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4   Zusammenfassung 

 Zusammenfassung 

 

Die Chronisch Lymphatische Leukämie (CLL) ist bis heute durch medikamentöse 

Maßnahmen nicht kurativ behandelbar. Zu einem Wandel in der CLL-Therapie 

führte im Jahr 2014 die Einführung zielgerichteter Therapeutika (small-molecule 

inhibitors). Im Zentrum dieser Arbeit stand ihr neuester Vertreter ABT-199, ein 

selektiver Inhibitor des antiapoptotischen Proteins BCL-2. In der CLL wird BCL-2 

typischerweise überexprimiert, was zum verlängerten Überleben der Tumor-

zellen beiträgt. Trotz der hohen Wirksamkeit von ABT-199 ist es wahrscheinlich, 

dass einige der behandelten Patienten im Laufe der Zeit ein schlechteres 

Therapieansprechen zeigen und Resistenzen entwickeln. Die zugrunde-

liegenden Mechanismen wurden bisher jedoch noch nicht erforscht. In dieser 

Arbeit konnte das TNF-Familienmitglied B cell activating factor (BAFF) als Faktor, 

welcher zu einem verminderten Ansprechen von CLL-Zellen gegenüber ABT-199 

führt, identifiziert werden. BAFF wird hauptsächlich von Zellen myeloischen 

Ursprungs exprimiert und spielt eine wichtige Rolle für die Reifung und das 

Überleben peripherer B Zellen. Eine dysregulierte BAFF-Expression trägt zur 

Pathophysiologie von Autoimmunerkrankungen und B Zell-Malignomen bei. Im 

Rahmen der durchgeführten Experimente wurde festgestellt, dass BAFF der 

ABT-199-induzierten Reduktion metabolischer Aktivität entgegenwirkt und CLL-

Zellen vor dem ABT-199-induzierten Zelltod schützt. Der Einsatz des zur 

Therapie des Systemischen Lupus Erythematodes (SLE) zugelassenen BAFF-

Antikörpers Belimumab verhinderte diese protektiven Effekte und stellte die 

Suszeptibilität der CLL-Zellen gegenüber der Behandlung mit ABT-199 wieder 

her. Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse erstens, dass BAFF in der Lage 

ist, Resistenz von CLL-Zellen gegenüber ABT-199 zu vermitteln. Zweitens liefern 

sie Hinweise darauf, dass der kombinierte Einsatz von Belimumab und ABT-199 

einen Vorteil gegenüber der alleinigen Therapie mit ABT-199 darstellen könnte. 

Schlussfolgernd können die Ergebnisse dieser Arbeit als experimentelle 

Grundlage für die weitere Überprüfung der Wirksamkeit dieser Kombinations-

therapie in zukünftigen klinischen Studien gesehen werden. 
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 Einleitung 

 

2.1 Chronisch Lymphatische Leukämie (CLL) 

 

Die Chronisch Lymphatische Leukämie (CLL) ist eine Erkrankung des 

lymphatischen Systems und zählt gemäß der Klassifikation der Weltgesund-

heitsorganisation (WHO) zur Gruppe der niedrig malignen Non-Hodgkin-

Lymphome (NHL). Der Begriff CLL beschreibt laut WHO stets eine Neoplasie von 

B Zellen, während die ehemalige T-CLL heute als T-Prolymphocyten Leukämie 

(T-PLL) klassifiziert wird.1 In den westlichen Ländern ist die CLL die häufigste 

leukämische Erkrankung des Erwachsenenalters. Sie macht ca. 30 % aller 

Leukämien und etwa 10 % aller NHL aus. In Deutschland erkranken jedes Jahr 

etwa fünf von 100.000 Personen an CLL. Männer sind häufiger als Frauen unter 

den Betroffenen (Verhältnis 2:1).2 Das durchschnittliche Alter der Patienten 

beträgt bei Diagnosestellung 71 Jahre und nur etwa 25 % der Erstdiagnosen 

betreffen Patienten, die jünger als 65 Jahre sind.3 Somit ist die CLL eine 

Erkrankung des fortgeschrittenen Lebensalters. Hohes Alter birgt zugleich das 

größte Risiko für die Entstehung der Erkrankung. Typischerweise schreitet die 

CLL langsamer als andere Formen der Leukämie voran. Dennoch ist sie eine 

sehr heterogene Erkrankung, deren klinischer Verlauf Überlebenszeiten 

zwischen wenigen Monaten und Jahrzehnten umfasst.4 

 

Die Pathogenese der CLL ist durch die klonale Expansion morphologisch reifer, 

funktionell jedoch inkompetenter B-Lymphozyten im Knochenmark und in 

sekundären lymphatischen Organen gekennzeichnet.5 Dabei kommt es zur 

Akkumulation der malignen Zellen in diesen Kompartimenten und der charakter-

istischen Lymphozytose im peripheren Blut, wobei letztere Manifestation die CLL 

als Leukämie definiert. Steht lediglich der Lymphknotenbefall im Vordergrund, 

spricht man von einem small lymphocytic lymphoma (SLL). Nahezu jeder CLL 

geht über längere Zeit eine klinisch asymptomatische Vermehrung monoklonaler 

B-Lymphozyten voraus. Dieser Befund wird als monoklonale B-Lymphozytose 
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(MBL) bezeichnet und besitzt alleine keinen Krankheitswert.6 Eine MBL kann bei 

ca. 5 % der über 60 Jährigen nachgewiesen werden. Ihr Progressionsrisiko zu 

einer therapiebedürftigen CLL liegt bei ca. 1 % pro Jahr.7  

 

In ihrer Herkunft leiten sich CLL-Zellen von reifen B-Lymphozyten, die bereits 

Antigenkontakt hatten, ab. Dies konnte mithilfe von Genexpressionsanalysen 

gezeigt werden.8 Ein klinisch relevanter Unterschied besteht jedoch hinsichtlich 

der Keimzentrumspassage, in der dieser Antigenkontakt stattgefunden hat. Zwei 

Drittel der Patienten besitzen maligne Zellen mit einer Hypermutation der 

schweren Immunglobulinkette (IgVH) des B Zell Rezeptors (BCR). Diese CLL-

Zellen sind auf B Zellen, die bereits das Keimzentrum des Lymphknotens (LK) 

durchwandert haben („mutierter Subtyp“), zurückzuführen. In einem Drittel der 

Fälle hingegen entstammen die malignen Zellen von Bereichen außerhalb des 

Keimzentrums und zeigen daher einen unmutierten IgVH-Status („unmutierter 

Subtyp“).9 Wie gezeigt werden konnte, besitzt der IgVH-Mutationsstatus einen 

deutlichen Einfluss auf die Überlebenszeit der Patienten.10 Der unmutierte 

Subtyp neigt eher zu einem aggressiven Krankheitsverlauf und korreliert 

außerdem mit dem Vorhandensein weiterer negativer prognostischer Faktoren, 

während der mutierte Subtyp in der Regel eher indolent verläuft.11 

 

Ein Charakteristikum vieler Tumorerkrankungen ist die Inhibition der Apoptose. 

Insbesondere im Fall der CLL gelingt dies den malignen Zellen über die 

Hochregulation des antiapoptotischen Proteins B cell lymphoma 2 (BCL-2).12 Es 

ist allerdings nicht geklärt, welche Mechanismen ursächlich hierfür sind. Im 

Gegensatz zum follikulären Lymphom kommt eine Translokation t(14;18), die das 

BCL-2-Protoonkogen mit dem Gen der schweren Immunglobulinkette auf einen 

gemeinsamen ablesbaren Bereich bringt, in äußerst seltenen Fällen vor.13 Ein 

Erklärungsversuch verschiedener Autoren ist der Verlust bestimmter mikroRNAs 

(miR-15a, miR-16-1), die normalerweise die BCL-2 Expression negativ 

regulieren.14, 15 Sicher ist, dass die BCL-2-Überexpression die verlängerte 

Lebenszeit und damit die Akkumulation der malignen Zellen begünstigt. 
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Weiterhin führt sie zum Defekt des stressinduzierten, intrinsischen Apoptose-

Signalwegs, was zur Resistenz gegenüber Chemotherapie beiträgt.16 

 

Aufgrund der eben dargelegten Eigenschaft von CLL-Zellen wird die CLL im 

klassischen Sinne als eine Erkrankung langlebiger und gering proliferierender 

Lymphozyten verstanden.17 Neuere Forschungsergebnisse legen allerdings 

nahe, dass dieses Bild nur einen Teil der Pathophysiologie wiederspiegelt. 

Weitere wichtige pathophysiologische Elemente könnten diesen Erkenntnissen 

zufolge überlebens- und proliferationsfördernde Signale, ausgehend von Zellen 

des Mikromilieus, darstellen. So wurde beispielsweise von Messmer et al. 

gezeigt, dass ein nennenswerter Teil der sich im LK befindenden CLL-Zellen 

proliferative Aktivität besitzt.18 Schlussfolgernd sei die CLL keine rein statische 

Erkrankung akkumulierender, sondern vielmehr ein dynamisches Zusammen-

spiel sich teilender und sterbender Zellen. Bestätigt wurden diese Ergebnisse 

mithilfe vergleichender Genexpressionsanalysen zwischen CLL-Zellen des LK 

und jenen des peripheren Bluts. Dabei wurde gezeigt, dass erstere eine stärkere 

Aktivität des B Zell Rezeptors (BCR), des NF-κB-Signalwegs und der Proliferation 

besitzen.19 Treibende Kraft für all diese Vorgänge sind die Interaktionen zwischen 

den Tumor- und den sie umgebenden Stromazellen des LK.20 Insbesondere T 

Zellen und aus Monozyten abgeleitete nurse-like cells (NLCs) schützen die CLL-

Zellen und fördern über die Stimulation des BCR und vermehrte Ausschüttung 

bestimmter Zytokine die Aktivität der Erkrankung.21 Die Unterbrechung dieser 

komplexen Interaktionen stellt aktuell ein vielversprechendes Ziel in der 

Forschung und Therapie der CLL und anderer B Zell-Malignome dar. 

 

Aufgrund des in der Regel langsamen Krankheitsverlaufes wird die CLL häufig 

entweder zufällig im Rahmen von Blutbilduntersuchungen oder erst nach Jahren 

mit dem Auftreten von Beschwerden entdeckt. Das klinische Bild kann dabei zum 

einen durch eine typische B-Symptomatik in Form von Müdigkeit, Fieber, Nacht-

schweiß und Gewichtsverlust geprägt sein. Zum anderen führt die Verdrängung 

immunkompetenter durch immundefiziente B Zellen zur Einschränkung der 

Immunabwehr und zu erhöhter Infektanfälligkeit. Mit fortschreitender Erkrankung 
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und zunehmender Akkumulation der Tumorzellen kommt es zu Lymphadeno-

pathie, Spleno- und Hepatomegalie. Als Zeichen der Knochenmarksinfiltration 

treten weiterhin Anämie, Thrombozytopenie und Granulozytopenie in 

Erscheinung. Komplikationen bestehen nicht selten aus schweren bakteriellen 

Infektionen, die die Haupttodesursache für CLL-Patienten sind. Bei 5 bis 10 % 

der Patienten tritt im Verlauf der Erkrankung ein Übergang in ein aggressives 

NHL auf (Richter-Transformation).22 

 

Bei Verdacht auf CLL wird zunächst ein Differentialblutbild erstellt und ein 

zytologischer Blutausstrich angefertigt. Hierbei kommt es beim Ausstreichen 

aufgrund der Fragilität der gestörten Lymphozyten oft zu ihrer Zerstörung. Ihr 

mikroskopisches Erscheinungsbild wird als „Gumprechtsche Kernschatten“ 

bezeichnet und gilt als charakteristisches Merkmal einer CLL. Zur weiteren 

Diagnostik wird mit Hilfe der Durchflusszytometrie eine Immunphänotypisierung 

durchgeführt. Charakteristischer Befund ist hier die Koexpression des T Zell-

Antigens CD5 mit den B Zell-Antigenen CD19 und CD23. Typisch ist weiterhin 

die schwache Expression von CD79b, CD20 und Oberflächenimmunglobulin. 

Einen wichtigen Hinweis auf die Monoklonalität der Zellen erbringt der Nachweis 

der Leichtkettenrestriktion (kappa- oder lambda Typ). Die Diagnose CLL gilt als 

gesichert, wenn im Differentialblutbild eine Lymphozytose von über 5000 

Zellen/µl besteht, bei gleichzeitigem Vorhandensein morphologischer 

Reifezeichen im Blutausstrich und immunphänotypischer Oberflächenmarker.23  

 

Nach Diagnosestellung erfolgt die Stadieneinteilung mithilfe der Klassifikationen 

von Binet (Tabelle 1) oder Rai (Tabelle 2). Beide Systeme erfordern eine sorg-

fältige körperliche Untersuchung und eine Blutbildanalyse. In Europa ist die 

Anwendung der Binet-Klassifikation gebräuchlicher. Sie berücksichtigt die 

Lymphozyten- und Thrombozytenzahl, den Hämoglobinwert und die Anzahl 

betroffener Lymphknotenregionen.  
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Üblicherweise wird in der Klinik das festgelegte Stadium zum Abschätzen der 

Überlebenszeit der Patienten herangezogen. Doch weder Binet, noch Rai 

werden in ihrer Prognose dem sehr heterogenen Krankheitsverlauf der CLL 

gerecht.26 Vor allem in den Frühstadien (Binet A bzw. Rai I und II) sind beide 

Systeme nicht in der Lage vorherzusagen, bei welchen Patienten die Krankheit 

gefährlich voranschreiten wird. Es besteht daher großes Interesse an der 

Bestimmung zuverlässiger Marker, um eine Therapie risikoadaptiert durchführen 

zu können. Mit der Durchführung von Genexpressionsanalysen wurden bereits 

wichtige prognostische Marker, die das Überleben negativ beeinflussen, 

Stadium Definition Medianes Überleben 

A 

Hämoglobin ≥ 10 g/dl 

Thrombozyten ≥ 100.000/µl 

< 3 betroffene lymphatische Regionen 

> 10 Jahre 

B 

Hämoglobin ≥ 10 g/dl 

Thrombozyten ≥ 100.000/µl 

≥ 3 betroffene lymphatische Regionen 

5 Jahre 

C 

Hämoglobin < 10g/dl 

oder 

Thrombozyten < 100.000/µl 

< 3,5 Jahre 

Tabelle 1: Stadieneinteilung der CLL nach Binet, 1981.24 

Stadium Definition Medianes Überleben 

 
 
                0 

 
 

Lymphozytose (> 15.000 / µl) und Knochenmarkinfiltration (> 40%) 
 
 

         
 
         > 10 Jahre 

 
I 

II 

 
Lymphozytose und Lymphknotenvergrößerung 

Lymphozytose und Hepatomegalie und/oder Splenomegalie 

(mit/ohne Lymphknotenvergrößerung) 
 

7 Jahre 

 
III 

 

IV 

 
Lymphozytose und Anämie (Hb < 11 g/dl) 

(mit/ohne Lymphknotenvergrößerung und/oder Organomegalie) 

Lymphozytose und Thrombozytopenie (< 100.000/µl) 

(mit/ohne Anämie, Lymphknotenvergrößerung, Organomegalie) 
 

2 - 3,5 Jahre 

Tabelle 2: Stadieneinteilung der CLL nach Rai, 1975.25 
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identifiziert (ZAP70, CD38, unmutierte IgHV).27-29 Darüber hinaus haben 

zytogenetische Analysen von Döhner et al. gezeigt, dass bei 82 % der CLL-

Patienten Chromosomenaberrationen detektiert werden können.30 Je nach Art 

dieser Störung wird die Überlebenszeit der Patienten unterschiedlich stark 

beeinflusst, was die Einteilung der Patienten in prognostische Subgruppen 

ermöglicht. Die schlechteste Prognose geht mit der Deletion des Chromosomen-

abschnittes 17p (del-17p) einher, da dies zum Verlust des Tumorsuppressor-

proteins p53 führt.31 Normalerweise wirkt p53 hemmend auf die Zellteilung und 

schützt damit vor unkontrollierter Zellvermehrung. Betroffene Patienten sprechen 

grundsätzlich schlecht auf Zytostatika an, sodass hier alternative Behandlungs-

strategien angewendet werden müssen.32  

 

Bis heute ist die CLL durch medikamentöse Maßnahmen nicht heilbar. Die einzig 

kurative Behandlungsform ist die allogene Stammzelltransplantation. Sie ist 

jedoch wegen des Risikos immunologischer oder infektiöser Komplikationen und 

aufgrund des hohen Alters vieler Patienten oft keine Option. Bei Patienten-

gruppen mit niedrigem Stadium (Binet A, B oder Rai I, II) und beim Fehlen 

krankheitsbedingter Beschwerden wird zunächst die sogenannte „watch and 

wait“-Strategie verfolgt. Indikation zur Therapie besteht erst im fortgeschrittenen 

Krankheitsstadium (Binet C) oder wenn in früheren Stadien (Binet A und B) 

bereits Symptome auftreten. Die Wahl eines geeigneten Therapieschemas 

orientiert sich z. B. an den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft für Hämatologie 

und Onkologie (DGHO) unter Berücksichtigung des Allgemeinzustandes und des 

zytogenetischen Befundes in Bezug auf eine del-17p.   

 

Die Standardtherapie für körperlich fitte Patienten besteht zumeist in der 

Kombination aus den Chemotherapeutika Fludarabin und Cyclophosphamid mit 

dem CD20-Antikörper Rituximab (FCR-Schema).33 Alternativ wird Bendamustin 

mit Rituximab (BR) zusammen eingesetzt. Letztere Kombination kann nach 

aktueller Studienlage aufgrund ihres günstigeren Toxizitätsprofils gegenüber 

dem FCR-Schema vor allem für fitte Patienten über 65 Jahre in Betracht gezogen 
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werden.34 Trotz einer hohen Ansprechrate von ca. 90 % auf die Chemo-

immuntherapie ist die progressionsfreie Zeit oft kurz. Erschwerend kommt hinzu, 

dass auch die toxischen Nebenwirkungen für viele ältere Patienten nicht 

tolerierbar sind.35 Bis vor wenigen Jahren waren die weiteren Therapie-

möglichkeiten der CLL sehr begrenzt, insbesondere in der Rezidivsituation und 

bei CLL mit del-17p. Interessanterweise ist die CLL gegenwärtig diejenige 

Tumorerkrankung, die die größte Dynamik in der Entwicklung und Zulassung 

wirkungsvoller Medikamente erfährt. Beispielsweise können seit 2014 Patienten 

in der Erstlinientherapie mit den optimierten CD20-Antikörpern Obinutuzumab 

und Ofatumumab behandelt werden. In klinischen Studien führte ihre jeweilige 

Anwendung in Kombination mit Chlorambucil im Vergleich zu Rituximab mit 

Chlorambucil zu einer Verlängerung der progressionsfreien Zeit von 

durchschnittlich einem Jahr.36, 37  

Zu einem Paradigmenwechsel in der Behandlung der CLL führte die Einführung 

der zielgerichteten Therapeutika Ibrutinib und Idelalisib, zwei sogenannte small-

molecule inhibitors. Sie werden seit dem Jahr 2014 in der Zweitlinientherapie und 

bei aggressiver Erkrankung (del-17p) eingesetzt. Die Angriffspunkte von Ibrutinib 

und Idelalisib sind wichtige intrazelluläre Schaltstellen des BCR-Signalwegs. 

Ibrutinib vermittelt seine Wirkung dabei über die selektive Inhibition der Bruton-

Tyrosinkinase (BTK), während Idelalisib die Phosphatidylinositol-3-Kinase delta 

angreift (PI3Kδ).38 Beide Mechanismen unterbrechen die BCR-vermittelte 

Interaktion zwischen CLL-Zellen und Zellen des Mikromilieus, was zum 

Wirkungsverlust bestimmter proliferations- und überlebensfördernder Signale 

führt.21, 39 Nach einiger Zeit kommt es dadurch zur Reduktion der Lymphadeno-

pathie und der Tumorlast. In einer klinischen Studie (Phase Ib/II) bei 

vorbehandelter CLL lag die Gesamtansprechrate auf Ibrutinib bei 71 % und das 

progressionsfreie Überleben umfasste bei 75 % der Behandelten über 26 

Monate.40 

 

Vor diesem Hintergrund konzentriert sich diese Arbeit auf das neueste small-

molecule ABT-199, das im April 2016 von der amerikanischen Zulassungs-

behörde FDA zur Therapie vorbehandelter CLL mit del-17p zugelassen wurde. 
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Der Wirkmechanismus von ABT-199 besteht in der Antagonisierung von BCL-2 

zur Wiederherstellung der natürlichen Apoptosefähigkeit der Tumorzellen. Durch 

die Bindung des Medikaments an BCL-2 kommt es zur Freilassung des zuvor 

gefangenen pro-apoptotischen Proteins BIM. Freies BIM wiederum aktiviert die 

Proteine BAX/BAK, was zur Freisetzung von Cytochrom c führt und schließlich 

die Induktion von Apoptose einleitet.12 Damit steht die direkte zytotoxische 

Wirkweise von ABT-199 im Kontrast zu der von Ibrutinib und Idelalisib. Bereits 

2007 wurde gezeigt, dass CLL-Zellen aufgrund ihrer ausgeprägten Inaktivierung 

von BIM durch BCL-2 sehr empfänglich gegenüber dieser neuen Form der 

therapeutischen Intervention sind.41 In einer aktuellen Phase-I-Studie mit 

vorbehandelter CLL sprachen 79 % der Patienten auf die Therapie mit ABT-199 

an. Bei 20 % der Behandelten kam es sogar zur kompletten Remission der 

Erkrankung.42 Ungeachtet des erfolgreichen Einsatzes der neuen Generation von 

small-molecule inhibitors ist es auch bei dieser Medikamentenklasse 

wahrscheinlich, dass viele der behandelten Patienten im Laufe der Zeit ein 

vermindertes Therapieansprechen zeigen, Resistenzen entwickeln und 

schließlich ein Rezidiv erleiden.43 Im Falle von ABT-199 könnte hierfür 

beispielsweise die reaktive Hochregulation alternativer antiapoptotischer 

Proteine, wie BCL-XL, BCL-W, MCL-1 und BCL2A1, in Frage kommen.44 Eine 

Strategie dieser klinischen Herausforderung zu begegnen besteht in der 

Erprobung geeigneter Kombinationstherapien, die die Effektivität bereits 

bestehender Therapien erhöhen und die Entwicklung von Resistenzen 

verhindern. In der vorliegenden Arbeit bildet diese Strategie die Grundlage der 

durchgeführten präklinischen Experimente. 

 

2.2  Die Tumor Nekrose Faktor (TNF)-Familie  

 

Die TNF-Familie umfasst ein komplexes System an Liganden und Rezeptoren, 

welche hauptsächlich von Zellen des Immunsystems exprimiert werden und eine 

entscheidende Rolle bei der Regulation immunologischer Prozesse ein-

nehmen.45 Das namensgebende Protein TNF wurde erstmals im Jahr 1975 

beschrieben. Damals wurde beobachtet, dass der von Makrophagen produzierte 



Einleitung  13 

 

Signalstoff zur Lyse von Tumorzellen beiträgt.46 Seither konnten über die 

Bestimmung von Sequenz- und Strukturhomologien zahlreiche weitere Liganden 

und Rezeptoren der TNF- bzw. TNFR-Familie identifiziert werden.47 Die TNF-

Liganden teilen einen gemeinsamen Aufbau im Bereich ihrer extrazellulären 

Domäne, die sogenannte TNF homology domain (THD). Mit dieser binden sie an 

Cystein-reiche Domänen (CRD) der TNF-Rezeptoren.48 Jeder TNF-Ligand 

besitzt ein oder mehrere entsprechende Rezeptoren und umgekehrt. Mit 

Ausnahme von TNF-β werden alle Liganden als Typ-II-Transmembranproteine 

exprimiert und können anschließend von der Zelloberfläche abgespalten und als 

löslicher Faktor freigesetzt werden. In Lösung ordnen sich die TNF-Liganden 

typischerweise zu Homotrimeren an. Grundsätzlich vermitteln die TNF-

Rezeptoren abhängig vom Aufbau ihres zytoplasmatischen Teils ihre Effekte 

über zwei unterschiedliche Signalwege. Meistens erfolgt die Rekrutierung 

intrazellulärer TRAF-Moleküle (TNF-receptor associated factor), falls der 

jeweilige Rezeptor ein TRAF-interagierendes Motif (TIM) besitzt. Die TRAF-

Moleküle führen ihrerseits zur Aktivierung der Signalwege des Transkriptions-

faktors NF-κB.49 Seltener besitzt der TNF-Rezeptor eine zytoplasmatische 

Todesdomäne, die zur Aktivierung von death domain Proteinen (DD) und somit 

zur Weitergabe apoptotischer Signale führt.50  

 

Allgemein besitzt die TNF-Superfamilie über diese beiden intrazellulären 

Mechanismen einen bedeutenden Einfluss auf die Proliferation, das Überleben, 

die Differenzierung und die Apoptose von Immun-, aber auch von Tumorzellen.51 

Viele der biologischen Vorgänge, die durch das TNF-System moderiert werden, 

sind von essentieller Bedeutung für den Organismus. Beispielsweise wird mithilfe 

der proinflammatorischen Wirkung von TNF die Entzündungsreaktion des 

Körpers eingeleitet und die Immunantwort auf Infektionen unterstützt. Nicht 

zuletzt sind viele TNF-Moleküle regulierend an der Entwicklung und Homöostase 

lymphatischer Gewebe des Körpers beteiligt.51  

 

Auf der anderen Seite ist jedoch auch bekannt, dass ein aus dem Gleichgewicht 

geratenes TNF-System an der Pathophysiologie zahlreicher Erkrankungen 
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beteiligt ist. Beispielsweise wird durch die Überexpression einiger TNF-Liganden 

die Aktivität vieler chronisch-entzündlicher Systemerkrankungen angefeuert. 

Hierzu zählen die Rheumatoide Arthritis, Psoriasis, Colitis Ulcerosa oder Morbus 

Crohn.52 Vor diesem Hintergrund wurden bereits verschiedene Antikörper wie 

Infliximab, Adalimumab und Etanercept zur Neutralisation von TNF entwickelt. 

Diese sogenannten Biologicals gehören zur Gruppe der Immunsuppressiva und 

werden in der Klinik bei den genannten Erkrankungen im therapierefraktären 

Zustand eingesetzt. Obgleich TNF ursprünglich eine anti-tumorale Wirkung 

zugeschrieben wurde, ist heute bekannt, dass die TNF-Familie auch an 

Tumorerkrankungen mitbeteiligt ist.53 Es wird angenommen, dass dies vor allem 

auf eine Überaktivierung von NF-κB zurückzuführen ist und  dass damit Gene 

aktiviert werden, welche das Überleben, die Proliferation, Metastasierung und 

Resistenz von Tumorzellen gegenüber Apoptose fördern.54 

 

2.3  Das TNF-Familienmitglied B cell activating factor (BAFF) 

 

Das TNF-System nimmt Einfluss auf die gesamte Biologie von B-Lymphozyten. 

Besonders in der Erforschung von Erkrankungen der B Zellreihe sind daher neue 

Erkenntnisse über die Wirkung von TNF-Liganden auf B Zellen von enormer 

Bedeutung. Diese Arbeit widmet sich dem TNF-Familienmitglied B cell activating 

factor (BAFF), das unter den TNF-Mitgliedern die höchste Relevanz für die 

Reifung und das Überleben peripherer B Zellen besitzt.55, 56 Ferner ist BAFF an 

der Proliferation von B Zellen, der Differenzierung von Plasmazellen und an der 

Class-switch recombination (CSR) beteiligt.57, 58 Eine Vielzahl an Zelltypen ist in 

der Lage, BAFF zu exprimieren. Dazu gehören vor allem Zellen der myeloischen 

Reihe, wie Monozyten, Makrophagen, Dendritische Zellen und neutrophile 

Granulozyten.59 Des Weiteren wurde auch für T Zellen,60 aktivierte murine              

B Zellen,61 sowie für einige nicht-hämatopoetische Zelllinien eine BAFF-

Expression beschrieben.62 Wie die meisten TNF-Mitglieder wird BAFF als Typ II 

Transmembranprotein exprimiert und kann anschließend als löslicher Faktor 

freigesetzt werden.59 In Lösung oligomerisiert BAFF zunächst zu Trimeren, bevor 

es seine Effekte vermittelt. 
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Es gibt drei verschiedene BAFF-Rezeptoren der TNFR-Familie: BAFF receptor 

(BAFFR), transmembrane activator-calcium modulator and cyclophilin ligand 

interactor (TACI) und B-cell maturation antigen (BCMA).63 Alle drei werden von 

B Zellen exprimiert und führen zur Aktivierung der komplexen Signalwege des 

Transkriptionsfaktors NF-κB.64 BAFFR scheint der wichtigste Rezeptor für BAFF 

zu sein, wenn es um die Regulation des Überlebens von B Zellen geht.65 Seine 

Signalgebung ist gemeinsam mit der des BCR essentiell in der Entwicklung von 

unreifen zu reifen B Zellen.66 Mäuse, die defizient für BAFF oder BAFFR sind, 

zeichnen sich durch den Verlust eines Großteils peripherer B Zellen aus.67 Mit 

Ausnahme von Plasmazellen des Knochenmarks exprimieren alle B Zell-Typen 

BAFFR.68 Die Rolle von TACI wiederum ist komplizierter, da der Rezeptor NF-κB 

sowohl aktivieren als auch inhibieren kann. Im Mausmodell sind TACI-defiziente 

Mäuse durch das Auftreten von B Zellhyperplasien, Autoimmunphänomenen und 

Lymphomen charakterisiert, weshalb TACI eher als negativer Regulator des 

Überlebens von B Zellen betrachtet wird.69, 70 Daneben beeinflusst TACI noch die 

CSR und die IgA-Produktion.71 Der Rezeptor BCMA wird hauptsächlich von 

Antikörper-produzierenden Zellen exprimiert und scheint eine wichtige Rolle für 

das Überleben von Plasmazellen zu spielen.72 BAFF besitzt nur eine geringe 

Affinität zu diesem Rezeptor.73 Mit einer starken Affinität bindet BCMA das TNF-

Mitglied A Proliferation-Inducing Ligand (APRIL), das eine hohe Sequenzhomo-

logie zu BAFF aufweist.74 Aus diesem Grund ist APRIL auch in der Lage, neben 

BCMA an TACI, nicht jedoch an BAFFR zu binden.75 Hierüber vermittelt APRIL 

ähnliche Effekte wie BAFF, indem es beispielsweise die CSR stimuliert, die 

Proliferation fördert und das Überleben von Plasmablasten verbessert.57, 76, 77 

 

Kommt es zu einer Dysregulation des BAFF-Systems, so trägt dies zur 

Pathophysiologie von Autoimmunerkrankungen, B Zell-Malignomen und Infek-

tionen bei.62 Bekanntheit erlangte BAFF vor allem aufgrund seiner Beteiligung an 

rheumatischen Erkrankungen, wie dem Systemischen Lupus Erythematodes 

(SLE), dem Sjögren Syndrom und der Rheumatoiden Arthritis.78 Bei Patienten, 

die unter diesen Erkrankungen leiden, konnten erhöhte BAFF-Serumwerte 

festgestellt werden.79-81 Im Tiermodel entwickeln transgene Mäuse, die BAFF 
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überexprimieren, einen SLE-ähnlichen Phänotyp. Dies ist sogar auch der Fall, 

wenn die Tiere T Zell-defizient sind.82 Darüber hinaus zeigten Studien an SLE-

Patienten, dass erhöhte BAFF-Werte positiv mit der Krankheitsaktivität und dem 

Messwert an Autoantikörpern korrelieren.83 Aufgrund dieser Beobachtungen kam 

es zur Entwicklung des BAFF-neutralisierenden Antikörpers Belimumab, der seit 

2011 zur Behandlung des SLE zugelassen ist.84 Belimumab bindet lösliches 

BAFF und führt damit zur verminderten Produktion an Autoantikörpern und zum 

Rückgang der Zahl peripherer B Zellen.84, 85 Neben der inzwischen anerkannten 

Rolle bei Autoimmunerkrankungen besitzt BAFF außerdem große Bedeutung in 

der Pathophysiologie von B Zell-Malignomen.86 In einer Studie von Wang et al. 

wurde gezeigt, dass die BAFF-Serumwerte von Patienten mit Multiplem Myelom 

(MM) deutlich höher sind als die von gesunden Spendern.87 BAFF könnte sich 

möglicherweise als Biomarker bei MM eignen, da seine Werte mit dem 

Voranschreiten der Erkrankung und der Knochenmarksinfiltration durch 

Plasmazellen korrelieren.88 Weiterhin fanden Novak et al. heraus, dass auch im 

Falle des NHL erhöhte BAFF-Level mit der Krankheitsschwere, einem 

vermindertem Therapieansprechen und einer aggressiven Form des NHL 

zusammenhängen.89 

 

Auch für die CLL liegen bereits Daten über die Beteiligung von BAFF an der 

Erkrankung vor: Novak et al. beschrieben im Jahr 2002 als erstes die Expression 

von BAFF und seinen Rezeptoren von CLL-Zellen selbst.90 Bestätigt wurden 

diese Ergebnisse 2004 von Kern et al., die zusätzlich eine BAFF-Expression auf 

der CLL-Zellmembran nachwiesen. Diese war bei normalen B Zellen nicht zu 

detektieren.91 Hinter dieser Beobachtung vermuteten die Autoren einen 

autokrinen Mechanismus, worüber die Tumorzellen selbst zu ihrem eigenen 

Überleben beitragen könnten. Weiterhin wurde von Zhang et al. gezeigt, dass 

Myc/BAFF-transgene Mäuse eine aggressive, CLL-ähnliche Erkrankung 

entwickeln.92 C-Myc ist ein von CLL-Zellen exprimiertes Protoonkogen, dessen 

Aktivität durch BAFF in diesen Experimenten deutlich gesteigert wurde. 

Allgemein spielt in der aktuellen Literatur das in dieser Arbeit bereits vorgestellte 

Konzept der Interaktion zwischen den CLL-Zellen und dem Mikromilieu eine 
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zentrale Rolle. Über die vermehrte Freisetzung von BAFF und/oder APRIL durch 

NLCs werden die Tumorzellen am Leben erhalten und die Krankheitsaktivität 

angefeuert.93 Auch für andere Stromazellen wie microvascular endothelial cells 

(MVECs) wurde beobachtet, dass diese nach CD40/CD40L-vermittelter 

Interaktion mit CLL-Zellen vermehrt BAFF freisetzen.94 Die Bedeutung dieser 

Überlebensfaktoren wird auch demonstriert durch den schnellen Tod isolierter 

CLL-Zellen ex vivo.  

 

Aufgrund der Abhängigkeit maligner B Zellen von Überlebensfaktoren wie BAFF 

scheint es sinnvoll, dies als Angriffspunkt einer gezielten Therapie in Betracht zu 

ziehen. Wild et al. konnten zeigen, dass BAFF die Sensitivität von CLL-Zellen 

gegenüber der direkten und der durch den therapeutischen Antikörper Rituximab 

induzierten Lyse durch natürliche Killerzellen (NK-Zellen) verringert. Unter 

Einsatz von Belimumab konnte die BAFF-vermittelte Resistenz gegenüber der 

NK-Zelllyse neutralisiert und die Therapieempfänglichkeit der malignen Zellen 

gegenüber Rituximab wiederhergestellt werden.95 Die vorliegende Arbeit knüpft 

an diese Ergebnisse an. Hier soll nun zum einen der Einfluss von BAFF auf die 

Suszeptibilität von CLL-Zellen gegenüber dem neuen Systemtherapeutikum 

ABT-199 untersucht werden. Zum anderen wird der Frage nachgegangen, ob der 

Einsatz des therapeutischen Antikörpers Belimumab zur Neutralisation von BAFF 

einen Nutzen in der ABT-199 Therapie darstellen könnte.  
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 Material und Methoden 

 

3.1 Material 

 

3.1.1    Geräte         

Brutschrank Heracell   Heraeus, Hanau, Deutschland 

Durchlichtmikroskop, Axiovert 25    Zeiss, Jena, Deutschland 

ELISA-Reader, Sunrise        Tecan Trading AG, Switzerland 

FACS BD FACS CantoTM II Becton Dickinson, Franklin Lakes, 

NJ, USA 

GLO-Max® Microplate Luminometer   Promega, Madison, WI, USA 

Neubauer-Zählkammer        Brand, Wertheim, Deutschland   

Pipetteboy comfort Integra Biosciences, Fernwald, 

Deutschland 

Pipetten              Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Sterilbank Herasafe         Heraeus, Hanau, Deutschland 

Vortexer             Heidolph, Schwabach, Deutschland 

Wasserbad            Köttermann, München, Deutschland 

Zentrifuge                Heraeus, Hanau, Deutschland 

 

3.1.2 Verbrauchsmaterial           

Cryoröhrchen  Greiner Bio-One, Frickenhausen, 

Deutschland 

                Nunc, Roskilde, Dänemark 

Einmalspritzen  Braun, Wertheim, Deutschland 

FACS-Röhrchen  Greiner Bio-One, Frickenhausen,        

Deutschland  

Pipettenspitzen  VWR, Darmstadt, Deutschland 

Reaktionsgefäße (0,5; 1,5; 2 ml)    Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
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Zellkulturflaschen  Becton Dickinson, Franklin Lakes, 

NJ, USA 

                Nunc, Roskilde, Dänemark 

Zellkulturplatten (96 well) Becton Dickinson, Franklin Lakes, 

NJ, USA 

                   Corning Inc., Corning, NY, USA 

Zentrifugenröhrchen (15 ml; 50 ml) Becton Dickinson, Franklin Lakes, 

NJ, USA 

Greiner Bio-One, Frickenhausen, 

Deutschland 

Zentrifugen-Filtereinheiten        

Amicon Ultra 15          Merck, Millipore, Billerica, MA, USA 

         

3.1.3 Chemikalien  & Reagenzien 

Alle nicht aufgelisteten Reagenzien wurden von Sigma-Aldrich (Steinheim, 

Deutschland) oder Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. 

 

7-AAD BD Pharmingen, San Diego, CA, 

USA 

ABT-199 (GDC-0199) Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, 

USA  

Ampuwa  Fresenius Kabi, Bad Homburg, 

Deutschland       

Bovines Serum Albumin (BSA)     Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Caspase 3/7TM Glo Reagent      Promega, Madison, WI, USA 

CountBright absolute counting beads   Life technologies, Carlsbad, CA, USA 

Dimethylsulfoxid (DMSO)        Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

EDTA Solution           Cambrex, Rockland, ME, USA 

Fetales Kälberserum (FCS)        Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

Ficoll-Lösung           Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

Medium RPMI 1640 Gibco Invitrogen, Karlsruhe, 

Deutschland 
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Penicillin/Streptomycin (P/S)      Lonza, Verviers, Belgien 

PBS               PAA, Pasching, Österreich 

Zellproliferationsreagenz WST-1 Roche Diagnostics, Mannheim, 

Deutschland 

 

3.1.4 Antikörper und Zytokine  

BAFF (rekombinant) Immunotools, Friesoythe, 

Deutschland 

Belimumab (Benlysta®)        GlaxoSmithKline, Brentford, UK 

Bevacizumab (Avastin®)       Roche, Basel, Switzerland 

 

Direkt-markierte FACS-Antikörper wurden von BD Pharmingen (San Diego, CA, 

USA) bezogen. 

 

3.1.5 Medien, Puffer und Lösungen  

Medium (Einfrieren)  RPMI 1640 + 20% FCS + 10% DMSO 

Medium (Zellkultur)             RPMI 1640 + 10% FCS + 1% P/S 
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3.2 Methoden 

 

3.2.1     Zellbiologie 

Die Inkubation sämtlicher Versuchsansätze erfolgte in einem Brutschrank bei 

37°C, 95% relativer Luftfeuchtigkeit und 5,0% CO2. Zur Ermittlung der Zellzahl 

wurden die Zellen mit Trypanblau zum Ausschluss toter Zellen angefärbt und 

anschließend in einer Neubauer-Zählkammer gezählt. Falls nicht anders 

angegeben, erfolgte die Zentrifugation der Zellen bei 1.500 rpm für 5min. 

 

 3.2.1.1 Spender primären Materials 

Gemäß den Richtlinien der Ethikkommission und mit dem freiwilligen 

Einverständnis der Spender wurde Material zur Isolation mononukleärer Zellen 

des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) von 

Leukämiepatienten gewonnen. Das Patientenmaterial wurde zum Zeitpunkt der 

Diagnosestellung und vor Beginn der Therapie entnommen. 

 

 3.2.1.2 Isolation, Einfrieren und Auftauen des Spendermaterials 

Abgenommenes Patientenblut wurde zur Gerinnungshemmung mit Heparin 

versetzt und direkt nach der Abnahme aufgearbeitet. Dies erfolgte mittels Dichte-

gradientenzentrifugation, wofür eine isotonische Ficoll-Lösung (Ficoll-Hypaque) 

verwendet wurde. Sie enthält ein synthetisches, stark verzweigtes und vernetztes 

Polymer aus Saccharose und Epichorhydrin (Saccharose-Epichlorhydrin- 

Copolymer) und besitzt eine Dichte von 1,077 g/ml. Diese Eigenschaft führt dazu, 

dass sich mononukleäre Zellen (Lymphozyten und Monozyten) bei der 

Fraktionierung aufgrund ihrer niedrigeren Dichte in der Interphase zwischen 

Plasma (enthält die Thrombozyten) und Ficoll-Lösung anreichern. Auf der 

anderen Seite durchdringen Zellen höherer Dichte (Erythrozyten und Granulo-

zyten) die Ficoll-Lösung und bilden ein Sediment. 
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Die Blutprobe der Spender wurde im Verhältnis von ungefähr 1:3 mit PBS 

verdünnt. 35 ml dieser Verdünnung wurden anschließend auf 15 ml vorgelegte 

Ficoll-Lösung aufgeschichtet. Nach der ersten Zentrifugation (2.000 rpm für 18 

min; ohne Bremse) wurden die mononukleären Zellen der Interphase 

abgenommen und mit PBS drei weitere Male zentrifugiert. Es folgte die fünfte 

Zentrifugation (800 rpm für 10 min) zur Entfernung der Thrombozyten. Daraufhin 

wurden die Zellen in PBS aufgenommen und die Zellzahl bestimmt. Zum 

Einfrieren wurden die Zellen ein weiteres Mal zentrifugiert, in Einfriermedium 

aufgenommen und mit einer Zelldichte von 1 oder 2 x 107/ml in sterile Cryo-

röhrchen (je 1 ml) bei -80°C eingefroren. Die Zellen wurden innerhalb weniger 

Tage zur Langzeitlagerung in Stickstofftanks überführt. Beim Ansetzen der 

Versuche wurden die eingefrorenen Zellen im Cryoröhrchen im Wasserbad bei 

37°C aufgetaut, sofort in Medium resuspendiert, zentrifugiert und wieder in 

neuem Medium aufgenommen. 

 

3.2.3  Bestimmung der Metabolischen Aktivität 

Für die Messung metabolischer Aktivität von CLL-Zellen wurde der WST-1 Assay 

von Roche durchgeführt. Das Tetrazolium Salz WST-1 (4-[3-(4 Jodophenyl)-2-

(4-Nitrophenyl)-2H-5-Tetrazolio]-1,3-Benzendisulfonat) wird von mitochondrialen 

Dehydrogenasen lebender Zellen in den löslichen Farbstoff Formazan enzym-

atisch umgesetzt. Die Menge an gebildetem Formazan korreliert direkt mit der 

Anzahl lebendiger Zellen in der Kultur. Sie kann photometrisch bei einer Wellen-

länge von 450 nm - 650 nm bestimmt werden.  

In den beschriebenen Versuchen wurden CLL-Zellen zu je 2 x 106 in 100 µl 

Endvolumen in einer 96-well Flachbodenplatte für 72 h in An- oder Abwesenheit 

von ABT-199, BAFF, Belimumab oder einem Isotypkontrollantikörper kultiviert. 

Nach dieser Inkubationszeit wurde 10 µl WST-1 Reagenz hinzugefügt und die 

metabolische Aktivität nach 30 min, 1, 2, 3 und 4 h mit dem ELISA-Reader 

SunriseTM von Tecan gemessen. Alle dargestellten Ergebnisse entsprechen den 

erhaltenen Messwerten vier Stunden nach Zugabe des WST-1 Reagenz.  
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3.2.4 Bestimmung der Caspase 3/7 Aktivität 

Zur Bestimmung apoptotischer Aktivität von CLL-Zellen wurde der Caspase-Glo 

3/7® Assay von Roche durchgeführt. Die Spaltung der Aminosäuresequenz 

DEVD des beinhalteten Substrats erfolgt durch die Caspasen 3 und 7, wodurch 

es zur Freisetzung von Aminoluciferin kommt. Aminoluciferin wiederum dient als 

Substrat für das enthaltene Enzym Luciferase. Diese Umsetzung erzeugt ein 

fluoreszierendes Signal, dessen Stärke photometrisch bestimmt werden kann 

und proportional zur Höhe der Caspase-Aktivität in der Zelle ist.  

Pro Versuchsansatz wurden CLL-Zellen zu je 1 x 105 in 100 µl Endvolumen in 

An- oder Abwesenheit von ABT-199 in einer 96-well Flachbodenplatte für 6, 12, 

24 und 48 h inkubiert. Der Proteinkinase C Inhibitor Staurosporin wurde als 

Positivkontrolle eingesetzt. Anschließend wurden 100 µl der auf RT gebrachten 

Caspase-Glo 3/7® Reagenz hinzugefügt, die Platte kurz geschüttelt und für 

weitere 30 min inkubiert. Die Messung erfolgte mit dem GLO-Max® Microplate 

Luminometer unter der Bedienung der beigesteuerten Caspase-Glo Software 

von Promega.  

 

3.2.2  Durchflusszytometrie 

Zur Bestimmung von Zelltod und absoluter Anzahl lebender CLL-Zellen, sowie 

der Identifizierung von Proteinen der Zelloberfläche (Cluster of Differentiation), 

wurde die Durchflusszytometrie durchgeführt. Hierbei wurden direkt fluoreszens-

markierte Antikörper, die bei Färbung der Zellen spezifisch an ihr jeweiliges 

Zielmolekül binden, verwendet. Die Messung wurde mit dem BD FACS CantoTM 

II durchgeführt. Anschließend wurde zur Auswertung die integrierte Software 

bzw. das Analyse-Programm FlowJo vX.0.7 verwendet.  

Das Prinzip der Durchflusszytometrie basiert auf der hydrodynamischen 

Fokussierung von Zellen mittels eines Hüllstroms, woraufhin die Zellen für die 

Messung einzeln durch einen gebündelten Laserstrahl geführt werden können. 

Dies führt zur Anregung der gekoppelten Fluoreszensfarbstoffe und zur 

Entstehung eines Fluoreszenssignals mit einer bestimmten Wellenlänge. Ein 

Detektor nimmt dieses für jeden Farbstoff spezifische Signal auf und wertet es 
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aus. Darüber hinaus lässt sich über das Vorwärtsstreulicht (FSC = Forward 

Scatter) und das Seitwärtsstreulicht (SSC = Side Scatter) unabhängig von dem 

jeweiligen Färbe-Protokoll eine Aussage über Größe und Granularität der Zellen 

treffen. 

 

3.2.2.1 Bestimmung der Anzahl lebender CLL-Zellen 

In den beschriebenen Versuchen wurden CLL-Zellen zu je 1 x 106 in 125 µl 

Volumen in sterile FACS-Röhrchen gegeben und mit in jeweils 125 µl Volumen 

angesetztem BAFF, Belimumab oder einem Isotypkontrollantikörper behandelt. 

Zu den unbehandelten CLL-Zellen wurden 125 µl RPMI-Lösung hinzugegeben. 

Nach einer Inkubationsdauer von 24 h erfolgte die Behandlung mit ABT-199, das 

zu je 250 µl Volumen pro Probe angesetzt und hinzugegeben wurde. Die 

unbehandelte Gruppe erhielt 250 µl reine RPMI-Lösung, sodass in jeder Probe 

500 µl Endvolumen vorlagen. Nach weiterer Inkubation über 24 h wurden zur 

Färbung direkt markierte Antikörper (CD19 FITC, CD5 APC) in einem Verhältnis 

von 1:200 eingesetzt. Im Anschluss wurden die Zellen im Dunkeln für 20 min bei 

RT inkubiert. Danach erfolgten die Zugabe von 7-AAD in einem Verhältnis von 

1:200 und die weitere Inkubation für 10 min im Dunkeln bei RT. Vor der Messung 

wurde zu jeder Probe 20 µl counting beads hinzugegeben und vorsichtig, jedoch 

gründlich mit dem Vortexer geschüttelt. Die Berechnung der Gesamtzahl der sich 

in der Probe befindenden Zellen erfolgte nach Herstellerangaben (Tabelle 3). 

 

                      
A

B
   ×    

C

D
   =   Anzahl an Zellen/μl        

 

                  Anzahl an Zellen/μl  ×    D   =   Gesamtzahl an Zellen in der Probe 

 

A = Anzahl lebender CLL-Zellen 

B = Anzahl der gemessenen beads 

C = angegebene Menge an beads/20 µl 

D = Volumen der Probe 

Tabelle 3: Berechnung der Gesamtzahl lebender CLL-Zellen in der FACS-Probe 
Tabelle 3: Berechnung der Anzahl lebender CLL-Zellen in der FACS-Probe 
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4.1 Einfluss von ABT-199 auf die Stoffwechsel- und Caspaseaktivität 

von CLL-Zellen 

 

4.1.1    Einfluss von ABT-199 auf die Stoffwechselaktivität von CLL-Zellen 

Zur Identifizierung geeigneter Konzentrationen von ABT-199 für die in vitro 

Untersuchungen wurden zunächst Dosistitrationen durchgeführt und die 

zytotoxische Wirkung von ABT-199 anhand des Effekts auf die Stoffwechsel-

aktivität von CLL-Zellen untersucht. Zu diesem Zweck wurde der WST-1 Assay 

ausgewählt. Nach Etablierung der Methode wurden CLL-Zellen von zehn 

verschiedenen Spendern mit ansteigenden Konzentrationen von ABT-199 be-

handelt und für 72 h inkubiert. Die eingesetzten Konzentrationen orientierten sich 

an der Erstbeschreibung von ABT-199 durch Souers et al.96 Die anschließende 

Analyse ergab bei allen untersuchten Patienten-Zellen eine dosisabhängige 

ABT-199-induzierte Reduktion der metabolischen Aktivität (Abbildung 1). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Dosistitration von ABT-199 mit primären CLL-Zellen im WST-1. PBMC von 

CLL-Patienten wurden unbehandelt belassen oder mit ansteigenden Konzentrationen ABT-199 

(0,1-100 nM) inkubiert. Nach 72 h wurde mittels WST-1 Assay die Stoffwechselaktivität bestimmt. 

Dargestellt sind kombinierte Daten zehn verschiedener Patienten mit arithmetischem Mittel und 

Standardfehler als relative metabolische Aktivität bezogen auf unbehandelte CLL-Zellen, welche 

in jedem individuellen Datensatz auf 100% gesetzt wurden. 
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Zusätzlich wurde die halbmaximale letale Konzentration (LC50) von ABT-199 mit 

dem Statistikprogramm Graphpad Prism 6 berechnet. Hierzu wurde die nicht-

lineare Regressionsanalyse (NLR) Sigmoidal, 4 PL auf Basis der zuvor 

gemessenen Datenpunkte durchgeführt. Mithilfe der damit berechneten Dosis-

Wirkungs-Kurve konnte für ABT-199 eine LC50 von 2,47 nM in vitro identifiziert 

werden (Abbildung 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abbildung 2: Bestimmung der LC50 von ABT-199 in vitro. Auf Basis der in Abbildung 1 

dargestellten Datenpunkte wurde mithilfe von GraphPad Prism die NLR Sigmoidal, 4 PL 

durchgeführt. Mithilfe der berechneten Dosis-Wirkungs-Kurve konnte für ABT-199 eine mittlere 

letale Konzentration von 2,47 nM in vitro identifiziert werden.  

 

4.1.2  Wirkung von ABT-199 auf die Caspase-Aktivität von CLL-Zellen 

Darauffolgend wurde die Apoptose-induzierende Wirkung von ABT-199 anhand 

der zeitlichen Veränderung der Caspase-Aktivität nach Zugabe von ABT-199 

analysiert. Zu diesem Zweck wurde der Caspase-Glo® Assay eingesetzt. Nach 

Etablierung der Methode wurden PBMC eines CLL-Patienten mit 10 nM ABT-199 

behandelt. Die Aktivität der Caspasen 3 und 7 wurde anschließend zu unter-

schiedlichen Zeitpunkten (6-48 h) gemessen. Als Positivkontrolle wurde der 

Proteinkinase C Inhibitor Staurosporin verwendet. Es zeigte sich eine deutliche 

Erhöhung der Caspase-Aktivität nach Behandlung mit ABT-199. Sie erreichte ihr 
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Maximum nach 12 h und kehrte nach 48 h wieder auf das Niveau unbehandelter 

CLL-Zellen zurück (Abbildung 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3: Einfluss von ABT-199 auf die Aktivität der Caspasen 3 und 7 von CLL-Zellen. 

PBMC eines CLL-Patienten wurden unbehandelt belassen oder mit 10 nM ABT-199 inkubiert. Als 

Positivkontrolle wurden 2 µM Staurosporin verwendet. Die Aktivität der Caspasen 3 und 7 wurde 

zu den angegebenen Zeitpunkten mithilfe des Caspase-Glo® Assay bestimmt. Gezeigt ist ein 

repräsentatives Ergebnis eines CLL-Patienten aus drei Experimenten mit ähnlichen Ergebnissen. 

 

4.2 Einfluss von BAFF auf die Suszeptibilität von CLL-Zellen gegenüber 

der Behandlung mit ABT-199 

 

4.2.1    Einfluss von BAFF auf die Stoffwechselaktivität von CLL-Zellen 

Die nächsten Experimente adressierten die Frage, welchen Einfluss BAFF auf 

die Suszeptibilität von CLL-Zellen gegenüber der Behandlung mit ABT-199 

besitzt. Hierzu wurde zunächst der Effekt von BAFF alleine auf die metabolische 

Aktivität von CLL-Zellen untersucht. Primäre CLL-Zellen sechs verschiedener 

Spender wurden hierfür mit steigenden Konzentrationen (1-2000 ng/ml) von 

rekombinantem humanen BAFF (rhBAFF) für 72 h inkubiert. Die metabolische 

Aktivität wurde anschließend mittels WST-1 Assay bestimmt. In Analogie zu den 

Ergebnissen von Wild et al.97 zeigte sich, dass BAFF die Stoffwechselaktivität 

primärer CLL-Zellen zumindest ab 100 ng/ml dosisabhängig steigerte 

(Abbildung 4). 
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Abbildung 4: Einfluss von BAFF auf die Stoffwechselaktivität primärer CLL-Zellen. PBMC 

von CLL-Patienten wurden unbehandelt belassen oder mit ansteigenden Konzentrationen           

(1-2000 ng/ml) von rhBAFF inkubiert. Nach 72 h wurde mittels WST-1 Assay die 

Stoffwechselaktivität bestimmt. Links dargestellt ist ein repräsentatives Ergebnis eines CLL-

Patienten mit arithmetischem Mittel und Standardabweichung aus Dreifachbestimmungen. 

Rechts dargestellt sind kombinierte Daten sechs verschiedener Patienten mit arithmetischem 

Mittel und Standardfehler als relative metabolische Aktivität bezogen auf unbehandelte CLL-

Zellen, welche in jedem individuellen Datensatz auf 100% gesetzt wurden. 

4.2.2 Einfluss von BAFF auf die durch ABT-199 vermittelte Reduktion der 

Stoffwechselaktivität von CLL-Zellen 

Ausgehend von diesem Ergebnis wurde nun untersucht, inwiefern die für BAFF 

beobachteten Effekte im Rahmen der Behandlung mit ABT-199 zum Tragen 

kommen. Mithilfe der zu Beginn erstellten Titrationskurve wurden drei der sich in 

der Dosis-Wirkungs-Kurve befindenden Konzentrationen von ABT-199 (2, 5 und 

10 nM) ausgewählt und primäre CLL-Zellen sechs verschiedener Spender 

behandelt. Gleichzeitig wurde innerhalb jeder dieser Behandlungsgruppen eine 

BAFF-Titration (1-500 ng/ml) durchgeführt. Nach 72 h Inkubationszeit wurde die 

Stoffwechselaktivität der Zellen mittels WST-1 Assay bestimmt. In diesen 

Versuchen wurde beobachtet, dass BAFF konzentrationsabhängig der ABT-199-

induzierten Reduktion der metabolischen Aktivität entgegenwirkt. Der protektive 

Effekt von BAFF zeigte sich bei jeder eingesetzten ABT-199-Konzentration und 

nahm bei niedrig werdender Konzentration von ABT-199 an Stärke zu. Der 

Median der Behandlungsgruppe mit 2 nM ABT-199 und 500 ng/ml BAFF lag auf 

dem Niveau unbehandelter CLL-Zellen (Abbildung 5). 
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Abbildung 5: Einfluss von BAFF auf die Suszeptibilität von CLL-Zellen für eine Behandlung 

mit ABT-199. PBMC von sechs verschiedenen CLL-Patienten wurden unbehandelt belassen 

oder mit drei verschiedenen Konzentrationen von ABT-199 (10, 5, 2 nM) inkubiert. BAFF wurde 

in aufsteigenden Konzentrationen (0-500 ng/ml) hinzugegeben und die Stoffwechselaktivität 

wurde nach 72 h mittels WST-1 Assay bestimmt. Dargestellt sind kombinierte Daten sechs 

verschiedener Patienten als relative metabolische Aktivität bezogen auf unbehandelte CLL-

Zellen, welche in jedem individuellen Datensatz auf 100 % gesetzt wurden. 

 

4.2.3    Einfluss von BAFF auf den ABT-199-vermittelten Zelltod von CLL-

Zellen 

Als nächstes wurde durchflusszytometrisch überprüft, welchen Einfluss BAFF auf 

den ABT-199-vermittelten Zelltod von CLL-Zellen besitzt. Nach Etablierung der 

Methode wurden zu diesem Zweck CLL-Zellen unbehandelt belassen oder mit 
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einer BAFF-Konzentration von 500 ng/ml vorinkubiert. Nach 24 h wurde ABT-199 

in zwei Konzentrationen (2 und 10 nM) hinzugegeben und die Zellen wurden für 

weitere 24 h inkubiert. Anschließend wurde die absolute Zahl lebender 

CD5+/CD19+ CLL-Zellen durchflusszytometrisch mittels der Verwendung von 

Quantifizierungsbeads bestimmt. Tote CLL-Zellen wurden hierbei durch das 

Hinzufügen von 7-AAD identifiziert. Die Ergebnisse zeigten, dass ABT-199 zu 

einer Reduktion lebender CLL-Zellen führte und dass BAFF die CLL-Zellen vor 

dem durch ABT-199-induzierten Zelltod schützte. Dies traf auf beide 

eingesetzten Konzentrationen von ABT-199 zu. In der niedrigeren 

Behandlungsstufe (2 nM ABT-199) konnte in Anwesenheit von BAFF eine höhere 

Zahl lebender Zellen als in der unbehandelten Gruppe festgestellt werden. Dies 

ist ein Hinweis darauf, dass BAFF die CLL-Zellen auch vor ihrem spontanen 

Zelltod schützte (Abbildung 6). 

 

 

                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 6: Einfluss von BAFF auf den ABT-199-vermittelten Zelltod primärer CLL-Zellen.  

PBMC eines CLL-Patienten wurden alleine oder mit rhBAFF (500 ng/ml) für 24 h kultiviert. 

Anschließend wurden die Zellen mit ABT-199 (10, 2 nM) behandelt und für weitere 24 h inkubiert. 

Im FACS wurden die CLL-Zellen anschließend als CD19+/CD5+ identifiziert und die absolute 

Zahl lebender CLL-Zellen mittels 7-AAD und Quantifizierungsbeads bestimmt. Gezeigt ist ein 

exemplarisches Ergebnis eines CLL-Patienten mit arithmetischem Mittel und Standardfehler aus 

Dreifachbestimmungen. 
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4.3 Einfluss einer BAFF-Neutralisation mit Belimumab auf die Sus-

zeptibilität von CLL-Zellen gegenüber der Behandlung mit ABT-199 

 

4.3.1 Einfluss von Belimumab auf die BAFF-vermittelte Steigerung 

metabolischer Aktivität primärer CLL-Zellen 

Bisher wurde gezeigt, dass BAFF die Suszeptibilität von CLL-Zellen gegenüber 

einer ABT-199-induzierten Reduktion metabolischer Aktivität mindert und vor 

dem ABT-199-induziertem Zelltod schützt. Nun sollte untersucht werden, 

inwiefern der BAFF-neutralisierende Antikörper Belimumab in der Lage ist, CLL-

Zellen für die Behandlung mit ABT-199 zu sensitivieren. Zur Untersuchung der 

Wirkung von Belimumab wurden primäre CLL-Zellen verschiedener Spender mit 

BAFF in An- oder Abwesenheit von Belimumab oder einer Isotypkontrolle für      

72 h inkubiert. Danach wurde die Stoffwechselaktivität der CLL-Zellen mittels 

WST-1 bestimmt. Es wurde, wiederum in Analogie zu den Ergebnissen zu Wild 

et al.,97 festgestellt, dass der Einsatz von Belimumab den BAFF-vermittelten 

Anstieg der metabolischen Aktivität verhinderte, während die Isotypkontrolle 

keinen Effekt vermittelte (Abbildung 7). 

                  

                

   

 

  

 

 

 

 
 
 
 

Abbildung 7: Einfluss einer BAFF-Neutralisation mittels Belimumab auf die Stoffwechsel-

aktivität primärer CLL-Zellen. PBMC von CLL Patienten wurden wie angegeben mit oder ohne 

rhBAFF (500 ng/ml), Belimumab (10 µg/ml) oder einer Isotypkontrolle inkubiert. Nach 72 h wurde 

mittels WST-1 Assay die Stoffwechselaktivität bestimmt. Gezeigt ist ein repräsentatives Ergebnis 

eines CLL-Patienten mit arithmetischem Mittel und Standardabweichung aus 

Dreifachbestimmungen aus drei Experimenten mit ähnlichen Ergebnissen. 
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4.3.2 Einfluss einer BAFF-Neutralisation mit Belimumab auf die ABT-199 

vermittelte Reduktion der Stoffwechselaktivität von CLL-Zellen 

Ausgehend von diesem Ergebnis sollte nun analysiert werden, inwiefern eine 

BAFF-Neutralisation mit Belimumab die Empfindlichkeit von CLL-Zellen gegen-

über der Therapie mit ABT-199 wiederherstellen kann. Hierfür wurden CLL-

Zellen vier verschiedener Spender mit drei Konzentrationen ABT-199 (2, 5 und 

10 nM) behandelt. Gleichzeitig wurde BAFF in An- oder Abwesenheit von 

Belimumab oder einer Isotypkontrolle hinzugegeben. Nach 72 h wurde die 

Stoffwechselaktivität mittels WST-1 ermittelt. Wie bereits zuvor beobachtet 

wurde, führte BAFF zunächst zu einer verminderten Reduktion der 

metabolischen Aktivität durch ABT-199. Der Einsatz von Belimumab hingegen 

stellte die Reduktion der Stoffwechselaktivität der CLL-Zellen durch ABT-199 

wieder her. Dies wurde für jede ABT-199-Konzentration beobachtet und zeigte 

sich am deutlichsten bei den beiden niedrigeren Konzentrationen (2 und 5 nM) 

(Abbildung 8). 
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Abbildung 8: Einfluss einer BAFF-Neutralisation mit Belimumab auf die Sensitivität 

primärer CLL-Zellen für eine Behandlung mit ABT-199. PBMC von CLL-Patienten wurden 

unbehandelt belassen oder mit drei Konzentrationen ABT-199 (10, 5, 2 nM) inkubiert. Zusätzlich 

wurde (wie in der Abbildung gekennzeichnet) rhBAFF (500 ng/ml), Belimumab (10 µg/ml) oder 

eine Isotypkontrolle hinzugegeben. Nach 72 h wurde im WST-1 Assay die Stoffwechselaktivität 

bestimmt. Gezeigt sind kombinierte Daten vier verschiedener Patienten als relative metabolische 

Aktivität bezogen auf unbehandelte CLL-Zellen, welche in jedem individuellen Datensatz auf 

100% gesetzt wurden. 
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4.3.2 Einfluss einer BAFF-Neutralisation mittels Belimumab auf den ABT-

199-induzierten CLL-Zelltod 

Schließlich sollte die Wirkung einer BAFF-Neutralisation mittels Belimumab auch 

anhand der Analyse der absoluten Anzahl lebender Zellen mithilfe der 

Durchflusszytometrie untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden primäre CLL-

Zellen entweder unbehandelt belassen, oder mit BAFF in An- oder Abwesenheit 

von Belimumab oder einer Isotypkontrolle für 24 h vorbehandelt. Anschließend 

wurden die Zellen mit zwei Konzentrationen ABT-199 (2 und 10 nM) für weitere 

24 h inkubiert. Erneut wurde die absolute Anzahl lebender CD5+/CD19+ CLL-

Zellen durchflusszytometrisch mithilfe von Quantifizierungsbeads bestimmt. Tote 

CLL-Zellen wurden dabei unter Verwendung von 7-AAD identifiziert. Die 

Ergebnisse zeigten, dass Belimumab die ABT-199-vermittelte Reduktion 

lebender CLL-Zellen in der Behandlungsstufe von 10 nM ABT-199 ganz und bei 

2 nM ABT-199 teilweise wiederherstellte (Abbildung 9). 

                                                                    

                                                                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 9: Einfluss einer BAFF-Neutralisation mittels Belimumab auf das Überleben 

primärer CLL-Zellen. PBMC eines CLL-Patienten wurden wie angegeben mit oder ohne rhBAFF 

(500 ng/ml), Belimumab (10 µg/ml) oder einer Isotypkontrolle für 24 h inkubiert. Anschließend 

wurden die Zellen mit ABT-199 (10, 2 nM) behandelt und für weitere 24 h kultiviert. Im FACS 

wurden die CLL-Zellen anschließend als CD19+/CD5+ selektiert und die absolute Zahl lebender 

CLL-Zellen mittels 7-AAD und Quantifizierungsbeads bestimmt. Gezeigt ist ein repräsentatives 

Ergebnis eines CLL-Patienten mit arithmetischem Mittel und Standardfehler aus Dreifach-

bestimmungen. 
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Zusammenfassend demonstrieren die vorliegenden Ergebnisse erstens, dass 

BAFF CLL-Zellen vor der Therapie mit ABT-199 schützt und zweitens, dass der 

Einsatz des BAFF-neutralisierenden Antikörpers Belimumab imstande ist, die 

Suszeptibilität der CLL-Zellen gegenüber der Therapie mit ABT-199 zu erhöhen. 
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Bis heute ist die CLL als häufigste Leukämieerkrankung des Erwachsenenalters 

durch medikamentöse Maßnahmen nicht kurativ behandelbar. Die Standard- 

therapie der CLL, bestehend aus Chemo- (Fludarabin/Cyclophosphamid) und 

Immuntherapie (Rituximab), ist aufgrund ihres ungünstigen Toxizitätsprofils und 

des hohen Alters vieler Patienten darüber hinaus oft keine Option. Vor allem in 

der Rezidivsituation und bei aggressiver CLL mit Verlust des Genabschnittes 17p 

waren die Therapieoptionen bis vor wenigen Jahren sehr begrenzt. Zu einem 

Paradigmenwechsel in der Behandlung der CLL führte im Jahr 2014 die 

Einführung einer neuen Gruppe zielgerichteter Therapeutika (small-molecule 

inhibitors). Ihr Erfolg beim Einsatz in der Zweitlinientherapie und bei del-17p 

könnte zukünftig sogar das Ende der Chemotherapie in der CLL-Behandlung 

herbeiführen.98 Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand der neueste Vertreter dieser 

Medikamentenklasse: ABT-199, das im April 2016 in den USA zur Therapie 

vorbehandelter CLL mit del-17p zugelassen wurde. ABT-199 ist ein selektiver 

Inhibitor des antiapoptotischen Proteins BCL-2. In der CLL ist BCL-2 

typischerweise hochreguliert und trägt als einer der hallmarks of cancer zur 

Resistenz der Tumorzellen gegenüber Apoptose bei.99 Das Grundprinzip hinter 

ABT-199 ist damit die Wiederherstellung der natürlichen Apoptose-Fähigkeit von 

Tumorzellen. Zur Überprüfung der Wirksamkeit von ABT-199 und zur 

Identifizierung geeigneter Konzentrationen für die geplanten in vitro Versuche 

wurden zu Beginn dieser Arbeit Dosistitrationen durchgeführt und der Effekt auf 

die Stoffwechselaktivität von CLL-Zellen mittels WST-1 Assay untersucht. Der 

WST-1 Assay analysiert die Aktivität der Atmungskette und eignet sich daher gut 

zur Charakterisierung der Zytotoxizität einer Substanz. In den 

Titrationsversuchen zeigte sich den Erwartungen entsprechend bei allen 

untersuchten Spendern eine dosisabhängige Reduktion der Zellviabilität nach 

Behandlung mit ABT-199. Dies stimmt überein mit den Untersuchungen anderer 

Autoren, die bereits von einer hohen Empfänglichkeit von CLL-Zellen für ABT-

199 berichteten.16, 96, 100 Ungeachtet der Effektivität von ABT-199 und anderer 
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zielgerichteter Therapeutika ist es wahrscheinlich, dass viele der behandelten 

CLL-Patienten (vergleichbar zur Chemotherapie) im Laufe der Zeit ein 

vermindertes Therapieansprechen zeigen, Resistenzen entwickeln und letztlich 

ein Rezidiv erleiden.43 Die genauen Mechanismen, die zur Resistenz gegenüber 

ABT-199 in der CLL führen könnten, wurden jedoch bisher noch nicht 

beschrieben. Nach aktuellen Erkenntnissen der CLL-Forschung halten vor allem 

protektive Faktoren des die Tumorzellen umgebenden Mikromilieus die 

Krankheitsaktivität aufrecht und sorgen so für ein reduziertes Therapie-

ansprechen.101 Eine besonders kritische Rolle spielt unter diesen Faktoren das 

TNF-Mitglied BAFF, da es einen entscheidenden Einfluss auf das Überleben von 

gesunden und malignen B Zellen besitzt und in der CLL interessanterweise 

sowohl von den Tumorzellen selbst als auch von NLCs und MVECs vermehrt 

exprimiert wird.91, 93, 94 Belimumab ist ein neutralisierender BAFF-Antikörper, der 

im Jahr 2011 zur Therapie des SLE zugelassen wurde. Von Wild et al. wurde 

bereits der Einsatz von Belimumab im Kontext der CLL untersucht und gezeigt, 

dass die Neutralisation von BAFF mittels Belimumab die Sensitivität von CLL-

Zellen gegenüber der Rituximab-induzierten NK-Zelllyse wiederherstellt.95 An 

diese Ergebnisse knüpfte die vorliegende Arbeit an und stellte erstens die Frage, 

inwiefern die protektiven Effekte von BAFF auch im Rahmen der Behandlung mit 

ABT-199 zum Tragen kommen. Darauf aufbauend sollte zweitens untersucht 

werden, ob auch hier das Konzept einer Kombinationstherapie mit Belimumab 

einen Nutzen darstellt. In anderen Studien wurde bereits beobachtet, dass die 

Zugabe von exogenem BAFF CLL-Zellen vor der Behandlung mit Chlorambucil 

oder Flavopiridol schützt.90, 91 Tatsächlich konnte in dieser Arbeit im WST-1 

Assay festgestellt werden, dass BAFF konzentrationsabhängig der zytotoxischen 

Wirkung von ABT-199 entgegenwirkt. Bestätigt wurde dieser protektive Effekt 

darüber hinaus in der FACS-Analyse über die Bestimmung der absoluten Anzahl 

lebender Zellen in der Probe. Hier schützte BAFF die CLL-Zellen vor dem ABT-

199-induzierten Zelltod. Zur Interpretation dieser Beobachtungen könnten die 

Erkenntnisse von Woodland et al. hilfreich sein. Die Arbeitsgruppe stellte fest, 

dass BAFF in B Zellen die Expression des antiapoptotischen Proteins MCL-1 

erhöht und dass interessanterweise unter Abwesenheit von MCL-1 kein BAFF-



38  Diskussion 

abhängiges Überleben vermittelt wird.102 In den Beobachtungen von Kitada et al. 

zeigten CLL-Zellen mit hoher MCL-1 Expression außerdem eine verminderte 

Chemosensitivität gegenüber Fludarabin oder Chlorambucil.103 Da MCL-1 nicht 

von ABT-199 angegriffen wird, könnte eine reaktive MCL-1-Hochregulation nach 

BAFF-Stimulation ein erklärender Mechanismus für das beobachtete, schlechte 

Therapieansprechen der CLL-Zellen gegenüber ABT-199 sein. Es ist jedoch 

wichtig zu beachten, dass BAFF über seine Aktivierung von NF-kB noch viele 

weitere Mechanismen, die das Überleben der Zellen fördern und von Relevanz 

sein könnten, in Gang setzt. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde im zweiten 

Teil dieser Arbeit überprüft, ob die BAFF-vermittelte Resistenz durch Belimumab 

überwunden werden kann. Tatsächlich wurde in den weiteren Untersuchungen 

sowohl im WST-1 Assay als auch in der FACS-Analyse festgestellt, dass der 

Einsatz von Belimumab die Suszeptibilität von CLL-Zellen für die Behandlung mit 

ABT-199 wiederherstellt. Diese Daten stimmen nicht nur mit den Ergebnissen 

von Wild et al. überein, sie werden auch gestützt von einer Phase 1b klinischen 

Studie mit Atacicept, ein gegen BAFF und seinen nahen Verwandten APRIL 

gerichtetes TACI-Ig Fusionsprotein. CLL-Patienten, die mit hohen Dosen 

Atacicept behandelt wurden, erfuhren eine Stabilisierung der Erkrankung, 

während die Verwendung niedriger Dosierungen zu einer Progression führte.104  

 

Zusammengefasst liefert diese Arbeit Hinweise darauf, dass die Kombination von 

Belimumab und ABT-199 in der CLL-Therapie einen Vorteil gegenüber der 

alleinigen Therapie mit ABT-199 darstellen könnte. Um diese Schlussfolgerung 

jedoch genauer zu überprüfen, sind zukünftige klinische Studien notwendig. Dies 

ist nicht zuletzt deshalb wichtig, da die in vitro vorherrschenden Bedingungen nur 

begrenzt die Komplexität der physiologischen CLL abbilden können. 

Schwierigkeiten bei der Interpretation der präsentierten Ergebnisse könnten sich 

beispielsweise durch die Überlegung ergeben, dass die eingesetzten BAFF-

Konzentrationen vermutlich höher sind, als die tatsächlichen, in vivo vorliegenden 

Konzentrationen. Dies könnte zu einer Überschätzung des beobachteten 

Einflusses von BAFF auf das Überleben von CLL-Zellen führen. Weiterhin ist zu 

erwähnen, dass trotz der kritischen Rolle von MCL-1 und BCL-2 in der CLL noch 
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einige weitere antiapoptotische Moleküle (u.a. BCL-XL, BCL-W) zu einer 

Therapieresistenz gegenüber der ABT-199-Behandlung beitragen könnten.43, 105 

Ihre Hochregulation könnte durch den Einsatz von Belimumab nicht verhindert 

werden. Es kommt komplizierend hinzu, dass es neben BAFF noch zahlreiche 

weitere Faktoren und Mechanismen gibt, über die verschiedene Zelltypen des 

Mikromilieus die Krankheitsaktivität unterstützen.101 Hierzu zählen 

beispielsweise die Signalwege des BCR, bestimmte Chemokinrezeptoren oder 

Adhesionsmoleküle.106 Sie alle gehören zu weiteren interessanten Angriffs-

punkten in der aktuellen CLL-Forschung. Den enormen Erkenntnisgewinnen der 

letzten Jahre ist es geschuldet, dass sich vor diesem Hintergrund derzeit viele 

Ansatzpunkte anbieten, um die Effektivität konventioneller oder neuer 

Behandlungsformen zu erhöhen. Diese Arbeit hat gezeigt, dass die Kombination 

von Belimumab und ABT-199 in der CLL-Therapie einen Nutzen darstellen 

könnte. Welchen Stellenwert die Inhibition von BAFF jedoch in Konkurrenz zu 

anderen therapeutischen Konzepten zukünftig einnehmen wird, kann erst mithilfe 

von Ergebnissen klinischer Studien hinreichend beurteilt werden. Diese befinden 

sich, basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit, gegenwärtig in Planung. 
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7   Anhang 

 

7.1  Abkürzungsverzeichnis 

 

APRIL     a proliferation inducing ligand 

BAFF     B cell activating factor 

BAFFR     BAFF receptor 

BCL-2     B-cell lymphoma 2 

BCMA     B cell maturation antigen 

BCR      B-cell receptor 

BR      Bendamustin/Rituximab 

BTK      Bruton-Tyrosin Kinase 

CD      cluster of differentiation 

CLL       Chronisch Lymphatische Leukämie 

CRD      Cystein-reiche Domäne (cysteine-rich domain) 

CSR      Class-switch recombination 

DC      Dendritische Zelle (dendritic cell) 

DD      Todesdomäne (death domain) 

FACS     fluorescence activated cell sorting 

FC      Fludarabin/Cyclophosphamid 

FCR      Fludarabin/Cyclophosphamid/Rituximab 

Ig       Immunglobulin 

IgVH      Immunoglobulin heavy-chain variable-region gene 

LK      Lymphknoten 

MM      Multiples Myelom 

MVEC     Mikrovaskuläre Endothelzelle 

MBL      Mononukleäre B-Lymphozytose 

NF-κB     nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

NHL      Non-Hodgkin Lymphom 

NK-Zelle    Natürliche Killerzelle 

NLC      Nurse-like Cells 
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NLR      Nicht-lineare Regressionsanalyse 

PBMC     peripheral blood mononuclear cells 

PBS      phosphate buffered saline 

PI3Kδ     Phosphatidylinositol-3-Kinase delta 

RT      Raumtemperatur 

rh       recombinant human 

SLE      Systemischer Lupus Erythematodes 

SLL      small lymphocytic lymphoma 

TACI      transmembrane activator and CAML interactor 

THD      TNF homology domain 

TIM      TRAF interacting motif 

TNF      Tumor-Nekrose-Faktor 

TNFR     Tumor-Nekrose Faktor Rezeptor 

TRAF     TNF-receptor associated factor 

WHO     World Health Organisation 

7-AAD     7-Amino-Actinomycin 
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