
von 200 pl aufgenommen, in FACS-Rohrchen Uberfuhrt und innerhalb von 24

Stunden analysiert.

2.2.2.3 Bestimmung apoptotischer und toter Zellen unter Kokulturbedin-

gungen mittels AnnexinV/7-AAD

Eine Mdoglichkeit zur Detektion von apoptotischen Zellen, insbesondere in fru-
hen Stadien der Apoptose, stellt AnnexinV dar, welches an Phosphatidylserin
bindet, ein Molekul, das physiologisch auf der Innenseite der Zellmembran ex-
primiert wird, im Zuge der Apoptose jedoch auf der Zelloberflache zu finden ist.

Zellen der Kokultur wurden in An- oder Abwesenheit von Belimumab oder eines
Isotyp-KontrollantikGrpers mit Ibrutinib oder Idelalisib fur 72 Stunden inkubiert.
Daraufhin erfolgte die Entnahme der PBMC maglichst ohne Beschadigung des
gebildeten Monolayers aus ausgesaten Stromazellen, indem diese unter Ver-
wendung des Minishakers vorsichtig vom gebildeten Zellrasen gelost und an-
schlielend langsam abpipettiert wurden. Die erhaltenen Zellen wurden gewa-
schen und mit FACS-Puffer, versetzt mit humanem IgG, fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte die Farbung der Zellen mit direkt markier-
ten Antikorpern (CDS-Phycoerythrin (1:100), CD19-Allophycocyanin eFluor780



Materialien und Methoden 44

(1:100), CD45-Allophycocyanin (1:50)) fur 15 Minuten im Dunkeln bei Raum-
temperatur. Nach dem Waschen der Zellen wurden diese zu je 50 pl in An-
nexinV-Fluoresceinisothiocyanat in einer Verdinnung von 1:50 aufgenommen,
in FACS-Rohrchen Uberfuhrt und far 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dun-
keln inkubiert. Daran anschlieRend wurden 50 pl einer 1:50 Verdunnung von 7-
AAD zu den Zellen gegeben und diese dann mit 100 pl des AnnexinV Binding
Buffers auf ein Gesamtvolumen von 200 ul aufgefullt. Die Proben wurden in-

nerhalb von ein bis zwei Stunden gemessen.

2.2.3 Statistische Auswertung

Zur Untersuchung einer vorliegenden Normalverteilung der ermittelten Daten-
satze wurde zunachst ein Shapiro-Wilk-Test durchgefuhrt. Hieran anknupfend
wurde bei Vorliegen einer Normalverteilung auf eine RM one-way ANOVA zu-
ruckgegriffen. Bei nicht-normalverteilten Daten wurde ein Friedman’s test an-
gewandt. Statistisch signifikante Unterschiede wurden flr ein Signifikanzniveau
p < 0,05 angenommen und in den entsprechenden Abbildungen mit einem ,**

gekennzeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss von Ibrutinib und Idelalisib auf zellulare ATP-Level als Surro-
gatparameter fiir die Viabilitat von CLL-Zellen in vitro

Zur ldentifizierung adaquater Konzentrationen an Ibrutinib und Idelalisib fur die
weiteren in vitro Untersuchungen wurden zunachst Dosistitrationen durchge-
fuhrt, wobei die zellularen ATP-Level der behandelten CLL-Zellen zur jeweiligen
Konzentration des TKIs in Relation gesetzt wurden. Hierzu wurde der CellTiter-
Glo® Luminescent Cell Viability Assay verwendet. Sowohl fir lbrutinib als auch
fur Idelalisib wurden PBMC von jeweils 10 CLL-Patienten ansteigenden Kon-
zentrationen des jeweiligen Therapeutikums fur 72 Stunden ausgesetzt und im
Anschluss daran ATP-Level bestimmt. Um eine Vergleichbarkeit Uber mehrere
Patienten hinweg trotz der jeweiligen Donorvariabilitat zu ermdglichen, wurden
hier und in nachfolgenden Untersuchungen die Ergebnisse der jeweils unbe-
handelten Zellen auf 100% gesetzt und davon ausgehend die Effekte einer In-
tervention durch Berechnung der relativen ATP-Level erhoben. Es zeigte sich
eine Abnahme der relativen ATP-Level mit ansteigenden Konzentrationen an
Ibrutinib bzw. ldelalisib. Sowohl mit Ibrutinib als auch mit Idelalisib konnte mit
einer Konzentration von 500 nM eine deutliche Reduktion der relativen ATP-
Level erzielt werden. Konkret verringerten Ibrutinib sowie ldelalisib die ATP-
Level der CLL-Zellen um durchschnittlich 37% bzw. 33%, so dass zur Behand-
lung von CLL-Zellen in den darauffolgenden Experimenten die beiden TKils in
dieser oder einer hoheren Konzentration eingesetzt wurden (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Dosistitration von Ibrutinib und Idelalisib mit primaren CLL-Zellen. PBMCs
von CLL-Patienten (n=10; mindestens 80% CD5*/CD19* Zellen im peripheren Blut) wurden mit
ansteigenden Konzentrationen an Ibrutinib (a) bzw. Idelalisib (b) behandelt und fiir 72 Stunden
inkubiert. AnschlieRend wurden zelluldre ATP-Level mithilfe des CellTiter-Glo® Luminescent
Cell Viability Assay ermittelt. Dargestellt sind kombinierte Daten unter Angabe des arithmeti-
schen Mittels sowie der Standardabweichung als relative ATP-Level bezogen auf unbehandelte
Zellen des entsprechenden Patienten, welche in jedem Datensatz auf 100% gesetzt wurden.
Statistisch signifikante Unterschiede (Friedman'’s test, p < 0,05) sind mit * gekennzeichnet und
beziehen sich auf unbehandelte CLL-Zellen.

Da Idelalisib gemal} der aktuellen Leitlinie zur Therapie der CLL nur in Kombi-
nation mit dem CD20-Antikdrper Rituximab zugelassen ist, wurde im Folgenden
untersucht, ob die Kombination mit dem Antikorper den Einfluss von Idelalisib
auf die zellularen ATP-Level beeinflusst. Hierbei wurde deutlich, dass sich die
Anwesenheit von Rituximab nicht auf den Effekt von Idelalisib in vitro auswirkt
(Abbildung 2).
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Abbildung 2: Dosistitration von Idelalisib in An- und Abwesenheit von Rituximab mit
primaren CLL-Zellen. PBMCs von CLL-Patienten (n=10; mindestens 80% CD5*/CD19" Zellen
im peripheren Blut) wurden mit Rituximab (10 pg/ml) allein oder mit ansteigenden Konzentratio-
nen an lIdelalisib versetzt und fur 72 Stunden inkubiert. Anschlielend wurden die zellularen
ATP-Level mithilfe des CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay ermittelt. Dargestellt sind
kombinierte Daten unter Angabe des arithmetischen Mittels sowie der Standardabweichung als
relative ATP-Level bezogen auf unbehandelte Zellen des entsprechenden Patienten, welche in
jedem Datensatz auf 100% gesetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede (Friedman’s

test, p < 0,05) sind mit * gekennzeichnet und beziehen sich auf unbehandelte CLL-Zellen.

Um die direkte Wirkung von Ibrutinib und Idelalisib auf PBMCs von CLL-
Patienten weiter zu untersuchen, wurde die Induktion von Mechanismen des
programmierten Zelltodes mittels Durchflusszytometrie analysiert. CLL-Zellen
wurden entweder durch Farbung mit dem Farbstoff TMRE oder intrazellular
durch Antikorper-basierte Detektion der aktiven Form der Caspase-3 unter-
sucht. In Ubereinstimmung mit den oben dargestellten Ergebnissen kam es
auch hier unter Behandlung mit Ibrutinib bzw. Idelalisib konzentrationsabhangig
zu einer relativen Verringerung des Anteils an CLL-Zellen mit einem intakten
mitochondrialen Membranpotential (Verringerung in Abhangigkeit von der ver-
wendeten |brutinib-Konzentration auf 67% bzw. 39% sowie fur Idelalisib auf
72% bzw. 58%). Zudem konnte eine Aktivierung von Caspase-3, welche zentral
in den Vorgang der Apoptose eingebunden ist, durch beide Therapeutika nach-
gewiesen werden, was mit Vorarbeiten von Herman et al. Ubereinstimmt (Zu-

nahme nach Behandlung mit Ibrutinib oder Idelalisib um etwa 44% bzw.
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30%).8283 Die beobachteten Effekte schienen fiir Ibrutinib, verglichen mit Idela-
lisib, ausgepragter zu sein (Abbildung 3). So konnte in der TMRE-Farbung
(Abbildung 3A) bei identischen Konzentrationen fur beide TKls eine Reduktion
der CLL-Zellen mit einem intakten mitochondrialen Membranpotential im Falle
von Ibrutinib von 43,9% auf 27,7% beobachtet werden, wahrend durch Idelalisib
eine Reduktion auf 31,8% erfolgte. Auch die Untersuchung der Caspase-3-
Aktivitat (Abbildung 3B) zeigte mit einer Steigerung von 7,9% auf 51,7% fur
Ibrutinib eine um ca. 10% starkere Induktion des Enzyms verglichen mit Idelali-

sib, mit welchem ein Anstieg auf 38,1% beobachtet wurde.
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Abbildung 3: Einfluss von Ibrutinib und Idelalisib auf das mitochondriale Membranpoten-
tial und die Caspase-3-Aktivitdt von primaren CLL-Zellen. PBMCs von CLL-Patienten wur-
den mit Medium bzw. lbrutinib oder Idelalisib wie angegeben versetzt und fir 24 (Caspase-3)
bzw. 48 (Ibrutinib, TMRE) oder 72 (Idelalisib, TMRE) Stunden inkubiert. Die Abbildung zeigt
exemplarisch eine TMRE (a) und eine Caspase-3-Farbung (b) von Kulturen eines Patienten.
Diese Ergebnisse sind reprasentativ flir Ergebnisse, die aus 5 Patientenkulturen gewonnen
wurden. Abgebildet ist der prozentuale Anteil der jeweils untersuchten Zellpopulation bezogen

auf CD3-negative, CD5- sowie CD19-positive Zellen.
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3.2 Einfluss von BAFF auf zellulare ATP-Level, mitochondriales Memb-
ranpotential und Caspase-3-Aktivierung von CLL-Zellen in Gegenwart
der TKis Ibrutinib und Idelalisib

Wie in Vorarbeiten von Wild et al. und Schmidt et al. gezeigt werden konnte,
steigert BAFF dosisabhangig die metabolische Aktivitat von CLL-Zellen in vitro.
Dieser Effekt erscheint ab einer Konzentration von 100 ng/ml besonders aus-
gepragt, wobei bereits ab etwa 500 ng/ml eine Sattigung erreicht wird, sodass
es auch bei hoheren Konzentrationen nicht mehr zu einer signifikanten Zunah-

me des untersuchten Parameters kommt.196.197

Hierauf basierend wurde analysiert, ob und inwiefern sich BAFF auf die durch
Ibrutinib und ldelalisib vermittelte Reduktion der ATP-Level auswirkt. Auf Grund-
lage der durchgefuhrten Dosistitrationen wurden PBMCs von funf CLL-
Patienten zu diesem Zweck mit jeweils zwei verschiedenen Konzentrationen
von lIbrutinib und ldelalisib behandelt und gleichzeitig mit ansteigenden Kon-
zentrationen BAFF versetzt. Die ATP-Level wurden unter Verwendung des
CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay nach 72 Stunden Inkubations-
zeit gemessen. Wie die Ergebnisse dieses Versuchs zeigen, kann der Einfluss
von lbrutinib bzw. Idelalisib auf die zellularen ATP-Level der CLL-Zellen durch
BAFF dosisabhangig verhindert werden. Durch Ibrutinib oder Idelalisib kam es
zu einer Reduktion der relativen ATP-Level auf 61%, wohingegen BAFF in einer
Konzentration von 500 ng/ml diese Effekte nahezu vollstandig aufheben konnte
(Relative ATP-Level von 100% far Ibrutinib bzw. 90% fur Idelalisib).
Dieser protektive Effekt von BAFF, obgleich bei beiden Konzentrationsstufen
erkennbar, zeigte sich ausgepragter bei der niedrigeren Konzentration des ein-
gesetzten TKis. (Abbildung 4).
Um ausschlieRen zu konnen, dass Rituximab die Wirkung von BAFF in vitro
einschrankt, wurde fur Idelalisib das Vorgehen in Anwesenheit des CD20-
Antikorpers wiederholt. Hieraus ging hervor, dass BAFF, unabhangig von der
Anwesenheit von Rituximab, die therapeutische Wirkung des TKiIs teilweise o-
der vollstandig aufhebt (Abbildung 4C).
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Abbildung 4: Einfluss von BAFF auf die Suszeptibilitat von CLL-Zellen gegeniiber den
TKis Ibrutinib und Idelalisib. PBMCs von CLL-Patienten (n=5; mindestens 80% CD5*/CD19*
Zellen im peripheren Blut) wurden mit zwei Konzentrationen lbrutinib (500 nM, a; 2,5 pM, d)
oder Idelalisib (500 nM, b; 12,5 uM, €) versetzt. Zusatzlich wurden PBMCs von CLL-Patienten
mit Idelalisib (500 nM) und Rituximab (10 pg/ml) behandelt (c). Es erfolgte die Zugabe von
BAFF in ansteigenden Konzentrationen. Nach einer Inkubation von 72 Stunden wurde die zellu-
laren ATP-Level mithilfe des CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay bestimmt. Darge-
stellt sind kombinierte Daten unter Angabe des arithmetischen Mittels sowie der Standardab-
weichung als relative ATP-Level bezogen auf unbehandelte Zellen des entsprechenden Patien-
ten, welche in jedem Datensatz auf 100% gesetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede
(RM one-way ANOVA, p < 0,05) sind mit * gekennzeichnet. Abbildungen modifiziert nach Tand-

ler et al.’®®
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Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde in den darauffolgenden Experimenten
vereinfachend auf eine Kombination mit Rituximab verzichtet.

Hieran anknupfend wurden durchflusszytometrische Messungen durchgeflhrt,
die den Einfluss von BAFF sowohl auf die Intaktheit des mitochondrialen Mem-
branpotentials als auch auf die Caspase-3-Aktivitat der behandelten CLL-Zellen
untersuchten. Zu diesem Zweck wurden CLL-Zellen, die in Anwesenheit von
BAFF mit Ibrutinib oder Idelalisib inkubiert wurden, anschlieffend entweder mit
TMRE und 7-AAD oder mit dem spezifisch gegen die aktive Form der Caspase-
3 gerichteten Antikorper gefarbt. Es zeigte sich erneut sowohl fur Ibrutinib als
auch fur ldelalisib in Gegenwart von BAFF eine nahezu vollstandige Neutralisa-
tion des therapeutischen Effektes. So wurde mithilfe von TMRE-Farbungen ge-
zeigt, dass es durch Ibrutinib bzw. Idelalisib zu einer Verringerung des Anteils
an CLL-Zellen mit intaktem mitochondrialen Membranpotential um etwa 20%
bzw. 13% kam. Nach Zugabe von BAFF stieg dieser Anteil um etwa 15% bzw.
12%. Untersuchungen zur Caspase-3-Aktivierung durch Ibrutinib oder Idelalisib
belegten eine Induktion des Enzyms in 25% bzw. 15% der CLL-Zellen, wohin-
gegen in Anwesenheit von BAFF dieser Effekt um etwa 20% bzw. 12% redu-
ziert wurde, sodass die schutzende Wirkung von BAFF auch in diesem experi-
mentellen Setting nachgewiesen werden konnte (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Einfluss von BAFF auf die Intaktheit des mitochondrialen Membranpotenti-
als und die Caspase-3-Aktivitat von primdren CLL-Zellen in Gegenwart von lbrutinib und
Idelalisib. PBMCs von CLL-Patienten wurden in An- oder Abwesenheit von BAFF (500 ng/ml)
fir 24 Stunden vorinkubiert und anschlieRend mit Ibrutinib oder Idelalisib (jeweils 10 uM, a; 10
MM fir Ibrutinib bzw. 50 uM fir Idelalisib, b) in Gegenwart oder Abwesenheit von BAFF fir wei-
tere 24 (Caspase-3) bzw. 48 (lbrutinib, TMRE) oder 72 (Idelalisib, TMRE) Stunden inkubiert.
Anschliefend wurde durchflusszytometrisch das mitochondriale Membranpotential mittels
TMRE/7-AAD (a) bzw. die Caspase-Aktivitat (b) analysiert. Exemplarisch wird ein reprasentati-
ves aus mindestens finf gleichartigen Experimenten dargestellt. Gekennzeichnet ist der prozen-
tuale Anteil der jeweils untersuchten Zellpopulation bezogen auf CD3-negative, CD5- sowie

CD19-positive Zellen. Abbildungen modifiziert nach Tandler et al.'%
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3.3 Einfluss von Belimumab auf die durch BAFF beeinflusste zellulare Ak-

tivitat von CLL-Zellen unter Behandlung mit Ibrutinib und Idelalisib

Basierend auf Erkenntnissen von Wild et al. und Schmidt et al., welche die
BAFF-neutralisierende Wirkung des Antikorpers Belimumab anhand der Stoff-
wechselaktivitat von CLL-Zellen, die mit BAFF inkubiert wurden, nachweisen
konnten, sollte nachfolgend evaluiert werden, ob Belimumab ebenso den zuvor
gezeigten schiutzenden Effekt von BAFF bei der Behandlung mit Ibrutinib oder
Idelalisib aufheben kann.'96.197

Zu diesem Zweck wurden im ersten Schritt PBMCs von CLL-Patienten mit Ibru-
tinib bzw. Idelalisib in An- oder Abwesenheit von BAFF, Belimumab oder einem
Isotyp-Kontrollantikorper inkubiert. Nach 72 Stunden erfolgte die Bestimmung
von ATP-Level mittels CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass, im Einklang mit den bisherigen Erkennt-
nissen, die durch den jeweiligen TKI bedingte Verringerung der zellularen ATP-
Level durch Anwesenheit von BAFF nahezu vollstandig aufgehoben wurde.
Konkret reduzierte Ibrutinib bzw. Idelalisib die ATP-Level der CLL-Zellen ge-
messen im CTG-Assay auf durchschnittlich 62%. Durch die Anwesenheit von
BAFF wurde dieser Effekt verhindert, was sich in relativen ATP-Level von unge-
fahr 96% fur Ibrutinib bzw. 98% fur Idelalisib widerspiegelte. Durch Hinzugabe
von Belimumab konnte jedoch der protektive Effekt von BAFF neutralisiert wer-
den. Auf diese Weise kam es, verglichen mit der Kontrollgruppe, zu einer er-
neuten Abnahme der relativen ATP-Level um durchschnittlich 31% fur mit Ibru-
tinib behandelte bzw. um 36% fur mit Idelalisib behandelte CLL-Zellen. Dieser
Vorgang zeigte sich spezifisch fur Belimumab, ein irrelevanter Isotyp-
Kontrollantikdrper hingegen hatte keinen Einfluss (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Einfluss der BAFF-Neutralisation durch Belimumab auf das Ansprechen
von CLL-Zellen auf Behandlung mit Ibrutinib bzw. Idelalisib. PBMCs von CLL-Patienten
(n=10; mindestens 80% CD5*/CD19" Zellen im peripheren Blut) wurden mit Ibrutinib (500 nM; a
und c) bzw. Idelalisib (500 nM; b und d) versetzt. In den einzelnen Behandlungsgruppen erfolg-
te die Zugabe von BAFF (500 ng/ml) in An- oder Abwesenheit von Belimumab (10 pg/ml) oder
einem Isotyp-Kontrollantikérper (10 pug/ml). Nach einer Inkubation von 72 Stunden wurden die
zellularen ATP-Level mithilfe des CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay bestimmt.
Dargestellt sind exemplarische Daten eines Spenders (a und b) sowie kombinierte Daten (c und
d) unter Angabe des arithmetischen Mittels und der Standardabweichung als relative ATP-Level
bezogen auf unbehandelte Zellen des entsprechenden Patienten, welche in jedem Datensatz
auf 100% gesetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede (RM one-way ANOVA, p < 0,05)

sind mit * gekennzeichnet. Abbildungen modifiziert nach Tandler et al.’®®
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Im Anschluss daran sollte durchflusszytometrisch untersucht werden, inwiefern
eine Neutralisation von BAFF durch Belimumab die durch Ibrutinib und Idelalisib
induzierte Reduktion des Anteils an CLL-Zellen mit intaktem mitochondrialen
Membranpotential als Surrogatparameter fur Apoptose beeinflusst. Hierzu wur-
den PBMCs von CLL-Patienten jeweils mit einer Konzentration an Ibrutinib bzw.
Idelalisib in An- oder Abwesenheit von BAFF, Belimumab oder einem Isotyp-
Kontrollantikorper inkubiert. Nach 72 Stunden erfolgte eine Farbung mit TMRE
und 7-AAD. Hierbei wurde ersichtlich, dass es, in Analogie zu den bereits ge-
zeigten Ergebnissen, durch Ibrutinib und Idelalisib zu einer Reduktion der oben
beschriebenen CLL-Zellfraktion kam, verglichen mit unbehandelten Zellen auf
durchschnittlich 65% bzw. 80%. Unter dem Einfluss von BAFF zeigten sich die-
se deutlich unempfindlicher gegenuber der therapeutischen Wirkung beider
TKIls, sodass sich Messwerte von ungefahr 91% bzw. 95% ergaben. Durch Zu-
gabe des BAFF-neutralisierenden Antikorpers Belimumab konnte diese Resis-
tenz zumindest partiell Uberwunden werden, was sich in einer erneuten Reduk-
tion der CLL-Zellen mit intaktem mitochondrialen Membranpotential in Gegen-
wart von lbrutinib bzw. ldelalisib auf im Durchschnitt 74% bzw. 83% widerspie-
gelte (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Einfluss der BAFF-Neutralisation durch Belimumab auf die Intaktheit des
mitochondrialen Membranpotentials von CLL-Zellen unter Behandlung mit Ibrutinib bzw.
Idelalisib. PBMCs von CLL-Patienten (n=5) wurden mit BAFF (500 ng/ml) in An- oder Abwe-
senheit von Belimumab (10 pg/ml) oder eines Isotyp-Kontrollantikdrpers (10 pg/ml) fir 24
Stunden vorinkubiert. AnschlielRend erfolgte die Zugabe von Medium, Ibrutinib (10 uM; a und c)
bzw. Idelalisib (10 uM; b und d) in Gegenwart oder Abwesenheit von BAFF, wo angegeben in
Anwesenheit von Belimumab oder eines Isotyp-Kontrollantikdrpers. Das mitochondriale Memb-
ranpotential wurde durchflusszytometrisch mittels TMRE/7-AAD untersucht. Dargestellt sind
exemplarische Daten eines Spenders (a und b) als prozentualer Anteil der TMRE-positiven
Zellen bezogen auf CD3-negative, CD5- sowie CD19-positive Zellen sowie kombinierte Daten
(c und d) unter Angabe des arithmetischen Mittels und der Standardabweichung als Anteil
TMRE-positiver Zellen bezogen auf unbehandelte Zellen des entsprechenden Patienten, wel-
che in jedem Datensatz auf 100% gesetzt wurden. Statistisch signifikante Unterschiede (RM

one-way ANOVA, p < 0,05) sind mit * gekennzeichnet. Abbildungen modifiziert nach Tandler et
al.’®8
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Daran anknupfend wurde der Einfluss einer BAFF-Neutralisation durch
Belimumab auf das Ausmal} der Aktivitat einer der zentralen Effektorcaspasen
in mit Ibrutinib und Idelalisib behandelten CLL-Zellen untersucht. Dafur wurden
PBMCs von CLL-Patienten zunachst mit einer Konzentration an Ibrutinib bzw.
Idelalisib in An- oder Abwesenheit von BAFF, Belimumab oder einem Isotyp-
Kontrollantikdrper inkubiert. Nach 24 Stunden erfolgte die Bestimmung der
Caspase-3-Aktivitat durchflusszytometrisch unter Verwendung eines spezifisch
gegen die aktive Form des Enzyms gerichteten Antikorpers. Wie in den voran-
gegangenen Experimenten wurde auch hier die durch Ibrutinib oder Idelalisib
induzierte Aktivierung der Caspase-3 durch BAFF bis zu einem gewissen Aus-
maf limitiert. So kam es durch Behandlung mit Ibrutinib bzw. Idelalisib zu einer
Zunahme der Caspase-3-positiven Zellfraktion um ungefahr 15% bzw. 20%
(von 6% auf 21% bzw. 10% auf 31%). Dieser Effekt wurde durch BAFF um
durchschnittlich jeweils 10% verringert (11% bzw. 21% Caspase-3-Aktivitat). In
Anwesenheit von Belimumab wurde dieser schutzende Effekt aufgehoben
(Caspase-3-Aktivitat von 23% bzw. 35%) (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Einfluss der BAFF-Neutralisation durch Belimumab auf die Caspase-3-
Aktivitat von CLL-Zellen unter Behandlung mit Ibrutinib bzw. Idelalisib. PBMCs von CLL-
Patienten (n=5; mindestens 80% CD5*/CD19" Zellen im peripheren Blut) wurden mit BAFF
(500 ng/ml) in An- oder Abwesenheit von Belimumab (10 pg/ml) oder eines Isotyp-
Kontrollantikorpers (10 pg/ml) fir 24 Stunden vorinkubiert. Anschlie3end erfolgte die Zugabe
von Medium, Ibrutinib (10 uM; a und c) bzw. Idelalisib (50 uM; b und d) in An- oder Abwesen-
heit von BAFF, wo angegeben in Gegenwart von Belimumab oder eines Isotyp-
Kontrollantikorpers. Die Caspase-3-Aktivitdt wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Darge-
stellt sind exemplarische Daten eines Spenders (a und b) sowie kombinierte Daten (c und d)
unter Angabe des arithmetischen Mittels und der Standardabweichung als prozentualer Anteil
Caspase-3-positiver Zellen bezogen auf CD3-negative, CD5- sowie CD19-positive Zellen.
Statistisch signifikante Unterschiede (RM one-way ANOVA bzw. Friedman’s test, p < 0,05)

sind mit * gekennzeichnet. Abbildungen modifiziert nach Tandler et al.’®®
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3.4 Einfluss von Belimumab auf die Suszeptibilitat von CLL-Zellen gegen-

uber Ibrutinib und ldelalisib in einem Kokultur-Setting

Nachdem in den vorherigen Experimenten gezeigt werden konnte, dass
Belimumab das Ausmal} des direkten therapeutischen Effekts von lbrutinib und
Idelalisib auf CLL-Zellen, die in Kontakt mit BAFF gekommen sind, wiederher-
stellt und teilweise sogar steigert, sollte im Folgenden herausgearbeitet werden,
ob sich der BAFF-neutralisierende Antikorper ebenso forderlich auf den thera-
peutischen Effekt beider TKIs im Beisein des Microenvironments von CLL-
Zellen auswirken kann.

Hierzu wurde ein Kokultur-Setting etabliert, dessen Grundlage die humane
Knochenmarkstroma-Zelllinie HS-5 bildete, fur die eine BAFF-Expression und
-Freisetzung beschrieben ist.’® Nach Generierung eines intakten Monolayers
aus diesen Zellen wurden PBMC von CLL-Patienten hinzugegeben und darauf-
hin mit Ibrutinib bzw. Idelalisib in Kombination mit Belimumab oder einem Iso-
typ-Kontrollantikdrper behandelt. 72 Stunden spater wurden die auf diese Wei-
se kokultivierten CLL-Zellen durchflusszytometrisch mittels AnnexinV/7-AAD
analysiert. Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass es unter den beschrie-
benen Kulturbedingungen zu einer deutlichen Reduktion von AnnexinV-/7-AAD-
CLL-Zellen durch Ibrutinib bzw. Idelalisib kam. Wurden die beiden TKls zusatz-
lich mit Belimumab kombiniert, konnte eine weitere Zunahme der apoptotischen
Zellfraktion beobachtet werden, im Falle von Ibrutinib sogar um weitere 30%.
Fir Idelalisib erschien dieser additive Effekt nicht derart ausgepragt, wobei zu-
mindest eine Abnahme des Anteils AnnexinV/7-AAD" Zellen um weitere 10% im
Mittel festgestellt werden konnte. Diese Effekte waren spezifisch fur Belimum-
ab, ein irrelevanter Isotyp-KontrollantikOrper zeigte keinen Einfluss (Abbildung
9).
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Abbildung 9: Einfluss von Belimumab auf die Suszeptibilitit von CLL-Zellen unter Be-
handlung mit Ibrutinib bzw. Idelalisib in einem Kokultur-Setting. Zellen der humanen Kno-
chenmarkstroma-Zelllinie HS-5 wurden nach Ausbildung eines intakten Monolayers mit PBMCs
von CLL-Patienten fiir 72 Stunden mit Ibrutinib (a) oder Idelalisib (b) in An- oder Abwesenheit
von Belimumab oder eines Isotyp-Kontrollantikdrpers inkubiert. AnschlieRend erfolgte die durch-
flusszytometrische Bestimmung der Zellviabilitadt mittels AnnexinV/7-AAD. Dieses Ergebnis ist
reprasentativ flr Ergebnisse, die aus 3 Patientenkulturen gewonnen wurden. Abgebildet ist der
prozentuale Anteil der lebenden Zellpopulation (AnnexinV/7-AAD") bezogen auf CD3-negative,
CD5- sowie CD19-positive Zellen der jeweiligen Behandlungsgruppe unter Angabe des arithme-

tischen Mittels und der Standardabweichung.

Zusammenfassend legen die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse
nahe, dass das TNF-Familienmitglied BAFF eine wichtige Einflussgrof3e in der
zielgerichteten Behandlung der Chronisch Lymphatischen Leukamie darstellt.
BAFF scheint in der Lage zu sein, die Wirksamkeit der beiden TKIls Ibrutinib
und Idelalisib auf CLL-Zellen herabzusetzen, wenn nicht sogar aufzuheben.
Eine gezielte Neutralisation von BAFF und seiner Effekte erscheint daher aus
therapeutischer Sicht sinnvoll und vielversprechend und kann, wie hier gezeigt,
durch die Verwendung des Antikorpers Belimumab, erreicht werden. Auf diese
Weise kann das Ansprechen von CLL-Zellen auf die Therapie mit Ibrutinib so-
wie ldelalisib nicht nur wiederhergestellt, sondern deren Empfindlichkeit gegen-

uber beiden small molecule inhibitors potenziell sogar gesteigert werden.
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4. Diskussion

Die CLL ist ungeachtet ihrer Pravalenz und des intensiven Forschungsauf-
wands, mit welchem die Entwicklung neuartiger Behandlungsansatze verbun-
den ist, bis zum heutigen Tage medikamentds nicht vollstandig heilbar. Nichts-
destotrotz und gerade im Zuge der intensiven wissenschaftlichen Auseinander-
setzung mit dieser Leukamieform liel3 sich in den vergangenen Jahren ein Pa-
radigmenwechsel in der Standardtherapie, insbesondere im Hinblick auf be-
stimmte Hochrisiko-Formen sowie den Umgang mit Rezidiven der CLL, erzie-
len. Neuartige Pharmaka, welche im Gegensatz zu konventioneller Chemothe-
rapie nicht nur ein geringeres Nebenwirkungsprofil aufweisen, sondern durch
ihre Darreichungsform als Tabletten zusatzlich die Compliance der behandelten
Patienten steigern konnen, sind in den Mittelpunkt des Interesses
gerlickt.?588200 Hierzu zahlen neben dem neuesten, erst im Jahre 2016 in die
Leitlinien zur Behandlung der CLL aufgenommenen Vertreter Venetoclax die
beiden TKils Ibrutinib und Idelalisib. Diese konnten im Rahmen von klinischen
Studien bereits beachtliche therapeutische Erfolge erzielen und scheinen ins-
besondere bei Patienten, deren Leukamiezellen molekulare Marker aufweisen,
die mit einer schlechten Prognose assoziiert sind, der herkdmmlichen Chemo-
immuntherapie Uberlegen zu sein.86.87.201

Hanahan und Weinberg beschrieben bereits im Jahre 2000, dass die Malignitat
von Tumorzellen auf einigen wenigen zentralen Eigenschaften, die sie als
Krebszellen definieren und von gesunden Korperzellen abgrenzen, beruht. Die-
se werden als ,hallmarks of cancer” bezeichnet und konnen teilweise als An-
griffspunkte moderner Krebstherapie genutzt werden. So versucht der small
molecule inhibitor Venetoclax, die Resistenz der CLL-Zellen gegenuber dem
naturlichen Zelltod zu vermindern, indem das anti-apoptotische Protein Bcl-2
neutralisiert wird. Ibrutinib wie auch ldelalisib greifen dagegen an einem weite-
ren hallmark of cancer an.?%2 Konkret wird hierbei versucht, die Fahigkeit von
Tumorzellen, unabhangig von externen Wachstumssignalen zu proliferieren,
einzuschranken oder aufzuheben. Diese Eigenschaft der Tumorzellen wird
malfdgeblich durch die beiden Tyrosinkinasen BTK und PI3K ermdglicht, welche
entweder selbst konstitutiv aktiv oder als zentrale Schaltstellen in andere in den
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Leukamiezellen mutierte oder Uberaktivierte Signalwege involviert sind.203204
Interessanterweise gilt der PI3K-Signalweg als der am haufigsten mutierte Sig-
nalweg in humanen Tumoren, was dessen Bedeutung fur die Entstehung und
Aufrechterhaltung von Tumorerkrankungen im Allgemeinen unterstreicht.
Gleichzeitig wird auf diese Weise der potentielle Nutzen einer gezielten thera-
peutischen Ausschaltung dieses oder verwandter Signalwege, nicht nur im Hin-
blick auf die CLL, verdeutlicht.?%®> So sind Ibrutinib und Idelalisib neben der CLL
auch zur Behandlung weiterer Erkrankungen zugelassen. Hierzu zahlen neben
dem Morbus Waldenstrom verschiedene Formen von Lymphomen, wie das Fol-
likulare Lymphom oder das Mantelzelllymphom, seit Kurzem auch die chroni-
sche Graft-versus-Host-Reaktion, fur welche jedoch ausschlieRlich in den USA
eine Zulassung besteht.2%6 Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass den
beiden Enzymen BTK und PI3K, welche durch Ibrutinib und Idelalisib selektiv
inhibiert werden, auch in soliden Tumoren, wie dem Prostata-, Mamma- oder
Endometriumkarzinom, eine wichtige Rolle zukommt. Daher wird aktuell unter-
sucht, ob und inwiefern ein therapeutischer Nutzen durch beide small molecule
inhibitors bei diesen Erkrankungen zu erzielen ist.297:208

Trotz dieser insgesamt sehr vielversprechend erscheinenden Ergebnisse darf
nicht aulder Acht gelassen werden, dass es mit zunehmender Dauer der Be-
handlung zu einer allmahlichen Verringerung der therapeutischen Wirkung
kommt. Diese Tendenz stellt eine bekannte Herausforderung im Rahmen des
Einsatzes von Proteinkinaseinhibitoren dar, da u.a. auch CML-Patienten, wel-
che lange Zeit mit Imatinib behandelt werden, ab einem gewissen Zeitpunkt
nicht mehr von der zielgerichteten Therapie profitieren. Im Gegensatz zu den in
dieser Arbeit beleuchteten TKils, fur welche die verantwortlichen Resistenzme-
chanismen bislang nur unzureichend verstanden sind, konnten im Falle der
CML die auf molekularer Ebene stattfindenden Prozesse zumindest teilweise
identifiziert und so die Entwicklung neuartiger Behandlungsansatze vorange-
trieben werden.?%® Allerdings wird vermutet, dass neben Mutationen der Tyro-
sinkinasen selbst, welche die Bindung beider Therapeutika und damit die er-
wunschte Blockade beeinflussen, ebenso Signale aus dem Tumormikromilieu

zu einem geringeren Therapieansprechen beitragen konnen. So konnten Shin-



Diskussion 64

ners und McWilliams bereits nachweisen, dass durch BAFF Signale Uber den
alternativen NF-kB-Signalweg auch bei gleichzeitiger Inhibition der BTK vermit-
telt werden kénnen.210.211

Hieran anknupfend wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, in welchem
Ausmal das TNF-Familienmitglied BAFF, ein Faktor des Microenvironments
von CLL-Zellen'®®, die Behandlung mit lbrutinib bzw. Idelalisib beeinflusst und,
darauf aufbauend, ob eine Neutralisierung dieses Molekuls durch Verwendung
des Antikorpers Belimumab die Wirkung beider Substanzen verbessern kann.
Dies konnte die Brucke zu Vorarbeiten von Wild et al. und Schmidt et al. schla-
gen, im Rahmen welcher bereits gezeigt werden konnte, dass BAFF die Sus-
zeptibilitat von CLL-Zellen gegenuber NK-Zelllyse sowie dem Bcl-2-Inhibitor
Venetoclax verringert, durch Einsatz des Antikorpers Belimumab diese Effekte
von BAFF jedoch aufgehoben werden kénnen.97:212

Zu Beginn wurden zunachst fur Ibrutinib wie auch fur Idelalisib Dosistitrationen
durchgefuhrt, welche stellvertretend fur das allgemeine Therapieansprechen
eine Abnahme der Viabilitat von CLL-Zellen in vitro veranschaulichen sollten.
Hierzu wurden ATP-Level als Indikator fur die Aktivitat der Atmungskette be-
stimmt, welche eine Aussage Uber die Viabilitat von Zellen zulassen und hier-
Uber das Ausmal} des therapeutischen Effekts von Ibrutinib oder Idelalisib ein-
schatzbar machen. Fir Idelalisib wurde dies zusatzlich unter Hinzunahme des
CD20-Antikorpers Rituximab untersucht, wobei kein zusatzlicher therapeuti-
scher Effekt des Antikorpers beobachtet werden konnte. Dosisabhangig fuhrten
beide small molecule inhibitors zu einer Verringerung der zellularen ATP-Level,
wobei zwischen PBMCs verschiedener Spender grof3e Unterschiede hinsicht-
lich der erzielten Wirkung beider Therapeutika beobachtet wurden. Konkret
fuhrten Ibrutinib sowie Idelalisib bei einer Konzentration von 500 nM zu einer
signifikanten Reduzierung der ATP-Level der CLL-Zellen um durchschnittlich
37% bzw. 33%. Die im Rahmen pharmakokinetischer Analysen ermittelten ma-
ximalen Plasmakonzentrationen von Ibrutinib oder Idelalisib im menschlichen
Organismus betragen etwa 500 nM bzw. 4200 nM.2'32'4 Auch bei unphysiolo-
gisch hohen in vitro Konzentrationen, insbesondere fur Ibrutinib, konnte eine

Abnahme der ATP-Level als Surrogatparameter fur Viabilitat der CLL-Zellen
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lediglich auf nahezu die Halfte des Ausgangswertes erzielt werden. Fur Ibrutinib
oder |delalisib wurde hierbei bei der jeweils maximalen, von uns untersuchten
Konzentration (5000 nM bzw. 10000 nM) eine Verringerung der relativen ATP-
Level auf durchschnittlich 39% bzw. 46% beobachtet. Dies deckt sich mit be-
stehenden Vorarbeiten zur Pharmakokinetik der verwendeten TKls und steht im
Einklang mit der Vorstellung eines ,double face® der small molecule
inhibitors.2'5-2'® Demzufolge ist ihre direkte Zytotoxizitat auf Zellen und damit die
Induktion von Apoptose auf ein bestimmtes Ausmal begrenzt, wohingegen ein
weiterer, nicht zu vernachlassigender Anteil ihrer Wirkung auf die Storung des
Zusammenspiels mit dem Tumormikromilieu entfallt.8* Weiterhin ist fur Ibrutinib
eine halbmaximale inhibitorische Konzentration ICso von 0,5 nM bekannt.?'® In
der von uns durchgefuhrten Dosistitration beleuchteten wir einen Konzentrati-
onsbereich von 0,05 nM bis 5000 nM und erfassen somit ein Konzentrations-
spektrum, welches die ICsp sowie die im Menschen maximal erreichbare Plas-
makonzentration, die der von uns verwendeten Konzentration in CTG-Assays
entspricht, beinhaltet. Im Rahmen der von uns durchgefuhrten in vitro Experi-
mente konnte gezeigt werden, dass therapeutische Effekte erst bei hoheren
Konzentrationen in signifikantem Ausmal} zu finden sind (gemafld Abbildung 1
erst bei einer Ibrutinib-Konzentration von 25 nM), was auch von Cheng et al.
beschrieben wurde.??° Um ein optimales Read-Out gewahrleisten zu kdnnen,
wurden insbesondere in durchflusszytometrischen Untersuchungen mitunter
hohere Konzentrationen von Ibrutinib eingesetzt. Es konnte durchflusszytome-
trisch gezeigt werden, dass die behandelten CLL-Zellen nach Exposition ge-
genuber Ibrutinib oder Idelalisib tatsachlich Apoptose einleiten. Hierzu trugen
sowohl Analysen des mitochondrialen Membranpotentials als auch die Detekti-
on der Aktivitat der Caspase-3 bei. Gleichzeitig konnten im Rahmen unserer
Experimente Unterschiede zwischen den beiden TKiIs hinsichtlich ihrer Potenz,
Apoptose von CLL-Zellen zu induzieren, herausgearbeitet werden. Diese ist fur
Ibrutinib bei derselben oder gar geringeren Konzentrationen verglichen mit |-
delalisib starker ausgepragt, worauf bereits Erkenntnisse von Herman et al.
hindeuteten. So konnte in der TMRE-Farbung bei identischen Konzentrationen
fur beide TKils eine Verringerung der CLL-Zellen mit einem intakten mitochon-
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drialen Membranpotential um etwa 26% durch Ibrutinib und lediglich um 18% im
Falle von Idelalisib bestimmt werden. Auch die Untersuchung der Caspase-3-
Aktivitat ergab eine verglichen mit Idelalisib 10% starkere Aktivitat fur CLL-
Zellen, welche mit Ibrutinib behandelt wurden. Der Grund hierfur konnte in ab-
weichenden pharmakokinetischen und —dynamischen Eigenschaften beider
Therapeutika liegen: Im Gegensatz zu ldelalisib, welches lediglich als kompeti-
tiver Inhibitor der PI3K wirkt, legt Ibrutinib die BTK irreversibel still.2'®22! Ande-
rerseits konnten diese Effekte auch auf unterschiedliche Stellenwerte der jewei-
lig inhibierten Proteinkinase fiir den Zellmetabolismus und das Uberleben der
CLL-Zellen zurtickzufiihren sein.82.83

Aus Vorarbeiten war bereits bekannt, dass BAFF neben der Verringerung der
spontanen Apoptose von CLL-Zellen auch die Wirkung konventioneller
Chemotherapeutika, wie die von Chlorambucil oder Flavopiridol, schmalern
kann.84.185.189 Hieran anknipfend sollte im nachsten Schritt untersucht werden,
ob und inwieweit das Moleklul BAFF die therapeutische Wirkung von Ibrutinib
und ldelalisib auf CLL-Zellen beeintrachtigen kann. Zu diesem Zweck wurde
exogenes, rekombinant humanes BAFF in aufsteigenden Konzentrationen zu
CLL-Zellen, welche gleichzeitig mit Ibrutinib oder Idelalisib inkubiert wurden,
hinzugegeben. Tatsachlich konnte hierbei beobachtet werden, dass sich das
Ausmal der durch Ibrutinib und Idelalisib vermittelten Verringerung der zellula-
ren ATP-Level umgekehrt zur Menge an verwendetem BAFF verhielt, wobei
dessen schutzender Effekt gegenuber beiden TKls in etwa gleich stark ausge-
pragt war. Bereits bei BAFF-Konzentrationen von 1 ng/ml konnte ein geringeres
Ansprechen der CLL-Zellen auf beide verwendeten Therapeutika nachgewie-
sen werden. Maximale BAFF-vermittelte protektive Effekte wurden bei Konzent-
rationen zwischen 100 ng/ml und 500 ng/ml erreicht, welche teilweise eine voll-
standige Aufhebung der Wirkung von Ibrutinib oder Idelalisib auf CLL-Zellen
bewirkten.'%® Bei Kultivierung primarer CLL-Zellen mit Ibrutinib oder Idelalisib in
einer Konzentration von 500 nM konnte im Durchschnitt eine Reduktion der re-
lativen ATP-Level auf 61% festgestellt werden. Die Zugabe von BAFF in einer
Konzentration von 500 ng/ml verhinderte die Effekte der small molecule inhi-
bitors (Relative ATP-Level von 100% fur Ibrutinib bzw. 90% fur Idelalisib). Mit
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den verwendeten Mengen an BAFF in dieser Gro3enordnung zeigten sich die
von uns durchgefuhrten Experimente und deren Resultate konform zu Vorarbei-
ten von Novak und Kern, welche einen protektiven Effekt von BAFF gegenuber
Chemotherapeutika bei BAFF-Konzentrationen zwischen 100 ng/ml und 250
ng/ml ausmachen konnten.'®185 Die genauen Mechanismen, welche die
Grundlage fur die beschriebene Wirkung von BAFF auf unter Therapie stehen-
de CLL-Zellen bilden, sind weiterhin nur zum Teil verstanden. Wie bereits erlau-
tert, tragt die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs entscheidend zur Vermittlung
der physiologisch stattfindenden Effekte nach Bindung von BAFF an seine Re-
zeptoren bei. Ebenso konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung desselben
Signalwegs, insbesondere derjenigen Transkriptionsfaktoren, welche den alter-
nativen Teil dieser Signalkaskade bilden, auch fiir das verlangerte Uberleben
von CLL-Zellen in Anwesenheit von BAFF verantwortlich sind.???> Hier schlief3t
sich ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Proteine an, welche dazu
fuhren, dass der naturliche Zelltod umgangen werden kann und die Empfind-
lichkeit der CLL-Zellen gegenuber verschiedener Therapeutika reduziert wird.
Diese ,Flucht” der CLL-Zellen vor Apoptose als eines der hallmarks of cancer
findet ihre Fortsetzung in weiteren, auf molekularer Ebene stattfindenden Me-
chanismen, die ein Ungleichgewicht zwischen uberlebensfordernden und —
limitierenden Faktoren schaffen. Woodland et al. fanden heraus, dass nicht nur
das anti-apoptotische Protein Bcl-2, sondern auch das eng damit verwandte
Protein Mcl-1 in CLL-Zellen Uberexprimiert und mitunter verantwortlich fur die
verlangerte Uberlebenszeit von CLL-Zellen durch BAFF ist.?23 Beachtlich ist,
dass hierdurch nicht nur das bloRe Uberleben von CLL-Zellen geférdert wird,
vielmehr macht das vermehrte Vorkommen von Mcl-1 diese auch deutlich un-
empfindlicher gegenluber Chemotherapeutika wie Fludarabin oder Chlorambu-
cil.??* SchlieBlich scheint in diesem Kontext einer weiteren Proteinkinase, wel-
che das Uberleben peripherer B-Zellen reguliert, eine besondere Stellung zuzu-
kommen. Konkret handelt es sich um die Serin/Threonin-Proteinkinase Co
(PKC3), deren Anhaufung im Zellkern uber die Phosphorylierung bestimmter
Histone zur Apoptose beitragt und auf diese Weise Einfluss auf die Lebenszeit

von B Zellen nimmt. Es stellte sich heraus, dass durch BAFF weniger PKCé-



Diskussion 68

Molekile den Weg in den Zellkern finden und hieruber Signale zum Erhalt von
CLL-Zellen bevorzugt vermittelt werden.?2%

Als Schlussfolgerung des ersten Teils dieser Arbeit kann somit festgehalten
werden, dass BAFF tatsachlich die Behandlung von CLL-Zellen mit Ibrutinib
bzw. Idelalisib beeinflusst, da sich CLL-Zellen nach Kontakt mit BAFF deutlich
unempfindlicher gegenuber beiden TKls zeigen. Wie bereits zum Teil erlautert,
gelingt dies hauptsachlich durch eine Imbalance zwischen pro- und anti-
apoptotischen Faktoren, wodurch CLL-Zellen insgesamt, sei es in An- oder Ab-
wesenheit von Therapeutika, besser Uberleben konnen.

Der zweite Teil der Arbeit beschaftigt sich, nachdem BAFF als kritischer Ein-
flussfaktor in der Behandlung der CLL mit Ibrutinib oder Idelalisib identifiziert
werden konnte, mit dem Versuch der gezielten Neutralisierung der durch BAFF
vermittelten Effekte. Zu diesem Zweck wurde Belimumab, ein rekombinant her-
gestellter, monoklonaler, humaner Antikérper vom Typ IgG1A, verwendet und
hierunter die Wirksamkeit von lbrutinib und Idelalisib im Beisein von BAFF un-
tersucht. Dabei konnte zunachst durch die Messung intrazellularer ATP-Level
der CLL-Zellen gezeigt werden, dass Belimumab imstande ist, die protektive
Wirkung des exogen hinzugefligten BAFF vollstandig aufzuheben.'®® Die
durchschnittliche Steigerung der relativen ATP-Level um 35% durch BAFF in
Gegenwart der TKls konnte nach Zugabe von Belimumab nahezu wieder auf
das Ausgangsniveau reduziert werden. Dies konnte anschlieend in durch-
flusszytometrischen Analysen des mitochondrialen Membranpotentials und der
Caspase-3-Aktivitat bestatigt werden.'®® Nach Zugabe von exogenem BAFF
zeigte sich eine Steigerung von Zellen mit intaktem Membranpotential bzw. des
Anteils von CLL-Zellen mit Caspase-3-Aktivitat um mindestens 15% bzw. 10%.
Belimumab hingegen antagonisierte diesen Effekt und fluhrte zu einer Verringe-
rung an Zellen mit intaktem Membranpotential bzw. Steigerung der Caspase-3-
Aktivitat um mindestens 10%. Interessanterweise zeigten sich bei Analyse der
Caspase-3-Aktivitat bei gleichzeitigem Einsatz von TKI und Belimumab teilwei-
se hohere Effekte verglichen mit Zellen, die lediglich mit Ibrutinib oder Idelalisib
behandelt wurden. Dies konnte einen ersten Hinweis dafur liefern, dass

Belimumab nicht nur die Suszeptibilitat von CLL-Zellen gegenuber beiden TKiIs
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wiederherstellen kann, sondern CLL-Zellen sogar noch empfanglicher fur die
zielgerichtete Therapie macht. Diese Uberlegung wird ferner unterstiitzt durch
die im Rahmen unseres Kokultur-Settings erhaltenen Ergebnisse. Hierbei liel3
sich ein Vorteil des kombinierten Einsatzes von small molecule inhibitor und
Belimumab feststellen, welcher insbesondere flr Ibrutinib mit einer Steigerung
des apoptotischen Anteils an CLL-Zellen um weitere 30% sehr ausgepragt war.
Anhand dieser Ergebnisse lasst sich zusammenfassend die eingangs gestellte
Frage nach der Madoglichkeit einer wirksamen BAFF-Neutralisation durch
Belimumab zur Wiederherstellung der therapeutischen Wirksamkeit von Ibruti-
nib und Idelalisib eindeutig beantworten. Die Verwendung von Belimumab er-
moglicht nicht nur das Erreichen der ursprunglichen therapeutischen Wirkung
beider TKils, vielmehr konnte herausgearbeitet werden, dass die Wirksamkeit
der Kombinationstherapie diejenige der Einzelsubstanzen Ubersteigt.

Mit diesem abschlieRenden Resultat gelingt es dieser Arbeit, an bestehende
Vorarbeiten von Wild et al. und Schmidt et al. anzuknupfen und den Nutzen ei-
ner BAFF-Neutralisation auch fur das Feld der TKIs zu demonstrieren. Es konn-
te gezeigt werden, dass das TNF-Familienmitglied BAFF eine zentrale Rolle in
der Pathogenese der CLL, insbesondere im Hinblick auf Therapierefraktaritat,
einnimmt, da das Therapieansprechen sowohl der Erst- als auch Zweitlinienthe-
rapie zumindest in vitro maBgeblich negativ beeinflusst wird.'%® Daher erscheint
es sinnvoll, Therapeutika, welche das Zusammenspiel von BAFF und seinen
Rezeptoren unterbinden, in aktuell bestehende Therapieregimes zu integrieren.
Hierzu lieferten auch McWilliams et al. einen wertvollen Beitrag, welche den
Antikorper VAY-736, der gegen den BAFF-Rezeptor gerichtet ist, praklinisch
testeten und hierdurch die Wirksamkeit von Ibrutinib steigern konnten.?"’

Im nachsten Schritt gilt es, diese aus in vitro Experimenten gewonnenen Er-
kenntnisse im lebenden Organismus nachzuvollziehen und zu verifizieren. Ei-
nen vielversprechenden Anhalt fur die in vivo Wirksamkeit einer BAFF-
Neutralisation lieferten Enzler et al. bereits im Jahr 2009. Hierbei konnte die
Leukamielast in BAFF-transgenen Mausen, welche hohe Level an BAFF auf-
weisen, nach Applikation der Fusionsproteine BAFF-R-Fc bzw. BCMA-Fc signi-
fikant gesenkt werden, wobei die Effekte unter Verwendung von BCMA-Fc am
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starksten zur Geltung kamen.'® Weiterhin existieren Erkenntnisse aus einer
klinischen Phase-Ib-Studie, im Rahmen welcher Atacicept, ein rekombinantes
Fusionsprotein, welches die Bindungsdomane des TACI-Rezeptors aufweist,
auf experimenteller Basis Patienten, die an einer refraktaren Form oder einem
Rezidiv der CLL litten, appliziert wurde. Hierbei konnte unter Einsatz hoher Do-
sen dieses Therapeutikums eine Stabilitat oder teilweise sogar ein Ruckgang
der Erkrankung herbeigefiihrt werden.?2¢

Trotz dieser bestehenden Datengrundlage fehlt es bis heute an klinischen Stu-
dien, welche den Einfluss von Substanzen zur Neutralisierung des BAFF-
Effekts in Gegenwart etablierter Therapeutika zur medikamentdsen Behandlung
der CLL untersuchen. Ein exemplarischer Vertreter dieser Gruppe, welcher
hierfur besonders geeignet sein konnte, ist der Antikorper Belimumab, der
BAFF sowohl in l6slicher als auch in membrangebundener Form zu binden
vermag.'8 Dessen experimenteller Einsatz im Rahmen klinischer Studien zur
Behandlung von CLL-Patienten erscheint pradestiniert in Anbetracht der Tatsa-
che, dass viele pharmakokinetische Eigenschaften des Antikdrpers bereits be-
kannt sind, da zahlreiche Studien zur Identifizierung seiner Wirkung auf den
menschlichen Korper bis zum Erhalt der Zulassung zur Therapie des SLE be-
reits realisiert wurden. Ziel dieser Arbeit war es, durch die durchgefuhrten Expe-
rimente Belimumab praklinisch zu testen, um ihn als moglichen Kandidaten fur

zukunftige klinische Studien in Betracht ziehen zu konnen.

Die Durchfuhrung solcher Studien erscheint auf diesem Forschungsgebiet be-
sonders relevant, da die CLL als Erkrankung nur schwer ,im Reagenzglas® mo-
delliert werden kann. Zentral in der Pathogenese steht das Mikromilieu, welches
erst in den vergangenen Jahren allenfalls teilweise aufgeschlisselt und ver-
standen wurde. Nach aktuellen Vorstellungen besteht es aus einem komplexen
Gefluge aus verschiedenen Zellgruppen, welche bestimmte Adhasionsmolekule
exprimieren und spezifische Zytokine sowie Chemokine freisetzen. Aufgrund
dessen mussen die in den von uns durchgefuhrten Experimenten vorherr-
schenden Bedingungen als stark vereinfachtes Abbild der wirklichen Gegeben-

heiten angesehen werden. Betrachtet man die Serumkonzentrationen von
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BAFF in CLL-Patienten, so fallt vielleicht etwas Uberraschend auf, dass diese,
verglichen mit gesunden Personen, geringer ausfallen. Allerdings konnte auch
nachgewiesen werden, dass niedrigere BAFF-Serumkonzentrationen mit einem
klinisch schlechteren Verlauf der CLL einhergehen.'®%193 Dies Iasst die Vermu-
tung zu, dass freigesetztes BAFF entweder sofort von CLL-Zellen gebunden
wird oder grole Mengen an BAFF in Nischen, wie beispielsweise im Bereich
von Lymphknoten oder im Knochenmark, zu finden sind, welche mithilfe her-
kommlicher Blutuntersuchungen nicht erfasst werden konnen. Gerade deswe-
gen kann hier zum einfacheren Verstandnis versucht werden, die Umgebungs-
bedingungen der CLL-Zellen durch Zugabe von rekombinant humanem BAFF
zu imitieren.

Gleichzeitig wird auf diesem Weg ersichtlich, dass der hier verfolgte therapeuti-
sche Ansatz nur eine von vielen Moglichkeiten beschreibt, die CLL auf eine
neuartige Weise zu behandeln. Diese Tatsache verdeutlicht, dass die stetige
Entwicklung bisher noch unbekannter Behandlungsstrategien und deren kom-
binierter Einsatz notwendig sein moégen, um noch groRere therapeutische Erfol-
ge auf dem Gebiet der CLL zu erzielen. Hierzu kann neben der Entwicklung von
weiteren small molecule inhibitors, die noch selektiver wirken und so mit weni-
ger Nebenwirkungen vergesellschaftet sind, auch das Erkunden bisher voll-
standig unbekannter Herangehensweisen, wie beispielsweise eine Optimierung
der Erkennung der Leukamiezellen durch das Immunsystem, zahlen.??’ Die
Tatsache, dass die Immuntherapie, insbesondere der Einsatz von Antikdrpern
in Kombination mit neuartigen zielgerichteten Therapeutika, aktuell eine der
vielversprechendsten Therapiemodalitdten zur Behandlung der CLL darstellt,
wird durch neue Erkenntnisse aus der MURANO-Studie weiter untermauert. So
fuhrt die Gabe des neuesten Vertreters der small molecule inhibitors, Veneto-
clax, in Kombination mit dem CD20-Antikorper Rituximab bei refraktarer CLL
oder in der Rezidivsituation zu herausragenden Ergebnissen verglichen mit den
herkdmmlichen Therapieregimes.”® Belimumab als duales Therapeutikum, wel-
ches sowohl Effekte des Microenvironments durch gezielte Bindung von BAFF
blockieren als auch die Potenz von CD20-Antikdrpern, zumindest bei Autoim-

munerkrankungen, steigern kann, ohne mit diesen, wie unsere in vitro Experi-
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mente gezeigt haben, storend zu interferieren, besitzt ebenfalls das Potential,
sich in diese erfolgsversprechende Gruppe an Therapeutika einzureihen.?®

Die Immuntherapie ist somit gefragter denn je - welche Rolle genau der in die-
ser Arbeit thematisierten Vorgehensweise zukommt, gilt es in den sich im Pla-
nungsprozess befindlichen klinischen Studien zu ergrinden.
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5. Zusammenfassung

Die Chronisch Lymphatische Leukamie (CLL) stellt die haufigste Form der Leu-
kamie in westlichen Nationen dar und ist zum aktuellen Zeitpunkt medikamen-
tos in der Regel nicht heilbar. In der Behandlung kommen neben etablierten
Therapieschemata konventioneller Chemotherapeutika seit 2014 zielgerichtete
Medikamente (small molecule inhibitors) zum Einsatz. Diese Arbeit legt ihren
Fokus auf Ibrutinib und Idelalisib, Vertreter der Gruppe der Tyrosinkinaseinhibi-
toren (TKIs). Infolge der durch Ibrutinib und Idelalisib verursachten Blockade
der entsprechenden Zielenzyme Bruton-Tyrosinkinase (BTK) bzw. Phos-
phatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K), welche zentrale Schnittstellen im B Zell-
Rezeptor Signalweg bilden, wird das Zusammenspiel zwischen leukamischer
Zelle und ihrem protektiven umgebenden Mikromilieu gestért, was das Uberle-
ben der entarteten B Zellen deutlich reduziert.

Insbesondere in der Behandlung von Patientengruppen mit molekularem Risi-
koprofil konnten durch Einfuhrung dieser neuartigen Substanzen im Rahmen
mehrerer klinischer Studien beachtliche Erfolge erzielt werden. Nichtsdestotrotz
kommt es im Verlauf der Behandlung zu einer Einschrankung des Therapiean-
sprechens. Die fur die bereits beobachteten Resistenzen verantwortlichen Me-
chanismen sind bisher nur unvollstandig verstanden.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Rolle des physiologisch vor allem von
myeloischen Zellen produzierten und in der Entwicklung und Differenzierung
von B Zellen involvierten Tumornekrosefaktor (TNF)-Familienmitglieds B cell
activa-ting factor (BAFF), welches als zentrales Molekul im Zusammenhang mit
Autoimmunerkrankungen und B Zell-Malignomen beschrieben wurde. Die im
Rahmen dieser Dissertation erarbeiteten Ergebnisse legen nahe, dass BAFF
die Wirkung von Ibrutinib und Idelalisib auf CLL-Zellen einschrankt. Messungen
intrazellularer ATP-Level legten eine BAFF-vermittelte Steigerung um etwa 35%
nahe und zeigten damit eine praktisch vollstandige Aufhebung der therapeuti-
schen Wirkung beider TKIls. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass
Belimumab, ein monoklonaler Antikrper mit BAFF-neutralisierender Wirkung,
welcher seit 2011 zur Behandlung des Systemischen Lupus Erythematodes
(SLE) zugelassen ist, die durch BAFF vermittelte Resistenz von CLL-Zellen ge-
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genuber beiden Therapeutika aufhebt. Auf Grundlage von Untersuchungen int-
razellularer ATP-Level sowie durchflusszytometrischer Analysen des mito-
chondrialen Membranpotentials sowie der Caspase-3-Aktivitat bei Anwesenheit
von BAFF wurde durch Hinzugabe von Belimumab eine Zunahme der TKI-
vermittelten Effekte um durchschnittlich 10 bis 35% ermittelt. Diese praklini-
schen Ergebnisse sprechen fur einen kombinierten Einsatzes der TKls und dem
therapeutischen Antikorper Belimumab und bilden die Grundlage fur eine ge-
genwartig in Vorbereitung befindliche klinische Studie, in welcher diese Thera-

piekombination evaluiert werden soll.
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