Aus dem

Universitatsklinikum Tubingen
Medizinische Klinik

KKE Translationale Immunologie

Die Rolle von 4-1BB und GITR sowie deren Liganden fur die
Prognose der

chronisch lymphatischen Leukamie

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat

zu Tubingen

vorgelegt von
Meyer, Sophie Cassandra
2025



Dekan: Professor Dr. Bernd Pichler

1. Berichterstatter: Privatdozent Dr. J. Heitmann

2. Berichterstatter: Professor Dr. J. Leibold

Tag der Disputation: 03.03.2025



Fir Lucy



Inhaltsverzeichnis

ADKUIrZUNGSVEIZEICNNIS ....ccoviiiiiieeiie e VIl
T BINIEIUNG e 1
1.1 Erkrankungen des BIUIES ............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiii 1
1.2 Chronisch lymphatische Leuk@mie..............ccccooiiiiiiiiiiiiie 2
1.2.1 PathOgenese.........uuuiiiiiiiiiiiiii 2
1.2.2 Klinisches Bild und DiagnosSe..............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 3
1.2.3  Stadieneinteilung nach Binetund Rai ..................ccoc 4
1.2.4 Risiko- und Prognosemarker................uuuueueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiines 6
1.2.5  Richter-Transformation ..., 12

R N I 1= = o1 PSRN 14
1.3.1 Therapieindikation.............ccoooiiiiii e, 14
1.3.2 Therapieregime.........cooo v 15
1.3.3 Behandlungsziel und Definitionen............cccccvvviiiiiiiiiiiiiinn, 19

1.4  4-1BB/4-1BBL und GITR/GITRL ......ooiiiiiiiiieieee e 23
1.4.1 Cluster of Differentiation ... 23
1.4.2  Tumornekrosefaktor-Superfamilie.............cccccceeieiiiiiiiiiiiiiene, 23
1.4.3  4-1BB UNA 4-1BBL......ooiiieiieee e 24
144  GITRUNA GITRL .ooiiiiiiiie et 27

1.5 ZICISEIZUNG .. .uiiiiiiiiiii e 28

2  Methoden und Materialien............coooovviiiiiiiiiiiiiiiie 30
2.1 B NI e 30
2.2 Patienten und ReKrutierung ...............ueeeeeiiiumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieneennns 30
2.3 Datenerhebung ... 30
2.31 Binet- und Rai-Stadium............ooooiiii 30



2.3.2 (VOr-)Therapi€n.........oouuuuiiee et 31
2.3.3  Blutbild und B-2-Mikroglobulin.............ccccoiiiiiireiiie e 31
2.34  CLL-Population, ZAP70, CD38-EXpPression .............cccceeevvvvvvnnnnn. 32
2.3.5 TPS53-Mutation, Zytogenetik und IGVH-Mutationsstatus.............. 32
2.3.6  HOCHHSIKO-CLL ....cceiiiiiiiiiiiiiieeee e 33
2.3.7  CLL-IPI-SCOIE ..ottt e e 33
2.3.8 Gesamtiiberleben, therapiefreies Uberleben, therapiefreies
Uberleben nach RItUXIMaD .............c.ooveieieieeeieeeeeeeeeeeee e, 34

2.4 Bestimmung der Expression von 4-1BB/4-1BBL und GITR/GITRL

mittels Immunphanotypisierung (FACS) .......coooiiimiiiiii e, 34
2.5  Statistische Analyse und Software.............cccooooiiiiiiiiiiiiiee, 37
3 EFQEDNISSE ... 39
3.1 PatientenkolleKtiv ..........coooiiiiiiiiiiiii 39
3.1.1 Patientencharakteristika................cvviiiiiiiiiiiiiiis 40
3.1.2  Stadieneinteilung .............uuueuiiiiiiiiiiiiiii 41
3.1.3  Blutwerte zum Entnahmezeitpunkt............cccooeiviiiiiiiiiiii, 43
3.1.4  CLL Population und Prognosefaktoren ..............ccccccvvuviiiiinnnnnnnns 43

X Tt O T I 1= =1 o [ S 46
3.1.6 4-1BB, 4-1BBL, GITR UNd GITRL ....cooiiiiiieiiiieee e 47
3.1.7  Gesamtuberleben ... 52
3.1.8  Therapiefreies Uberleben ............ccooveevieeeeieeeeee e, 54
3.1.9  Therapiefreies Uberleben nach Rituximab................cccccevevenn.... 56
3.1.10  Patientendaten...............uuveiiiiiiiiiiiiii 57
3.2  UberlebenszeitanalySen.............ccccoueveeeeeeeeeeeeee e 74
3.2.1 Stadieneintilung ..........eeiiiiiii e 74
3.2.2 Prognosefakioren...............uuueeueeieiiiiiiiiiiiiiieees 77



3.2.3 4-1BB/4-1BBL und GITR/GITRL .....ccoiiiiiiiiiiiiieee e 80

3.3 COX-RegreSSiON .........ciiiiieiieieece e 98
3.3.1 Alter und Geschlecht...........ccceuviiiiiiiiii e 99
3.3.2 Binet-Stadi€n ..o 99
3.3.3  4-1BB UNA 4-1BBL ....ooiiiiiiiiieeee e 99
3.34  GITRUNA GITRL.....etiiiieieiee et 100

L B 111 (U 13- (o] o PP 101
4.1 ErkrankungSalter..............uuuiiiimiiiiiiiii 101
4.2  Geschlechterverteilung ..o 102
4.3  Gesamtlberleben............coooiiiiii 103
4.4  Therapiefreies Uberleben..........c.coooovieieeeeeceeee e 104
45 Therapiefreies Uberleben nach Rituximab ...........cc.ccoveevveeveeeeeeenne. 105
4.6  Stadieneinteilung nach Binet und Rai ...........ccooovviiiiiiiiiiiiiiiin, 106
4.7 CD38-Expression, IGVH-Mutationsstatus und TP53-Mutation......... 107
4.8 4-1BB UNA 4-1BBL ..o 109
49  GITRUNA GITRL oottt 111
410  LimitatioN@N.......uiiiieiii 113
411 Fazit und AUSDIICK ... 113
5  ZusammenfasSUNQ..........uiiiiiiiiiiiieecee et eaaaa 115
B ANNANG...coi i 118

6.1 AbbilduNgSVErzeiChNis ............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 118

6.2  TabellenVerzeiChnis ............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 121
7 LiteraturverzeiChnis ...... ... 122
8  Erklarung zum Eigenanteil ... 141
9  Verdffentlichungen ... 142
10 DankSaguUNQ ......coooiiiiiiii e eeeees 143



VI



Abkurzungsverzeichnis

AML Akute myeloische Leukamie

APC Antigenprasentierende Zelle

ATM Ataxia teleangiectatica-mutiert
BCL-2 B-cell lymphoma 2

BCR B-Zell-Rezeptor

BE Blutentnahme

BR Bendamustin, Rituximab

BSC Best Supportive Care

BTK Bruton-Tyrosinkinase

CAR Chimeric Antigen Receptor

CD Cluster of Differentiation

CLL chronisch lymphatische Leukamie
CR komplette Remission

del Deletion

ED Erstdiagnose

FCR Fludarabin, Cyclophosphamid, Rituximab
FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
GITR Glucocorticoid-Induced TNFR-Related Protein
GITRL Glucocorticoid-Induced TNFR-Related Protein Ligand
Hb Hamoglobin

Ibr Ibrutinib

lg Immunglobulin

IGVH Immunglobulin Variable Heavy Chain
IL Interleukin

INF Interferon

JUR Jahres-Uberleben

Kl Konfidenzintervall

mAbs monoklonale Antikorper

MDR Minimal Residual Disease

NK-Zellen naturliche Killerzellen

Obi Obinutuzumab

ObiClb Obinutuzumab, Chlorambucil

0S Gesamtuberleben

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell
PD progrediente Erkrankung

PE Phycoerythrin

PFS progressionsfreies Uberleben

PR partielle Remission

RKI Robert-Koch-Institut

SD Standardabweichung

VI



SFI
TFS
TNF
TNFS
WHO
ZAP70

spezifische Fluoreszenzindizes
therapiefreies Uberleben
Tumornekrosefaktor
Tumornekrosefaktor-Superfamilie
World Health Organization
70-kD-C-associated-Protein



1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Erkrankungen des Blutes

Bei den lymphatischen Systemerkrankungen handelt es sich um maligne Entar-
tungen, die in unterschiedlichen Stadien der B- und T-Zellentwicklung auftreten
konnen. Diese Erkrankungen konnen grob in Leuk&dmien und Lymphome einge-
teilt werden.’

Das Wort Leukamie kommt von den altgriechischen Wortern Asukdg leukos
,weil* sowie aiua haima ,Blut‘ und bedeutet wortlich Gibersetzt ,WeiRblitigkeit*,
was sich auf den vermehrten Anteil an Leukozyten (weil3e Blutkorper) im Blut
bezieht." Ein typischer Vertreter der lymphatischen Leukamien ist die akute lym-
phatische Leukamie, die vor allem im Kindesalter auftritt." Die chronisch lympha-
tische Leukamie ist ein weiterer Vertreter und wird den Lymphomen zugeordnet.’
Lymphome zeichnen sich vor allem durch die Schwellung unterschiedlicher
Lymphknotenlokalisationen im Korper aus. Diese werden nach WHO-Klassifika-
tion in zwei Hauptgruppen unterteilt: die Hodgkin- und die Non-Hodgkin-Lym-
phome.’

Die selteneren Hodgkin-Lymphome entstehen aus B-Zellen und wurden 1832
erstmalig von Thomas Hodgkin beschrieben.? Mit 50 — 60 % macht der
nodular-sklerosierende Typ das haufigste Hodgkin-Lymphom aus, gefolgt vom
Mischtyp und den lymphozytenreichen und lymphozytenarmen Typen.3

Die weitaus groRere Gruppe bilden die Non-Hodgkin-Lymphome, die sich in die
haufigeren B- (80 — 85 %) und die selteneren T-Zell-Lymphome (15 — 20 %) ein-
teilen lassen. Weiterhin ist eine Einteilung in indolente und aggressive Lym-
phome maglich.! Beispiele hierfiir sind das haufigste aller Non-Hodgkin-Lym-
phome, das diffus-grozellige-B-Zell-Lymphom, ein aggressives B-Zell-Lym-
phom, und die Mycosis fungoides, ein indolentes T-Zell-Lymphom.4°

Die chronisch lymphatische Leukamie (CLL) gilt als indolentes lymphozytisches
Non-Hodgkin-B-Zell-Lymphom mit leukdmischem Verlauf. In dieser Arbeit wird
die CLL-Erkrankung genauer betrachtet.
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1.2 Chronisch lymphatische Leukamie

Die chronisch lymphatische Leukamie gilt mit ca. 40 % aller neudiagnostizierten
Leukamien als die haufigste Leukamieform.® Die CLL wurde erstmals 1845 durch
den deutschen Pathologen Rudolf Virchow beschrieben.” Laut WHO-Kriterien
handelt es sich bei der CLL um ein lymphozytisches Lymphom mit einem leuka-
mischen Verlauf.8 Sie tritt bei Mannern haufiger auf als bei Frauen®, welche auch
meist einen giinstigeren Verlauf aufweisen'®. Zudem sind Menschen mit kauka-
sischem Hintergrund eher betroffen als andere ethnische Gruppen.® Das medi-
ane Erkrankungsalter liegt bei ca. 70 Jahren, mit einer steigenden Inzidenz im

hoheren Alter (siehe Abbildung 1).8

ICD-10 C91.1: Chronische lymphatische Leukamie vom B-Zell-Typ (CLL)
Altersverteilung und altersspez. Inzidenz 2007 - 2020 (Manner: 1516, Frauen: 1032)
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Abbildung 1: Altersverteilung und altersspezifische Inzidenz der chronisch lymphatischen Leukédmie
im GroBBraum Miinchen 2007 - 2020 Datenquelle: Tumorregister Miinchen ICD-10 C91.1: Chron. lym-
phat. Leukdmie Inzidenz und Mortalitéit 1

1.2.1 Pathogenese

Die Pathogenese der CLL ist bis heute weitgehend unbekannt, jedoch scheinen
der B-Zell-Rezeptor-(BCR-)Signalweg, ein Apoptosedefekt und das microen-
vironment der CLL-Zellen eine Rolle zu spielen.'?>-'® Zudem wurde festgestellt,
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dass Verwandte von CLL-Patienten ein 6-fach erhohtes Risiko haben selbst an

einer CLL zu erkranken, wodurch eine genetische Disposition nahelegt wird.!”

1.2.2 Klinisches Bild und Diagnose
Die Erstdiagnose der CLL erfolgt meist als Zufallsdiagnose bei einer inzidentell
festgestellten Lymphozytose. Korperliche Symptome wie Lymphadenopathie,
Splenomegalie, Hepatomegalie oder B-Symptome (Nachtschweild mit Kleidungs-
wechsel ohne Hinweis auf Infekt, Gewichtverlust = 10 % wahrend der letzten 6
Monate, rezidivierendes Fieber > 38 °C)'8 treten meist erst in fortgeschrittenen
Stadien auf. Zu den Diagnosekriterien nach dem International Workshop on CLL
201879 gehoren:
1. Nachweis von mindestens 5.000 klonalen B-Zellen/ul Gber mindestens 3
Monate
2. Befund von vorwiegend kleinen, reifen Lymphozyten im Blutausstrich
3. Expression von immunphanotypischen CLL-Zellen: CD19+, CD5+,
CD20low, CD23+, Oberflachen Immunglobuline low. Durch die Leichtket-
tenrestriktion Igk oder IgA kann die Monoklonalitat der Zellen nachgewie-
sen werden.
Des Weiteren konnen im Blutausstrich Gumprechtsche Kernschatten vorkom-
men. Es handelt sich hierbei um Leukozyten, die aufgrund erhéhter Vulnerabilitat
wahrend des Blutausstrichs zerquetscht werden. Studien zeigen, dass das Auf-
treten von nur wenigen Gumprechtschen Kernschatten im Blutausstrich ein ne-
gativer prognostischer Faktor bezuglich des Gesamtuberlebens (OS) und des
progressionsfreien Uberlebens (PFS) ist.2%2" Das Auftreten von Gumprecht-

schen Kernschatten ist zur Diagnose einer CLL nicht obligat.'?
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1.2.3 Stadieneinteilung nach Binet und Rai

Klassischerweise wird die CLL-Erkrankung seit Jahrzehnten in Stadien nach Bi-
net und Rai eingeteilt.?223 Beide Klassifikationen sind kostengtinstig und einfach
durchzufuhren, da sie sich nur auf die korperliche Untersuchung und ein kleines
Blutbild (Hamoglobin (Hb) und Thrombozytenzahl) stlitzen. Bei Binet wird die Er-
krankung in drei Stadien eingeteilt (A, B, C). Das mediane Uberleben betragt flr
Gruppe A > 10 Jahre, fur B ca. 7 Jahre und firr C ca. 2 Jahre (siehe Tabelle 1).22

Tabelle 1: Binet-Klassifikation: Die Binet-Klassifikation beinhaltet drei Stadien, die nach Himoglobin
(Hb), Thrombozyten und den befallenen Lymphknotenregionen unterschieden werden. Tabelle ist
modifiziert nach Binet et al., 198122

Stadium Definition Medianes
Uberleben
A Hb > 10 g/dI > 10 Jahre

Thrombozyten > 100.000/ul
<3 befallene Lymphknotenregionen
(Hals, Achsel, Leiste, Milz, Leber)
B Hb > 10 g/di 7 Jahre
Thrombozyten > 100.000/ul
>3 befallene Lymphknotenregionen
(Hals, Achsel, Leiste, Milz, Leber)
C Hb < 10 g/dI 2 — 3 Jahre
Thrombozyten < 100.000/ul

Bei Rai erfolgt die Einteilung in funf Gruppen (0 — V), diese kdnnen zur Verein-
fachung in drei Risikogruppen unterteilt werden: niedriges, intermediares und ho-
hes Risiko mit medianen Uberlebenszeiten von > 10 Jahren, ca. 7 Jahren und <
4 Jahren (siehe Tabelle 2).23
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Tabelle 2: Rai-Klassifikation: Die Rai-Klassifikation beinhaltet fiinf Stadien, die in drei Risikogruppen
zusammengefasst werden. Die Stadien werden nach Lymphozyten, Lympadenopathie, Hb und
Thrombozyten unterteilt. Tabelle ist modifiziert nach Rai et al., 1975%

Risikogruppe Stadium Definition Medianes
Uberleben
Niedriges Risiko 0 Lymphozytose > 15.000/pl > 10 Jahre
Intermediares Ri- | Lymphozytose > 15.000/ul 7 Jahre
siko Lymphadenopathie

Il Lymphozytose > 15.000/ul
Hepatomegalie
Splenomegalie
Hohes Risiko i Lymphozytose > 15.000/ul <4 Jahre
Hb <11 g/dI
Y Lymphozytose > 15.000/ul
Thrombozyten <
100.000/pl

Mit den Klassifikationen von Binet und Rai sind zwar Vorhersagen tiber das Uber-
leben der Patienten moglich?4, jedoch ist es vor allem bei Patienten in einem fri-
hen Stadium nicht moglich eine Aussage Uber den weiteren Verlauf der Erkran-
kung zu treffen.'? Hierzu wurden in den letzten Jahren mithilfe von molekularbio-
logischen Methoden weitere Prognosemarker beschrieben, die im folgenden Ka-

pitel erlautert werden.
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1.2.4 Risiko- und Prognosemarker

1.2.4.1 Beta-2-Mikroglobulin

Beim B2-Mikroglobulin handelt es sich um ein Plasmaprotein, welches den ext-
razellularen Anteil des major histocompatibility complex I bildet.?> Im Urin dient
es als Marker einer tubularen Proteinurie. Bei bekannter CLL-Erkrankung kann
eine Erhdhung des Serum-B2-Mikroglobulins auftreten. Bei einem cut-off-Wert
von 3,5mg/l konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass durch die Bestim-
mung von Serum-f2-Mikroglobulinspieglen Hochrisikopatienten identifiziert wer-
den kénnen.?>2¢ Diese zeichnen sich durch eine erhohte Tumormasse, ein ver-
mindertes Gesamtuberleben (OS) und ein kirzeres PFS (10-Jahres-PFS bei Mo-

lica et al.?” 74,6% (B2-Mikroglobulin low) vs. 49,1% (B2-Mikroglobulin high))
aus,25.26.28

1.2.4.2 Immunglobulin-VH-(IGVH-)Mutationsstatus

Beim gesunden Menschen kommen somatische Mutationen in den Keimbahn-
segmenten Vu, D und Ju nur bei antigenstimulierten B-Zellen vor. Sie codieren
fur die variable Region der schweren Kette der Immunglobulinmolekile, die zur
Antigenerkennung benétigt wird.2°

In der CLL treten die Mutationen in ca. 50 — 60 % der CLL-Zellen auf.'®

Durch die Untersuchung des Genrearrangements kann Uber den Zeitpunkt der
malignen Transformation der B-Zelle Aufschluss gewonnen werden. Hierbei han-
delt es sich bei einem unmutierten Status um einen friihen Zeitpunkt und eine
undifferenzierte und unreife Zelle, wahrend bei einem somatisch hypermutierten
Status die Transformation zu einem spateren Zeitpunkt an einer differenzierteren
und reiferen Zelle stattfindet.®°

Man bezeichnet eine CLL als IGVH unmutiert, wenn eine = 98 %ige Homologie
mit der entsprechenden Keimbahnsequenz vorliegt. Ist die Sequenzhomologie <
98 % bezeichnet man sie als somatisch hypermutiert.2%31

Die Unterteilung in diese zwei Gruppen dient als wichtiger und verlasslicher Prog-
nosefaktor der CLL."® So konnte nachgewiesen werden, dass Patienten, die an
einer IGVH unmutierten CLL erkrankt sind, ein wesentlich niedrigeres OS und



1 Einleitung

PFS haben als solche mit einer IGVH hypermutierten CLL.2° Das mediane Uber-
leben von Erkrankten mit unmutierten VH-Genen lag bei ca. 117 Monaten, wah-
rend Patienten mit einem hypermutierten Mutationsstatus im Median 293 Monate
Uberlebten.3132

AuRerdem wurde in verschiedenen Studien eine Assoziation zwischen einer
IGVH unmutierten CLL und dem vermehrten Auftreten der prognostisch unglins-
tigen Deletionen 11923 und 17p13 (siehe Kapitel 1.2.4.5) festgestellt. Im Gegen-
satz dazu konnte in eben diesen Studien bei IGVH mutierten Patienten haufiger
die prognostisch guinstige Deletion 13q14 nachgewiesen werden.33:34

Da die Bestimmung des IGVH-Mutationsstatus sehr aufwendig und teuer ist®,
wurden einfacher zu bestimmende Marker gesucht, die eine Aussage Uber den
IGVH-Mutationsstatus zulassen. CD38 und ZAP70 sind Marker, die ohne gene-
tische Analyse bestimmt werden konnen und in den nachsten beiden Kapiteln

besprochen werden.

1.2.4.3 CD38-Expression

Die Expression des transmembranen Glykoproteins CD38 auf B-Zellen kann kos-
tengunstig und einfach mithilfe einer Durchflusszytometrie nachgewiesen wer-
den. Im gesunden Menschen sind ruhende und zirkulierende T- und B-Zellen vor
allem CD38 negativ, wahrend aktivierte B-Zellen CD38 exprimieren.3 Auf diesen
spielt CD38 bei der Interaktion und Differenzierung eine Rolle indem er BCR-
Signale verstéarkt und die B-Zell-Apoptose reguliert.37-39

Eine Zellpopulation wird als CD38 positiv bezeichnet, wenn = 30 % der Zellen
CD38 exprimieren.'0:3234 Dieser Wert wird jedoch in diversen Studien angezwei-
felt und diskutiert.4041

Leukamien, die in frihen Differenzierungsstadien entstehen, gelten eher als
CD38 positiv, im Gegensatz zu solchen, die aus differenzierteren Phanotypen
entstehen.3 Es konnte gezeigt werden, dass CD38 positive CLL-Patienten friher
Therapie bendtigen als CD38 negative und ein kiirzeres OS aufweisen.0:34
Zudem besteht eine Korrelation zwischen CD38-Positivitat und dem IGVH-Muta-

tionsstatus. Patienten mit unmutierten VH-Genen exprimieren in den meisten
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Fallen auch vermehrt CD38. CD38-Positivitat entspricht jedoch nurin 25 — 33 %
der Falle einem negativen IGVH-Mutationsstatus.0-32.34

Die CD38-Expression ist aber kein optimaler prognostischer Marker, da die Ex-
pression innerhalb des Krankheitsverlaufs eines Patienten variieren kann. So
kann ein Patient, der zum Zeitpunkt der Erstdiagnose als CD38 negativ gilt, zum

Beispiel im Falle einer Erkrankungsprogression CD38 positiv werden.32:34.35

1.2.4.4 ZAP70

Das 70-kD-C-associated-Protein (ZAP70) ist eine Protein-Tyrosinkinase mit einer
mafgeblichen Beteiligung an der T-Zell-Signaltransduktion. Es wird beim Gesun-
den nur in T- und NK- (naturliche Killerzellen) Zellen exprimiert und kommt in B-
Zellen kaum vor.4243

In der chronisch lymphatischen Leukamie kénnen auch die CLL-Zellen ZAP70
exprimieren. Diese Expression wird mittels Durchflusszytometrie bestimmt, wo-
bei die Expression in den CLL-Zellen ins Verhaltnis zur Expression in den T-Zel-
len gesetzt wird. Damit ist der Ansatz komplexer als im Vergleich zur CD38 Ex-
pressionsbestimmung.

Es zeigte sich hierbei in verschiedenen Studien, dass eine starkere Expression
von ZAP70 mit einer schnelleren Progression der Erkrankung und einem kurze-
ren Gesamtiiberleben assoziiert ist.4

Eine erhdhte Expression von ZAP70 fand man vor allem bei Patienten mit einer
IGVH unmutierten CLL. Dieser signifikante Zusammenhang zwischen einer
ZAPT70-Expression > 20 % und einem unmutierten IGVH-Mutationsstatus wurde
mehrfach nachgewiesen und zeigte, dass CLL-Zellen von IGVH unmutierten Pa-
tienten eine ahnlich hohe Expression an ZAP70 aufweisen wie die T-Zellen eines
Gesunden.224344 Eine Expression von ZAP70 < 20 % wird im Umkehrschluss mit
einem hypermutierten IGVH-Mutationsstatus in Verbindung gebracht.*4

Die Zuordnung bezuglich des IGVH-Mutationsstatus ist nicht immer korrekt, die
Ubereinstimmung lag jedoch in Studien bei bis zu 93 %, was die Ubereinstim-
mung der CD38-Expression mit dem Mutationsstatus wesentlich Gbertrifft.32:35
AuRerdem gilt die ZAP70-Expression Uber den gesamten Krankheitsverlauf als

konstant.*3
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Durch die hohe Ubereinstimmung mit dem IGVH-Mutationsstatus gilt ZAP70 als
exzellenter Stellvertreter fiir den Mutationsstatus der VH-Gene.3® Alles in allem
kann die Expression von ZAP70 als guter prognostischer Marker fur den Krank-

heitsverlauf der CLL angesehen werden.*?

1.2.4.5 Zytogenetik

Weitere prognostische Marker, welche in Bezug auf OS, PFS und auch bezlglich
der Auswahl der Therapieform eine wichtige Rolle spielen, sind die genomischen
Aberrationen. Sie treten in den malignen CLL-Zellen, jedoch nicht in den gesun-
den Zellen der Patienten auf. Bei 80% aller CLL-Patienten kann mittels Fluores-
zenz-in-situ-Hybridisierung eine Aberration nachgewiesen werden.?* AuRerdem
kénnen im weiteren Verlauf der Erkrankung weitere Aberrationen hinzukom-
men.33

Die Deletionen 13914, 11923 und 17p13 sowie die Trisomie 12 sind die wichtigs-
ten genomischen Aberrationen.

Mit einem Anteil von ca. 55 % gilt die Deletion 13914 als die haufigste genomi-
sche Veranderung.*® In einer kleinen Region des Chromosoms liegen die
MikroRNA (miR) Gene miR15 und miR16, die Teil eines komplexen Tumorsupp-
ressorgens sind, und deren Expression durch die Deletion herunterreguliert
wird.*® Beim Vorliegen einer Deletion 1314 ist mit einer guten Prognose der Er-
krankung zu rechnen, sie korreliert eher mit einem hypermutierten IGVH-Status3
und spricht bei einer Therapieeinleitung gut auf die Immunchemotherapie, beste-
hend aus Fludarabin, Cyclophosphamid und Rituximab, an.4’

Bei der zweithaufigsten Aberration handelt es sich um die Deletion 11923 (ca.
20 %). Diese fuhrt zu einem hemizygoten Verlust des Ataxia teleangiectatica-
mutierten (ATM) Gens. ATM, eine Serin/Threonin-Proteinkinase, ist an der DNA-
Reparatur beteiligt und vermittelt die Aktivierung von p53.4° p53 ist einer der
Hauptakteure zur Sicherstellung der genomischen Stabilitat.*> Er kann Apoptose
oder onkogen-induzierte Seneszenz auslésen, falls DNA-Schaden in der Zelle
nicht beseitigt werden. Deshalb flhrt der Defekt von ATM zu einer mangelhaften
DNA-Reparatur und zu genomischer Instabilitat.*> Insgesamt ist eine Deletion

11923, im Gegensatz zu einer Deletion 13914, Trisomie 12 oder einem normalen
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Karyotyp, mit einer schnelleren Progression und einem kiirzen Gesamtuberleben
in Verbindung zu bringen.?*

Mit ca.15 — 20 % tritt die Trisomie 12 etwas seltener auf als die Deletion 11g23.24
Sie fuhrt u.a. zur Aktivierung unterschiedlicher Signalwege in der CLL-Zelle. Meh-
rere dieser Aktivierungen spielen im BCR-Signalweg eine wichtige Rolle.*®

Der prognostische Vorhersagewert der Trisomie 12 wird kontrovers diskutiert.
Wahrend in manchen Studien ein Zusammenhang zwischen einer Trisomie 12
und einem unmutierten IGVH-Mutationsstatus nachgewiesen werden konnte,
war dies in anderen Studien nicht der Fall.24:31.32.34 Der Konsens, der auch dieser
Arbeit zugrunde gelegt wurde, ist, dass Patienten mit einer Trisomie 12 ein
schlechteres Outcome haben als solche mit einer Deletion 13q14, jedoch ein
besseres als die Patienten, bei denen eine Deletion 11923 oder Deletion 17p13
nachgewiesen werden konnte.?44°

Die seltenste genomische Aberration bei Erstdiagnose ist mit ca. 5 % die Deletion
17p13. Sie tritt jedoch bei therapierefraktaren CLL-Patienten wesentlich haufiger
an.24'49

Die Deletion 17p13 flhrt zum Verlust des Tumorsuppressorgens TP53, dabei
weisen interessanterweise die meisten Falle mit einer Deletion 17p13 einen bial-
lelischen Verlust von p53 auf, der aus einer Mutation des verbleibenden Allels
entsteht.>0 Patienten mit einer Deletion 17p13 weisen die schlechteste Prognose
auf.2* Sie haben sowohl ein sehr geringes progressionsfreies Uberleben als auch
das geringste Gesamtiiberleben.?*3* Zudem zeigen sie nur sehr schlechtes bis
gar kein Ansprechen auf klassische Chemotherapien mit Chlorambucil und Im-

munchemotherapien mit Fludarabin, Cyclophosphamid und Rituximab.'9:51

1.2.4.6 TP53

Die Mutation des TP53-Gens steht in starkem Zusammenhang mit der Deletion
17p13, da nur weniger als 5 % aller TP53-Mutationen ohne Vorliegen einer De-
letion 17p13 auftreten.>® Wie in Kapitel 1.2.4.5 erwahnt handelt es sich bei p53
um einen Tumorsuppressor. Dieser greift beim gesunden Menschen in verschie-

dener Weise in den Zellzyklus ein und induziert Apoptose. Dadurch spielt p53
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eine grol3e Rolle in der Tumorentstehung, indem es potenziell tumorbildende Zel-
len eliminiert.>?

Die Mutation von TP53 spielt bei sehr vielen Tumorerkrankungen eine wichtige
Rolle, so auch bei der chronisch lymphatischen Leukamie. Patienten mit alleini-
ger TP53-Mutation, ohne das Auftreten einer Deletion 17p13, zeigen eine ge-
nauso schlechte Prognose wie Patienten mit einer Deletion 17p13.%" In Studien
wiesen Patienten mit einer TP53-Mutation ein wesentlich geringeres medianes
Uberleben auf als Patienten mit einem Wildtyp TP53 (40,8 Monate vs. 70,7 Mo-
nate).®0 Sie zeigen kirzere behandlungsfreie Intervalle und leiden haufiger an
einer Richter-Transformation.53 Zudem zeigen sie, wie in Kapitel 1.2.4.5 erwéahnt,
nur ein sehr schlechtes oder gar kein Ansprechen auf klassische Chemothera-
pien oder Immunchemotherapien.’®45%1 Die Analyse der TP53-Mutation zeigt so-
mit einen hohen prognostischen Wert unabhangig davon, ob eine Deletion 17p13

besteht oder nicht.

1.2.4.7 CLL-IPI-Score

Im Jahr 2016 veroffentlichte ,The International CLL-IPI working group® einen
neuen prognostischen Index zur Einteilung der chronisch lymphatischen Leuka-
mie den ,International prognostic index for patients with chronic lymphocytic
leukaemia“ oder kurz CLL-IPI (siehe Tabelle 3a und b).%* Dieser Score kombiniert
genetische und biologische Charakteristika mit traditionellen Risikofaktoren zu
einem einfachen prognostischen Index. Hierbei werden die TP53-Aberration
(TP53-Mutation oder Deletion 17p13), IGVH-Mutationsstatus, B2-Mikroglobulin
Konzentration im Serum, klinisches Stadium (Binet oder Rai) und das Alter der
Patienten miteinbezogen. Aus diesen Informationen Iasst sich zum Zeitpunkt der
Diagnose ein Score zwischen 0 und 10 berechnen, welcher die Patienten in vier
Kategorien (low, intermediate, high und very high risk) mit unterschiedlichem me-

dianem Uberleben einteilt.
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Tabelle 3: Risiko Scores: Risiko Scores der einzelnen Prognosefaktoren zur Berechnung des CLL-
IPI-Scores. Tabelle modifiziert nach ,, The International CLL-IPI working group*, Mai 201654

Variable Risiko Score
TP53 (17p13) mutiert/deleted
IGVH-Status unmutiert
B-2-Mikroglobulinkonzentration > 3,5 mg/l
Klinisches Stadium Rai I-IV/Binet B-C
Alter > 65 Jahre

. O NN A

Tabelle 4: CLL-IPI-Score: Berechnung der Risikoeinteilung bei Erstdiagnose der chronisch lympha-
tischen Leukédmie. Tabelle modifiziert nach ,, The International CLL-IPI working group*, Mai 20165

Risikogruppe CLL-IPI Risiko Score Medianes Uberleben [Mo-
nate]
Low 0-1 Nicht eingetreten
Intermediate 2-3 105
High 4-6 75
Very high 7-10 29

Aulerdem gibt die Arbeitsgruppe eine Empfehlung bezulglich des klinischen Ma-
nagements der Krankheit ab:
- low risk Patienten watchful waiting
- intermediate risk Patienten bei schweren Symptomen Therapie
- high risk Patienten (abgesehen von komplett asymptomatischen Patien-
ten) Therapie
- very high risk Patienten Einschluss in Medikamentenstudien oder Thera-

pie mit neuen Medikamenten wie z.B. Ibrutinib

1.2.5 Richter-Transformation

Die Richter-Transformation wurde erstmals 1928 von Maurice N. Richter als ,ge-
neralized reticular cell sarcoma of lymphnodes” bei einem CLL-Patienten be-
schrieben.®® Heutzutage bezeichnet die WHO eine Richter-Transformation als
die Transformation einer CLL in ein aggressives B-Zell-Lymphom, bei dem es
sich in den meisten Fallen um ein diffus-groRzelliges-B-Zell-Lymphom handelt. %6

Dies tritt bei ca. 3 — 10 % aller CLL-Patienten auf.%:57
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Patienten, die nach den zuvor genannten Prognosefaktoren ein schlechtes Out-
come aufweisen (hohes Binet oder Rai Stadium, CD38 hoch, ZAP70 hoch, IGVH
unmutiert, del17p13, del11q23, TP53-Mutation), haben eine signifikant hohere
Wahrscheinlichkeit im Laufe der CLL-Erkrankung eine Richter-Transformation zu
entwickeln.%6-%8.59 Ob eine Behandlung der CLL mit einer Chemo- oder Chemo-
immuntherapie auch das Risiko erhéht, eine Richter-Transformation zu durchlau-
fen, ist bis heute unklar und wird in laufenden Studien geprft.>°

Bei Verdacht auf eine Richter-Transformation kann ein PET-CT hilfreich sein, da
die Richter-transformierten Lymphknoten eine verstarkte Aufnahme des glucose-
haltigen Tracers zeigen.%%6" Mittlerweile hat sich die Klonalitatsanalyse zwischen
Lymphom und vorbestehender CLL in der klinischen Praxis etabliert um aus die-
sem Ergebnis auch die Behandlungsoptionen abzuleiten. Insgesamt ist die
Transformation mit einer schnellen Progression, limitierten therapeutischen Op-
tionen und generell einem geringen Uberleben (medianes OS 1 — 2 Jahre) asso-
ziiert.5%62 Meist wird zur Behandlung, wie bei anderen Lymphomen auch, eine
Chemoimmuntherapie mit R-CHOP (Rituximab, Cyclophosphamid, Doxorubicin,
Vincristin und Prednisolon) durchgefihrt, jedoch ist die Ansprechrate gering und

das Rezidivrisiko hoch.62
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1.3 Therapie

1.3.1 Therapieindikation

Dighiero et al.t3 zeigten 1998, dass die Behandlung von Patienten in einem fri-
hen Erkrankungsstadium (Binet A, Rai 0) nicht zu einem langerem Gesamtuber-
leben fuhrt als ein watchful waiting Regime. Deshalb gilt das abwartende Vorge-
hen bis heute bei Patienten in einem frihen Stadium der Krankheit als Standard.
Auch bei symptomlosen Patienten in weiter fortgeschrittenen Stadien und symp-
tomlosen Hochrisikopatienten konnte in randomisierten Studien kein verlanger-
tes Gesamtiiberleben festgestellt werden, wenn sie Therapie erhielten.®* In der
CLL12 Studie von Langerbeins et al.®® erhielten asymptomatische, therapienaive
Patienten mit CLL im Binet Stadium A entweder Ibrutinib oder ein Placebo. Zwar
zeigte sich nach einem medianen Follow-up von 70 Monaten ein signifikant lan-
geres PFS in der Therapiegruppe, jedoch zeigte sich ein nahezu identisches OS
in der Ibrutinib und der Placebo Gruppe, bei mehr vermehrten Brutonkinase-In-
hibitor-spezifischen Nebenwirkungen im Therapiearm.

Bei Feststellung einer ,aktiven Krankheit®, d.h. einer Progression oder einer neu-
aufgetretenen Symptomatik, sollte eine Therapie eingeleitet werden. Hierbei
sollte mindestens eines der folgenden Kriterien (nach iwCLL) auf den Patienten
zutreffen'®:

1. Anzeichen eines fortschreitenden Knochenmarksversagens, das sich als
Anamie (Hb < 10 g/dl) und/oder Thrombozytopenie (< 100.000/ul) zeigt.
Patienten, die Uber einen langeren Zeitraum Thrombozytenwerte unter
100.000/pl zeigen, mussen nicht unbedingt therapiert werden.

2. Massive (= 6cm unter dem Rippenbogen tastbar), fortschreitende oder
symptomatische Splenomegalie

3. Massive (=2 10 cm Durchmesser), fortschreitende oder symptomatische
Lymphadenopathie

4. Ansteigende Lymphozytose von = 50 % innerhalb der letzten 2 Monate
oder eine Lymphozytenverdopplungszeit < 6 Monate

5. Autoimmune Komplikationen inklusive kortikosteroid-refraktare Anamie

und/oder Thrombozytopenie

14



1 Einleitung

6. Funktionale oder symptomatische extranodale Beteiligungen durch die Er-
krankung (Haut, Niere, Lunge, Wirbelsaule)

7. B-Symptomatik (unbeabsichtigter Gewichtsverlust = 10 % in den letzten 6
Monaten; Fieber > 38,0°C = 2 Wochen, ohne Vorliegen einer Infektion;

Nachtschweil® = 1 Monat ohne Hinweis auf eine Infektion) oder Fatigue

1.3.2 Therapieregime

Falls es zu einer Therapieindikation kommt, stehen dem behandelnden Arzt un-
terschiedliche Therapieregime zur Verfigung. Die Entscheidung, welches Re-
gime der Patient erhalt, wird nach klinischem Performancestatus und zytogene-
tischem Befund getroffen. Bei der Erstlinientherapie handelt es sich bei jedem
Patienten um eine klassische Chemoimmuntherapie oder eine Therapie mit ei-

nem small molecule (z.B. Ibrutinib) (siehe Abbildung 2).

Behandlungs
beddirftige

fit gebrechlich

Ohne § Ohne
Mit del17p13 Mit del17p13
del17p13 del17p13
oder TP53 oder TP53 oder TP53 e -
Mut. . Mut

1
I 1 | I |
<65 Jahre > 65 Jahre lbr lbr ClbObi -

'
- -
=

Abbildung 2: Erstlinientherapie bei CLL: Graphische Darstellung zur Entscheidungsfindung bei be-
handlungsbediirftiger CLL. Als ,.fit“ werden Patienten in gutem Allgemeinzustand ohne Einschrin-
kung der Nierenfunktion bezeichnet. ,,Unfitte” Patienten leiden unter einer Einschrdnkung der Nie-
renfunktion und weiteren relevanten klinischen Komorbiditaten. ,,Gebrechlich* bezeichnet Patienten
in schlechtem klinischem Zustand mit vielen klinischen Komorbiditédten. Ibr = Ibrutinib; FCR = Flu-
darabin, Rituximab, Cyclophosphamid; BR = Bendamustin, Rituximab; CIbObu = Chlorambucil,
Obinutuzumab; BSC = Best Supportive Care. Erstellung anhand der Leitlinie fiir chronisch lympha-
tische Leukdmie der DGHO Deutsche Gesellschaft fiir Himatologie und Onkologie &

Die derzeit verwendeten Chemotherapeutika sind die Alkylantien Chlorambucil,
Bendamustin und Cyclophosphamid sowie das Purinanalogon Fludarabin. Chlo-
rambucil wird schon seit Jahrzehnten in der Behandlung der CLL verwendet,

zeigt aber bzgl. Ansprechrate, Remissionsrate und PFS ein schlechteres
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Ergebnis als Fludarabin.®® Da bei Patienten, die Fludarabin erhalten, jedoch h&u-
figer Nebenwirkungen wie eine Neutropenie und Infektionen auftreten, wird Chlo-
rambucil weiterhin bei unfitten oder Patienten > 65 Jahren eingesetzt.6” Ein noch
langeres medianes PFS und OS als durch die alleinige Gabe von Fludarabin
ergibt sich fur junge fitte Patienten bei Erhalt einer Kombination von Fludarabin,
Cyclophosphamid und Rituximab.686°

Bei Rituximab handelt es sich wie bei Obinutuzumab um einen CD20-Antikorper.
Diese werden in jeder Erstlinientherapie mit den Chemotherapeutika kombiniert,
da sie zu einem langeren PFS beitragen.f%-"' Zum Erfolg von Rituximab tragt die
dadurch induzierte zellvermittelte Zytotoxizitat (CMC) und antikérperabhangige
zellbedingte Zytotoxizitat (ADCC) der NK-Zellen bei.”? Bei NK-Zellen handelt es
sich um zytotoxische Lymphozyten der angeborenen Immunitat, die bei der Im-
munuberwachung von malignen hamatologischen Erkrankungen eine wichtige
Rolle spielen.

Insgesamt erhalten altere, unfitte und komorbide Patienten eine weniger inten-
sive Chemoimmuntherapie als junge, fitte Patienten.'® So wird eine Therapie mit
Bendamustin und Rituximab von alteren Patienten sehr gut toleriert und es treten
bei ihnen in 50 % weniger Fallen Infektionen auf wie bei einer Therapie mit Flu-
darabin, Cyclophsophamid und Rituximab.8.73

Seit einigen Jahren treten die Immunchemotherapien jedoch immer weiter in den
Hintergrund und es kommen, insofern keine Kontraindikationen vorliegen, als
Erstlinientherapie vorwiegend die small molecules zur Anwendung.” Bei diesen
small molecules handelt es sich um die BCR-Signalweg-Inhibitoren Ibrutinib und
Idelalisib, sowie um den B-cell ymphoma 2 Protein-(BCL-2-)Inhibitor Venetoclax.
Genauer betrachtet ist Ibrutinib ein irreversibler Bruton-Tyrosinkinase-(BTK-)In-
hibitor der ersten Generation. Die Bruton-Tyrosinkinase (BTK) ist ein essenzieller
Bestandteil des BCR-Signalweges, sie vermittelt Interaktionen zwischen dem
microenvironment des Tumors und férdert die Proliferation und das Uberleben
der CLL-Zellen.”® Der Einsatz von lbrutinib fiihrt zu einer Induktion von Apoptose
sowie zu einer Hemmung der Proliferation der CLL-Zellen.'* Es konnte festge-
stellt werden, dass lbrutinib gegenuber Chlorambucil einige Vorteile mit sich

bringt. Patienten unter Ibrutinib-Therapie zeigen weniger starke Nebenwirkungen
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als Patienten unter Chlorambucil.”®’® AulRerdem weisen sie bzgl. des PFS und
des Gesamtiiberlebens ein besseres Langzeitergebnis auf.”%76 Ahnliche Ergeb-
nisse konnten bei Patienten mit einer Deletion 17p13 und/oder einer Mutation
des TP53-Gens festgestellt werden. Sowohl zuvor unbehandelte als auch behan-
delte Patienten, die eine Deletion 17p13 oder TP53-Mutation aufwiesen, zeigten
unter Ibrutinib-Therapie ein signifikant langeres PFS und OS als unter allen kon-
ventionellen Chemo- und Chemoimmuntherapien.”%77

Insgesamt zeigte sich in den neuesten Studien, dass die Therapie mit Ibrutinib
fur jegliche CLL-Patienten diverse Vorteile hat. Durch die moderate Toxizitat
kann es Uber einen langen Zeitraum kontinuierlich eingenommen werden, es hat
eine hohe Ansprechrate, flhrt bei fast allen CLL-Patienten zu einer dauerhaften
Remission und Progressionen treten unter Ibrutinib nur sehr selten auf. Aul3er-
dem zeigt es eine hohe und dauerhafte Ansprechrate bei Patienten mit einer
Hochrisiko-CLL und kann auch problemlos bei alten und unfitten Patienten ange-
wendet werden.””.78

Eines der Risiken, die durch die Therapie mit Ibrutinib erhéht wird, ist das Risiko
eines Vorhofflimmerns.”® Es zeigte sich, dass Patienten unter Ibrutinib Therapie
ein um 4-16% erhohtes Risiko fur das Auftreten eines Vorhofflimmerns ha-
ben.”®8 Da Patienten mit Malignom ein erhdhtes Risiko fiir das Auftreten einer
Herzinsuffizienz oder eines thromboembolischen Ereignisses haben, wird dies
durch ein Vorhofflimmern gesteigert.8%8' Ein weiteres Problem stellt die Behand-
lung des Vorhofflimmerns dar. Ibrutinib hemmt die Thrombozyten-Aktivierung
und steigert dadurch das Blutungsrisiko der Patienten.”® Deshalb muss die Gabe
von Antikoagulanzien, die bei Vorhofflimmern nétig sein kann, streng abgewogen
werden, um das Blutungsrisiko der Patienten moglichst niedrig zu halten.8
Aullerdem bestehen zwischen diversen anderen Medikamenten (Calcium-Kanal-
Blocker, Digitoxin, Amiodaron und direkte orale Antikoagulanzien), die zur Be-
handlung von Vorhofflimmern eingesetzt werden, Wechselwirkungen mit Ibruti-
nib, die zu negativen Auswirkungen fiihren konnen.& So kann ein durch lbrutinib
ausgeldstes Vorhofflimmern einen limitierenden Faktor der Dauertherapie dar-
stellen.® Bei Acalabrutinib und Zanubrutinib handelt es sich um BTK-Inhibitoren

der zweiten Generation. Beide sind irreversible BTK-Inhibitoren, die fur die
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Therapie der CLL zugelassen sind. Sie haben eine kirzere Plasma-Halbwertszeit
und eine hohere Selektivitat fur BTK als Ibrutinib.82-84 Es wird vermutet, dass
durch die Hemmung anderer Kinasen durch Ibrutinib die multiplen Nebenwirkun-
gen verursacht werden.848% Durch die hohere Selektivitat fur BTK fuhrt die Ein-
nahme von Aclabrutinib bei gleichem PFS zu weniger kardialen Nebenwirkungen
als Ibrutinib.83

Die Einnahme von Zanubrutinib fuhrt im Vergleich zu Ibrutinib sowohl zu einem

langeren PFS als auch zu weniger kardialen Nebenwirkungen.

Der BCL-2-Inhibitor Venetoclax greift in den Apoptosesignalweg der CLL-Zellen
ein und fordert diesen.'®8” Venetoclax ist in Kombination mit Obinutuzumab zur
Erstlinientherapie jeglicher CLL-Patienten zugelassen, falls eine Therapie mit
Ibrutinib nicht durchgefiihrt werden kann. Bei dieser Therapie handelt es sich im
Gegensatz zur Therapie mit Ibrutinib nicht um eine Dauertherapie, sondern um
eine Therapie, die auf 12 Monate beschrankt ist.® AuRerdem findet Venetoclax in
Kombination mit Rituximab Anwendung als Rezidivbehandlung von CLL-Patien-
ten.87-8% Seymour et al % zeigten, dass CLL-Patienten, die an einem Rezidiv lit-
ten, unter einer Therapie mit Venetoclax und Rituximab ein signifikant langeres
PFS zeigten als Patienten, die mit einer Chemotherapie bestehend aus Benda-
mustin und Rituximab behandelt wurden. Dies fuhrte zur Zulassung von Veneto-
clax und Rituximab zur Rezidivbehandlung. Dieses Therapieregime beschrankt
sich auf zwei Jahre.

Als schwere Nebenwirkungen konnen bei der Therapie mit Venetoclax eine
febrile Neutropenie, eine Pneumonie oder ein Tumorlysesyndrom auftreten.87
Das Risiko fur ein Tumorlysesyndrom kann jedoch minimiert werden, wenn bei
Gabe das Aufdosierungsschema fiir Venetoclax befolgt wird.®

Ein weiteres der small molecules ist der nicht-selektive Phosphoinositid-3-Kina-
sed-(PI3Kd-)Inhibitor Idelalisib. Das Enzym PI3K®d ist in den Signalweg des BCRs
involviert®” und in Studien konnte in CLL-Zellen eine verstarkte enzymatische Ak-
tivitat von PI3Kd festgestellt werden.®? Die verstarkte Aktivierung des BCR-Sig-
nalweges fuhrt zu einer Verlangerung des Uberlebens und einer Férderung der
Proliferation der CLL-Zellen.®®> Wegen dieser Rolle wurde der PI3K3-Inhibitor
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Idelalisib in die CLL-Therapie eingeflhrt und fuhrt hierbei iber eine Hemmung
des BCR-Signalwegs zur Induktion und Férderung der Apoptose von CLL-Zel-
len.9294 Er ist in Kombinationstherapie mit Rituximab zur Rezidivtherapie von
Hochrisiko-CLL-Patienten zugelassen, kommt jedoch wegen der erhohten Toxi-
zitat nur sehr selten bzw. kaum noch zum Einsatz. 1891

Eine weitere Moglichkeit zur Behandlung von fitten, jungen Patienten mit einer
Hochrisiko-CLL stellt die allogene Stammzelltransplantation dar, die die bis jetzt
einzige Moglichkeit zu Heilung einer CLL ist. Langanhaltendes krankheitsfreies
Uberleben oder eine mogliche Heilung treten jedoch nur bei 33 — 66% der mit
dieser Methode behandelten Patienten auf, zudem hat sie eine hohe friihe To-
desrate (> 10 % innerhalb der ersten 3 Monate). Insgesamt sollte eine allogene
Stammzelltransplantation nur im Notfall bei fitten und jungen Hochrisiko-CLL-Pa-

tienten erwogen werden.%

1.3.3 Behandlungsziel und Definitionen

Ziel der Behandlung mit einer der in Kapitel 1.3.2 genannten Therapieregime ist
eine moglichst langanhaltende Remission zu erreichen, da bisher bis auf die al-
logene Stammezelltransplantation keine Heilung der CLL mdglich ist.

Zur Erhebung des Remissionsstatus werden eine grindliche korperliche Unter-
suchung, eine Untersuchung des Bluts und ggf. des Knochenmarks durchgefihrt.
Diese Untersuchungen sollten bei definiertem Therapiezeitraum (Chemoimmun-
therapien und Chemotherapien) frihestens zwei Monate nach Ende der Therapie
durchgefuhrt werden. Bei Patienten, die eine dauerhafte Therapie (small
molecules) erhalten, werden diese Untersuchungen zum Zeitpunkt des maxima-
len Ansprechens (Zeitpunkt, zu dem seit zwei Monaten keine merkliche Verbes-
serung der Erkrankung mehr aufgetreten ist) durchgefuhrt. Das Ansprechen auf
Therapie wird als komplette (CR) oder partielle Remission (PR) bezeichnet. Zur
Feststellung einer CR muss jedes der Kriterien in Tabelle 5 zutreffen. Zur Fest-
stellung einer PR missen sich mindestens 2 Parameter aus Gruppe A und 1
Parameter aus Gruppe B verbessern. Sollte nur jeweils ein Parameter aus
Gruppe A und B vor Therapiebeginn pathologisch gewesen sein, so muss sich

nur einer der beiden Parameter verbessern.®
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Eine moglichst weitgehende Eradikation aller leukamischen Zellen unterhalb der
technischen Nachweisgrenze ist mittlerweile das gewunschte Ergebnis einer
Therapie. Hierzu gibt es den Begriff der minimal residual disease (MRD), die ent-
weder im peripheren Blut oder im Knochenmark gemessen wird. Als nicht detek-
tierbare MRD (unterhalb der Nachweisgrenze, negative MRD) wird ein Zustand
bezeichnet, bei dem weniger als eine CLL-Zelle unter 10.000 Leukozyten im Blut
oder Knochenmark mittels Immunphanotypisierung nachgewiesen werden
kann.'® Wie in Studien gezeigt wurde, ist die MRD ein unabhangiger Prognose-
marker fur das PFS und OS nach der Durchfliihrung einer Therapie gegen die
CLL. Bei MRD negativen Patienten wurde hierbei sowohl ein langeres PFS als
auch ein langeres OS als bei MRD positiven Patienten festgestellt, unabhangig
davon, ob sie sich in einer CR oder PR befanden.%:%7

Die Progredienz der Erkrankung nach oder wahrend einer Therapie wird definiert
durch das Zutreffen eines der Kriterien, die in Tabelle 5 beschrieben sind. Dar-
uber hinaus wird eine progrediente Erkrankung unterschieden in eine refraktare
Erkrankung und ein Rezidiv. Bei einer refraktaren Erkrankung handelt es sich
entweder um ein Therapieversagen (nach Therapie tritt weder CR noch PR ein)
oder um eine Progression der Erkrankung innerhalb von sechs Monaten nach
Therapieende. Um ein Rezidiv handelt es sich, wenn der Patient sich zuvor fir
mindestens sechs Monate in einer PR oder CR befand und die Progression nach

Ablauf dieser sechs Monaten eintritt.'®
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Tabelle 5: Kriterien zur Feststellung einer kompletten Remission (CR), partiellen Remission (PR) und
einer progredienten Erkrankung (PD) Eine CR, PR und PD werden anhand von Gruppe A (Lymph-
knoten, Leber- und MilzgréBe, kérperliche Symptome und Lymphozyten) und Gruppe B Parametern
(Thrombozyten, Hamoglobin und Knochenmark) definiert. Tabelle modifiziert nach Hallek et al.,
20181
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Gruppe Parameter CR PR PD
A Lymphknoten Keine = 1,5cm Abnahme = Zunahme = 50 % im
50 % im Ver- Vergleich zu vor der
gleich zu vor der  Therapie oder wah-
Therapie rend der Therapieant-
wort
Leber- und/oder Milz < 13cm, Abnahme 2= Zunahme = 50 % im
MilzgréRRe Leber normal 50 % im Ver- Vergleich zu vor der
gleich zu vor der ~ Therapie oder wah-
Therapie rend der Therapieant-
wort
Korperliche keine vorhanden vorhanden
Symptome
Lymphozyten normal Abnahme = Zunahme = 50 % im
50 % im Ver- Vergleich zu vor der
gleich zu vor der Therapie
Therapie
B Thrombozyten = 100.000/pl = 100.000/pl Abnahme 2 50 % im
oder Zunahme =  Vergleich zu vor der
50 % im Ver- Therapie, die direkt
gleich zu vor der  auf die CLL zurlickzu-
Therapie fihren ist
Hamoglobin = 11g/dl = 11g/dl oder Zu- Abnahmen = 2g/dl im
nahme = 50 % Vergleich zu vor der
im Vergleich zu Therapie, die direkt
vor der Therapie auf die CLL zurlickzu-
fUhren ist
Knochenmark Normozellu- CLL-Zellen sind Zunahme =50 % in
lar, keine nachweisbar aufeinanderfolgenden
CLL-Zellen oder nicht durch-  Biopsien oder nicht
oder nicht gefuhrt durchgeflhrt
durchgeflhrt
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Die Therapieindikation in Folge eines Rezidivs ist die gleiche wie die zur Einlei-
tung der Erstlinientherapie. Sollte es sich um ein spates Rezidiv handeln (> 1
Jahr nach Chemotherapie bzw. > 2 Jahre nach Chemoimmuntherapie) kann die
Primartherapie wiederholt werden. Alternativ kann die Gabe einer der neueren
Substanzen (z.B. Ibrutinib) in Erwagung gezogen werden. Wenn es sich um ein
frihes Rezidiv oder eine refraktare Erkrankung handelt, soll dem Patienten auch
ohne Vorliegen einer Deletion 17p13 oder TP53-Mutation eine Therapie mit Ibru-
tinib oder eine Kombination aus Venetoclax und Rituximab angeboten werden.
Beim Progress der Erkrankung unter lbrutinib oder Venetoclax und Rituximab
sollte bei diesen Patienten unabhangig vom Zeitpunkt eine Umstellung der The-

rapie auf den jeweils anderen Kinase-Inhibitor erfolgen.'8
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1.4 4-1BB/4-1BBL und GITR/GITRL

1.4.1 Cluster of Differentiation

Mit der ersten Herstellung von monoklonalen Antikorpern durch Kohler und Mil-
stein 1975% wurde es einfacher auf Zellen Cluster of Differentiations (CD-Mole-
kile) nachzuweisen. Bei CD-Molekulen handelt es sich um Oberflachenmolekule
der Zelle, die vorwiegend auf Immunzellen exprimiert werden, jedoch auch auf
anderen Zellen auftreten kdnnen.% Durch ihre Expression auf den Immunzellen
beeinflussen sie die Immunantwort und machen durch ihre zellspezifischen Aus-
pragungen sowohl eine Aussage uber den Zelltyp als auch Uber den Entwick-
lungsstand der Zelle mdglich.®® Ein Beispiel ist das CD20-Molekiil, welches auf
den Oberflachen von gesunden B-Zellen und auch auf CLL-Zellen zu finden ist
und den Angriffspunkt fur CD20-Antikorper darstellt, die in unterschiedlichen Be-
handlungsregimen der CLL eine Rolle spielen.%:1%°

Des Weiteren sind CD-Molekule auch in der CLL von groRer Bedeutung. So kon-
nen CLL-Zellen anhand ihrer immunphanotypischen Auspragung von CD5 und
CD19 identifiziert werden und die CD38-Expression macht eine Aussage Uber
die weitere Prognose eines CLL-Patienten modglich (siehe Kapitel 1.2.2 und
1.2.4.3).

Eine Untergruppe dieser CD-Molekile bildet die Tumornekrosefaktor-Superfami-

lie (TNFS), die im nachsten Kapitel dargestellt wird.

1.4.2 Tumornekrosefaktor-Superfamilie

Die im Jahre 1969 und 1975 entdeckten Produkte von Lymphozyten und Makro-
phagen Lymphotoxin (LT) und Tumor Nekrose Faktor (TNF) gelten heute als die
ersten Vertreter der TNFS. Sie fllhren zur Zytolyse.’°192 Die TNFS umfasst
heute ca. 40 Ligand- und Rezeptor-Proteine (TNF/TNFL).103

Die Mitglieder der TNFS spielen an den unterschiedlichsten Orten des Kdrpers
eine Rolle. Beispiele hierfur sind die Entwicklung von Schweil3driisen, Zahnen
und Haarfollikeln'® oder der Knochen- und Calciumstoffwechsel ',

Die grofite Bedeutung haben die Mitglieder der Familie im Immunsystem. Hierbei

sind sie an Proliferation, Uberleben, Differenzierung, Apoptose der Zellen des
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Immunsystems, sowie an der Entwicklung der Organe des Immunsystems betei-
ligt.’% So wurde in Studien festgestellt, dass LT-defizienten Mausen verschie-
dene Typen von lymphatischem Gewebe fehlen wie zum Beispiel Peyer Plaques
oder Lymphknoten.%7.1%8 Ein weiteres Beispiel fiir die Rolle der TNF-Superfamilie
im Immunsystem ist die CD40/CD40-Ligand Interaktion, die das Priming CD4+
T-Zellen, die Keimzentrumsbildung und den Switch der IgM zur I1gG Bildung be-
einflusst.103

Auch bei der CLL spielen verschiedene TNF/TNFR Mitglieder eine wichtige Rolle.
So wurde nachgewiesen, dass sowohl BAFF, APRIL als auch RANK/RANKL An-
teil an der Pathophysiologie haben.09.110

Weitere Mitglieder der TNFS sind GITR/GITRL und 4-1BB/4-1BBL, deren Betei-
ligung an der CLL im Rahmen dieser Arbeit genauer untersucht wird. Im Folgen-

den werden diese Moleklle betrachtet.

1.4.3 4-1BB und 4-1BBL

Bei 4-1BB (CD137, TNFRSF9) und seinem Liganden 4-1BBL handelt es sich um
Typ 1 (4-1BB) und Typ 2 (4-1BBL) Membran-Glykoproteine, die von unterschied-
lichsten Zellen exprimiert werden.'" Eine erstmalige Beschreibung von 4-1BB
als induzierbares Gen fand 1989 in aktivierten zytotoxischen T-Zellen (CD8+ T-
Zellen) und T-Helferzellen (CD4+ T-Zellen) statt.''?

4-1BB wird vorwiegend auf aktivierten CD4+ und CD8+ T-Zellen, aktivierten
NK-Zellen und natirlichen T-Killerzellen exprimiert.''3 Jedoch kann eine Expres-
sion auch auf Monozyten, dendritischen Zellen, follikular dendritischen Zellen, B-
Zellen, Chondrozyten, Mastzellen und malignen entarteten Zellen stattfin-
den_111,113

Der zugehdrige Ligand 4-1BBL wird vorwiegend auf antigenprasentierenden Zel-
len (APC), wie Makrophagen, aktivierten B-Zellen, aktivierten dendritischen Zel-
len und Monozyten exprimiert. Er kann jedoch auch auf aktivierten T- und NK-
Zellen gefunden werden.'"

4-1BB/4-1BBL wurde in den letzten Jahren vor allem bezuglich seiner Funktion
in der T-Zell-Aktivierung untersucht. So wurde in Studien nachgewiesen, dass

4-1BB/4-1BBL durch seine kostimulatorische und bidirektionale Signal-
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transduktion zu einer Steigerung des Uberlebens, der anti-apoptotischen Mole-
kile und der Effektor Funktion von CD4+ und CD8+ T-Zellen beitragt. Durch
diese Funktion gilt 4-1BB/4-1BBL als interessanter Ansatzpunkt in der Immun-
therapie von Tumorerkrankungen.'4115

In Hinblick auf die T-Helferzellen konnte gezeigt werden, dass 4-1BB/4-1BBL
auch in Abwesenheit des Koaktivators CD28 die Produktion von Interleukin-(IL-
)2 stimulieren und die Proliferation der Zellen férdern kann.'®.117 Dies spielt bei
den Chimeric Antigen Receptor (CAR) T-Zellen eine Rolle, die in den letzten Jah-
ren vermehrt genutzt werden, um Tumorzellen bei Patienten mit fortgeschritte-
nem Tumorleiden gezielt zu bekampfen.’'® So werden sowohl CD28 als auch 4-
1BB als kostimulierende Signale genutzt um die anti-tumorale Aktivitat der CAR
T-Zellen zu steigern.’® Es wurde jedoch gezeigt, dass es durch CD28 zu einer
vermehrten Expression von Genen kommt, die die Erschdpfung von T-Zellen
auslosen.'® Diese Gene werden durch 4-1BB nicht exprimiert, was dazu fiihrt,
dass CAR T-Zellen mit 4-1BB als kostimulierende Domane wesentlich langer im
Blut von Patienten nachgewiesen werden kdnnen als CAR T-Zellen mit CD28 als
kostimulierende Doméane.'"®

Es gibt drei sehr unterschiedliche Ergebnisse zur Bedeutung von 4-1BB/4-1BBL
fur die regulatorischen T-Zellen (CD4+, CD25+ T-Zellen, Treg), die durch ihre
suppressive Wirkung auf andere T-Zellen das Immunsystem von einer zu starken
Reaktion (auch autoimmun) abhalten. Wahrend Smith et al.’?° feststellten, dass
Treg-Zellen durch die Aktivierung von 4-1BB in ihrer suppressiven Funktion ge-
hemmt werden und hierdurch Tumorimmunitat, aber auch Autoimmunitat gefor-
dert wird, zeigten Zheng et al.’4, dass die Aktivierung von 4-1BB zur Proliferation
der Treg-Zellen fuhrt. Des Weiteren zeigten Barsoumian et al.’?!, dass die Akti-
vierung von 4-1BB zu einer verstarkten Produktion von IL-2 durch die Effektor-T-
Zellen fuhrt und diese dadurch resistent gegen die Wirkung der Treg-Zellen wer-
den.

Weitere Funktionen von 4-1BB/4-1BBL in anderen Zellen sind die Verstarkung
der Ausschuttung inflammatorischer Zytokine und der phagozytotischen Aktivitat
von neutrophilen Granulozyten'?? sowie die Verstarkung der Degranulation der
Mastzellen."" AuRerdem sorgt die Aktivierung von 4-1BB/4-1BBL in den
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Monozyten flr eine Aktivierung, eine Steigerung der Phagozytose und eine ver-
starkte Produktion von Zytokinen (IL-6, TNF-q, IL-8).1%2123 Zudem beeinflusst die
Aktivierung von 4-1BB/4-1BBL die Affinitatsreifung, Proliferation und Immunglo-
bulinproduktion von B-Zellen.'?* Die Bedeutung von 4-1BB auf den NK-Zellen ist
bis heute nicht ganz klar. So flhrt eine Aktivierung von 4-1BB in Mausen zu einer
Aktivierung von NK-Zellen mit einer Verstarkung der zytotoxischen Reaktion,
wahrend beim Menschen die NK-Zell-Reaktion unterdriickt wird.'25

Weiterhin wurde von Buechele et al.'?® gezeigt, dass sowohl auf Zellen der
akuten myeloischen Leukamie (AML) als auch auf CLL-Zellen 4-1BBL verstarkt
exprimiert wird. Diese Expression ist bei der CLL hoher als bei der AML, bei wel-
cher bereits gezeigt wurde, dass sich 4-1BB und 4-1BBL als Marker zur Vorher-
sage des Verlaufs der Erkrankung eignen.?” Die verstarkte Expression fiihrt so-
wohl zu einer verminderten komplementvermittelten als auch Rituximab-induzier-
ten Reaktion (Zytolyse, ADCC) der NK-Zellen gegen die CLL-Zellen.'?® Eine Blo-
ckierung von 4-1BB in Kulturen mit CLL- und NK-Zellen fihrte im Umkehrschluss
zu einer Erhdhung der Perforinausschittung, Zytotoxizitat und Interferon-y Pro-
duktion der NK-Zellen.'?6 Insgesamt ist die 4-1BB-Expression auf NK-Zellen
durch bis jetzt weitgehend unbekannte Faktoren im Serum von CLL-Patienten
erhoht.’? Einer dieser Faktoren konnte TNF sein, welches in Folge von
4-1BBL-Signaltransduktion zusammen mit IL-8 verstarkt von CLL-Zellen produ-
ziert wird, und bei der 4-1BB-Expression von NK-Zellen von Bedeutung ist.'?®
Aulerdem flihrt eine Suppression von TNF mit dem TNF-Antikérper Infliximab zu
einer Verstarkung der NK-Zell-Reaktion.%®

Zudem wurde schon in friheren Studien nachgewiesen, dass erhdohte Plasma-
konzentrationen von TNF, IL-8 und IL-6 bei CLL-Patienten mit einer schlechten
Prognose assoziiert sind.128-130

Dies alles kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass 4-1BB/4-1BBL eine Rolle in der
Pathophysiologie der CLL spielt.

Eine allgemeine Aussage zu 4-1BB/4-1BBL bei Leukamien tatigte Palma et. al
127 indem sie zeigten, dass die Koexpression von 4-1BB/4-1BBL in B- und
T-Zell-Leukamien moglicherweise zum Uberleben, Zellwachstum und der Thera-

pieresistenz der malignen Zellen beitragt.
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1.4.4 GITR und GITRL

Ein weiteres Mitglied der TNFS ist das glucocorticoid-induced TNFR-related Pro-
tein (GITR, TNFRSF18) mit seinem Liganden (GITRL). GITR/GITRL weisen eine
starke Homologie der Aminosaure Sequenzen zum zuvor beschriebenen 4-
1BB/4-1BBL auf und wurden erstmals 1997 nachgewiesen.'?’

Wie auch bei 4-1BB und seinem Liganden 4-1BBL handelt es sich bei GITR und
GITRL um Typ-1 und Typ-2 Membran-Glykoproteine, die im Immunsystem ver-
schiedene Rollen spielen und auf unterschiedlichsten Zellen exprimiert werden.
Wahrend GITR in seiner hochsten Expression auf Treg-Zellen nachgewiesen
werden konnte, kann es aul3erdem auf CD8+ T-Zellen, CD4+ T-Zellen, NK-Zel-
len, dendritische Zellen, Makrophagen, B-Zellen und Mastzellen gefunden wer-
den. Wenn es zur Aktivierung dieser Immunzellen kommt oder zu einer Inflam-
mation bzw. einem autoimmunen Geschehen wird GITR vermehrt auf den o.g.
Zellen exprimiert.32

Der Ligand von GITR wird vorwiegend auf den APC und den Endothelzellen ex-
primiert,132.133

Mit der Entdeckung von GITR wurde gleichzeitig festgestellt, dass es T-Zellen
mittels GITR mdglich ist einer CD3-abhangigen TCR (T-Zell-Rezeptor) induzier-
ten Apoptose zu entgehen. '3

Im Allgemeinen scheint GITR zur Aktivierung von T-Zellen beizutragen und diese
zu regulieren. AuRerdem fuhrt die Aktivierung von GITR durch einen agonisti-
schen Antikdrper oder seinen Liganden GITRL zu einer Steigerung der Zytokin-
produktion sowie zur Beeinflussung der Proliferation und Differenzierung der T-
Zellen. Deshalb wird GITR in Untersuchungen immer wieder als Angriffspunkt fur
agonistische Antikorper genutzt, um die Anti-Tumorimmunitat zu steigern.'3413%
Die Funktion von GITR/GITRL in anderen Zellen des Immunsystems ist bisher
wenig untersucht. Abgesehen davon, dass bei der Aktivierung der jeweiligen Zel-
len die Expression von GITR steigt und Makrophagen durch die bidirektionale
Signalgebung durch GITRL Signale zur Proliferation und Steigerung der Pha-
gozytose erhalten, ist nicht viel bekannt.36

Die Rolle von GITR/GITRL bei der NK-Zell-Reaktion wird immer noch kontrovers
diskutiert. Bei Mausen zeigt GITR/GITRL, wie auch 4-1BB/4-1BBL eine
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Stimulierung der NK-Zellen, wahrend beim Menschen eine inhibierende Rolle
festgestellt wurde.'3” Dies fiihrt bei der CLL analog zu 4-1BB/4-1BBL zu einer
stark verminderten direkten und Rituximab-induzierten NK-Zell-Reaktion gegen
die CLL-Zellen sowie in den CLL-Zellen zu einer vermehrten Ausschuttung von
IL-6, IL-8 und TNF."3 Diese drei Zytokine gehen wie zuvor erwahnt mit einer
schlechten Prognose der Erkrankung einher.28-130 |Im Umkehrschluss zeigte sich
bei der Blockade von GITR eine verstarkte Rituximab-induzierte und naturliche
NK-Zell-Reaktion mit verstarkter Degranulation und INF-y-Produktion durch die
NK-Zellen.'38

Diese Erkenntnisse und die mdgliche Involvierung von 4-1BB/4-1BBL und
GITR/GITRL fuhren zur Zielsetzung dieser Arbeit.

1.5 Zielsetzung

Bis heute ist die CLL eine nahezu unheilbare Erkrankung. Durch neue Therapien
wie die Anwendung der small molecules oder konventionelle Methoden wie
Chemo- und Chemoimmuntherapien kdnnen die Patienten haufig in Remission
gebracht werden. Die allogene Stammzelltransplantation, die mit einer hohen To-
xizitat verbunden ist und deshalb selten angewendet wird, ist jedoch weiterhin
die einzige Maoglichkeit zur Heilung der Erkrankung.

Deshalb ist es fiir den Patienten und den behandelnden Arzt essenziell, dass
Methoden verfugbar sind, die frihzeitig eine Einschatzung der Prognose der Er-
krankung moglich machen. Solche prognostischen Marker wurden in den letzten
Jahren in Form von klinischen, zytogenetischen und molekularen Scores zwar
vermehrt entwickelt, jedoch gibt es weiterhin Potential zur Verbesserung.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Oberflachenmarker 4-1BB/4-1BBL und GITR/GITRL
als mogliche Prognosemarker in der CLL-Erkrankung zu untersuchen. Da bereits
in Studien gezeigt wurde, dass sich 4-1BB/4-1BBL zur Abschatzung der Prog-
nose einer AML-Erkrankung eigenen, steht in dieser Arbeit die Expression von
4-1BB/4-1BBL und GITR/GITRL auf den CLL-Zellen im Vordergrund. Hierzu sol-
len die im Universitatsklinikum Tubingen zwischen 1993 und 2019 behandelten

CLL-Patienten retrospektiv  hinsichtlich ihres Gesamtiberlebens, TFS
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(therapiefreies Uberleben) und therapiefreien Uberlebens nach Rituximab unter-
sucht werden. Zudem soll eine Assoziation zwischen den etablierten prognosti-
schen Markern (Binet und Rai Stadium, CD38-Expression, IGVH-Mutationssta-
tus, TP53-Mutationsstatus) und dem Gesamtuberleben Uberpruft werden. Aul3er-
dem soll die Expression der Oberflachenmolekile 4-1BB/4-1BBL und
GITR/GITRL auf den CLL-Zellen dieser Patienten zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten untersucht werden. In einem weiteren Schritt soll eine mogliche Assoziation
zwischen Gesamtuberleben, TFS und TFS nach Rituximab und der 4-1BB-/4-
1BBL- und GITR-/GITRL-Expression auf den CLL-Zellen beleuchtet werden.

Hierdurch kdnnen moglicherweise neue Erkenntnisse Uber 4-1BB/4-1BBL und

GITR/GITRL als mogliche Prognosemarker der CLL gewonnen werden.
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2 Methoden und Materialien
2.1 Ethik

Fir diese wissenschaftliche Arbeit liegt ein Ethikvotum vor. Der Ethikantrag ist
unter der Referenznummer (13/2007V) zu finden. Die Ethikkommission Tlbingen

erteilte diesem Ethikantrag ihre Genehmigung.

2.2 Patienten und Rekrutierung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die klinischen Daten von 103 CLL-
Patienten erhoben, welche zwischen 1993 und 2019 in der Medizinischen Klinik
Innere Medizin Il der Universitatsklinik Tubingen behandelt und beobachtet wur-
den. Abschluss der Beobachtung war der 01.08.2019. Eingeschlossen wurden
Patienten mit der Diagnose einer CLL unabhangig vom aktuellen Behandlungs-
status oder etwaigen Begleiterkrankungen. Den Patienten wurde, nach ausfuhr-
licher Aufklarung und der Erteilung ihres schriftlichen Einverstandnisses, Blut ent-

nommen.

2.3 Datenerhebung

Die Ermittlung der klinischen Daten erfolgte mittels Suchanfrage in der digitalen
Akte. Alle Daten, die nicht in der digitalen Akte ermittelt werden konnten, wurden
entweder in archivierten Daten, durch Nachfrage bei weiterbehandelnden Kran-
kenhausern, Hamatologen/Onkologen und Hausarzten oder durch Anfrage beim
Medizin Zentrum Dortmund in den Abteilungen fur Molekulare Diagnostik und
Zytogenetik ermittelt.

Es wurden u.a. die folgenden Informationen Uber die Patienten ermittelt: Datum
der Erstdiagnose (ED) der CLL; Alter bei ED; Datum der Entnahme des Blutes
(BE) zur Messung der Expression von GITR, GITRL, 4-1BB und 4-1BBL, Prog-
nosemarker (z.B. CD38, IGVH-Mutationsstatus).

2.3.1 Binet- und Rai-Stadium
Das Binet-Stadium und das Rai-Stadium wurden zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

und zum Zeitpunkt der Blutentnahme ermittelt. Falls das Stadium der digitalen
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Akte nicht zu entnehmen waren, wurden sie anhand der Laborparameter und
Untersuchungsergebnisse zu diesem Zeitpunkt, nach den Binet- und Rai-Krite-
rien bestimmt (siehe Kapitel 1.2.3). Bezuglich des Rai-Stadiums wurden die Pa-
tienten auRerdem den unterschiedlichen Risikogruppen (Rai-Stadium 0 £ niedri-
ges Risiko; Rai-Stadium | und Il & intermediares Risiko, Rai-Stadium Il und IV &

hohes Risiko) zugeordnet (siehe Kapitel 1.2.3).

2.3.2 (Vor-)Therapien

Die Therapieregime seit Erstdiagnose wurden fur jeden Pateinten ermittelt. Zu-
nachst wurde erhoben, ob die Patienten jemals eine Therapie erhalten haben
und falls ja, welchen Therapiestatus die Patienten zum Zeitpunkt der Blutent-
nahme hatten (erhalten/stehend).

Es wurde das Datum der ersten Therapie, das Datum der ersten Therapie nach
der Blutentnahme, die Zeit zwischen Diagnose und erster Therapie, die Zeit zwi-
schen dem Zeitpunkt der Blutentnahme und der nachsten darauffolgenden The-
rapie und die Zeit zwischen der ersten Therapie nach der Blutentnahme und der
nachsten Therapieindikation bestimmt.

Zudem wurde die Anzahl der erhaltenen Therapien erhoben und ob die Patienten
zum Zeitpunkt der ersten Therapieindikation sofort behandelt wurden.

Des Weiteren wurde ermittelt, ob den Patienten jemals eine Therapie mit Rituxi-
mab verabreicht wurde und ob sie die erste Rituximabbehandlung vor oder nach

der Blutentnahme erhielten.

2.3.3 Blutbild und B-2-Mikroglobulin

Aus den Labordaten der Patienten wurde die Lymphozytenzahl, der Hdmoglobin-
Wert und die Thrombozytenzahl zum Zeitpunkt der Blutentnahme ermittelt. Die
Werte wurden in relevante Anamie (Hb <10 mg/dl) und Thrombozytopenie
(Thrombozyten < 100.000/ul) eingeteilt, wobei sich an den iwCLL-Richtlinien'®
zur Therapieindikation orientiert wurde (siehe Kapitel 1.3.1).

Sofern in den Labordaten vorhanden, wurde au3erdem die Konzentration des (3-
2-Mikroglobulins in mg/l erfasst.
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2.3.4 CLL-Population, ZAP70, CD38-Expression

Zur Bestimmung der CLL-Population (B-Zellen mit typischem Immunphanotyp ei-
ner CLL, siehe Kapitel 1.2.2) in % wurde jeweils eine Durchflusszytometrie (Flu-
orescence activated cell sorting, FACS) des peripheren Blutes der Patienten
durchgefiuhrt. Diese Daten wurden aus der Patientenakte entnommen. Des Wei-
teren wurde die ZAP70-Expression in % und die CD38-Expression in % mittels
Durchflusszytometrie ermittelt. Hierzu wurde der Anteil der CD19 und CD38 dop-
pelpositiven Zellen aus dem Dot-Plot ermittelt (siehe Abbildung 3). Dabei wurde fol-

gende Formel angewendet:
100%

CD38 (%) = X UR(%Gated).
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Abbildung 3: Dot Plot der CD19/CD38-positiven Zellen eines Patienten entnommen aus einem FACS
zur Berechnung der CD38-Expression in %

Patienten mit einer CD38-Expression = 30 % wurden als CD38 positiv definiert
103234 wahrend Patienten mit einer CD38-Expression < 30 % als CD38 negativ
definiert wurden. Patienten, bei denen aus dem schriftlichen FACS-Befund nur
CD38 positiv oder negativ zu entnehmen war, wurden den entsprechenden Grup-
pen zugeordnet.

Patienten wurden anhand der ZAP70 entsprechend der cut-off-Werte aus vorhe-
rigen Untersuchungen?®4344 in ZAP70 negativ (< 20 %) und positiv (> 20 %) ba-
sierend auf dem FACS-Befund eingeteilt.

2.3.5 TP53-Mutation, Zytogenetik und IGVH-Mutationsstatus

Wenn moglich wurde der TP53-Mutationsstatus und der del17p13-Status der Pa-

tienten ermittelt. AuRerdem wurde Uberprift, ob bei den Patienten eine
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zytogenetische Untersuchung bzgl. weiterer genomischer Aberrationen durchge-
fuhrt wurde.

Patienten, die bei dieser Untersuchung negativ auf eine del17p13 getestet wur-
den und auch sonst einen unauffalligen Befund aufwiesen (46, XX bzw. XY, wur-
den als Patienten ohne genomische Aberration gewertet.

Patienten, bei denen genomische Aberrationen festgestellt werden konnten, wur-
den in unterschiedliche Risikogruppen eingeteilt. Die Einteilung in diese Gruppen
erfolgte anhand anerkannter prognostisch bedeutender Mutationen.

So wird eine del13q14 mit einer positiven Prognose, ein negativer Befund bezlg-
lich einer del17p13 mit gleichzeitig sonst unauffalligem Befund (46,XX bzw. XY)
oder eine Trisomie 12 als normale Prognose, eine del11922 und del17p13 als
negative Prognose und alle weiteren Befunde von anderen Aberrationen als un-
bekannte Prognose gewertet (siehe Kapitel 1.2.4.5). Wenn mehrere Mutationen
in der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs-(FISH-) Analyse festgestellt wurden,
wurde der Patient nach dem prognostisch negativeren Befund gewertet und der
entsprechenden Kategorie zugeordnet. Das bedeutet, wenn bei einem Patienten
sowohl eine del11g22 als auch eine del13q14 festgestellt wurde, wurde dieser
Patient als prognostisch ungtinstig eingestuft.

Weiterhin wurde aus den Unterlagen der IGVH-Mutationsstatus enthommen, wel-

cher in IGVH unmutiert und hypermutiert unterteilt wurde.

2.3.6 Hochrisiko-CLL

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit werden das Auftreten von einem oder mehreren
der zuvor genannten prognostisch unglnstigen Faktoren (unmutiertem IGVH-
Status, Deletion 17p13, TP53-Mutation und Deletion 11923) unter dem Begriff

der Hochrisiko-CLL zusammengefasst.

2.3.7 CLL-IPI-Score

Unter Einbezug der zuvor ermittelten Charakteristika wurde der CLL-IPI-Score,
nach den Kriterien in Kapitel 1.2.4.7 berechnet. HierfUr wurde eine TP53- bzw.
17p-Mutation mit 4 Risikopunkten bewertet, ein unmutierter IgHV-Status mit 2
Risikopunkten, eine B-Mikroglobulinkonzentration > 3,5 mg/l mit 2 Risikopunkten,
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ein klinisches Stadium von Rai I-1V bzw. Binet B-C mit einem Risikopunkt und ein
Patientenalter > 65 Jahren als ein Risikopunkt. Die Risikopunkte wurden addiert
und der Patient in die entsprechende Risikogruppe einsortiert. Anhand der Risi-

kogruppe kann das erwartete, mediane Uberleben abgeleitet werden.

2.3.8 Gesamtiiberleben, therapiefreies Uberleben, therapiefreies Uberle-
ben nach Rituximab
Data cut off date war der 01.08.2019. Patienten waren bis zu diesem Datum ent-
weder verstorben, lebten noch oder es konnten keine weiteren Informationen
Uber sie herausgefunden werden und galten somit als /ost to follow up. Aus dem
Datum des letzten Kontakts bzw. des Todestages wurde die Zeit zwischen der
Diagnose und dem letzten Kontakt berechnet und als Gesamtiberleben definiert.
Die gleiche Berechnung erfolgte fir die Zeit zwischen der Blutabnahme und dem
letzten Kontakt bzw. dem Tod. Als TFS wurde die Zeit zwischen der Erstdiag-
nose/Blutabnahme und der Ersttherapie definiert. Falls der Patient nie eine The-
rapie erhielt, wurde statt dem Datum der Ersttherapie das Datum des letzten Kon-
takts bzw. des Todes genommen und zensiert. Bei Patienten, die eine Therapie
mit Rituximab erhielten, wurde das Datum dieser und das Datum der nachsten
Therapie erhoben. Aus diesen zwei Daten wurde die Zeit zwischen der letzten
Rituximabtherapie und der nachsten darauffolgenden Therapie bestimmt. Diese

Zeitspanne wurde als TFS nach Rituximab definiert.

2.4 Bestimmung der Expression von 4-1BB/4-1BBL und GITR/GITRL
mittels Immunphanotypisierung (FACS)

Die Bestimmung der Expression von 4-1BB, 4-1BBL, GITR und GITRL auf den
CLL-Zellen wurde mittels Immunphénotypisierung durchgefiihrt.'3®

Hierflr wurden die PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell) der Patienten mit
humanem IgG (Sigma-Aldritch, St. Louis, MO) behandelt, um eine Fcy-Rezeptor-
bindung zu minimieren. Nachdem die Zellen gewaschen wurden, wurden unkon-
jugierte 4-1BB- (clone 4B4-1, Ancell Corporation, Bayport, MN), 4-1BBL- (clone
C65-485, BD Pharmingen Inc., EU), GITR- (clone 110416, R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, MN) und GITRL- (clone 109101, R&D Systems, Inc., Minneapolis,
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MN) mAbs (monoklonale Antikdrper) oder Isotyp-Kontrollantikbrper mit einer
Konzentration von 1 pg/ml hinzugegeben. Als letztes folgte die Zugabe von spe-
ziesspezifischen PE-(Phycoerythrin-)konjugierten Antikorpern (1:100). Danach
wurden die CLL-Zellen, mittels Fluoreszenz-konjugierter Antikorper gegen CD19
und CD5, identifiziert und die toten Zellen wurden anhand ihrer 7-AAD- (BiolLe-
gend, San Diego, CA) Positivitat ausgeschlossen (siehe Abbildung 4). Die Fluoreszenz-
konjugierten Antikorper (CD19 und CD5, BD) wurden in einer Verdinnung von
1:25 — 1:50 angewendet.

cD19

FSC-H

FSC-A FSC-A CD5

Abbildung 4: Gating Strategie zur Identifizierung der toten Zellen und der CLL-Zellen (Abbildungen
entnommen aus Kaban et al.)’*°

Zur Berechnung der spezifischen Fluoreszenzindizes (SFls) wurde die mediane
Fluoreszenz, die durch die Anti-4-1BB-, Anti-4-1BBL, Anti-GITR- und Anti-
GITRL-mAbs erzielt wurde durch die mediane Fluoreszenz, die durch die IgG1-
Isotypkontrolle erzielt wurde, dividiert.

Die Messungen wurden mit einem BD FACSCanto™ Il Flow Cytometer (BD
Biosciences, Heidelberg, Germany) durchgefiihrt und die Datenanalyse erfolgte
mittels der FlowJo_V10 Software (FlowJo LCC, Ashland, OR).

Die Gating Strategie zur Bestimmung der Rezeptor- und Ligandenexpression auf
CD5*CD19* CLL-Zellen ist exemplarisch in Abbildung 5 dargestellt.
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Isotype GITR Isotype GITRL
1 1.1
oo
1 5.5
5| ey, e
.«iﬁ“} i‘i;f* :

Isotype

FSC-A

PE

Abbildung 5: Exemplarische Darstellung der Gating Strategie zur Bestimmung der Rezeptor- und
Ligandenexpression (Abbildungen entnommen aus Kaban et al.)’3°
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2.5 Statistische Analyse und Software

Diese Arbeit wurde unter Verwendung von Microsoft Word Version 2306 ange-
fertigt.

Zur statistischen Analyse wurde die Version 27.0 der SPSS-Statistik-Software
verwendet.

Die Analyse von Haufigkeiten wurde durch deskriptive Verfahren wie N (non-mis-
sing number), Median, Mittelwert, Minimum, Maximum, 25 % (p25) bzw. 75 %
(p75) Interquartile, Standardabweichung der Werte durchgefuhrt. Die Box-Plots
zur Darstellung der Verteilung der Expressionen von 4-1BB, 4-1BBL, GITR und
GITRL wurde mittels Excel erstellt.

Die Darstellung und Analyse der Uberlebenskurven erfolgte mithilfe der Kaplan-
Meier-Analyse, wobei die dabei ermittelte Signifikanz mittels dem Log-Rank-Test
analysiert wurde. Bei der Kaplan-Meier-Analyse handelt es sich um ein Verfahren
zur Berechnung der Uberlebenswahrscheinlichkeit. Nach jedem Eintritt eines Er-
eignisses wie z.B. Tod oder dem Auftreten einer erneuten Therapieindikation wird
die Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir jeden Patienten neu berechnet. Patienten,
bei denen bis zum Endpunkt der Beobachtung kein Ereignis eintritt oder Patien-
ten, die aus anderen Griinden aus der Beobachtungsgruppe ausscheiden, wer-
den ,zensiert‘. Eine Kaplan-Meier-Analyse wurde in dieser Untersuchung bezug-
lich des Gesamtuberlebens fur die Binet-Stadieneinteilung, die Rai-Stadienein-
teilung, die CLL-Population, den IGVH-Mutationsstatus, die TP53-Mutation, und
die 4-1BB-,4-1BBL, GITR- und GITRL-Expression durchgefihrt. Des Weiteren
wurden fur die 4-1BB-, 4-1BBL, GITR- und GITRL-Expressionen zusatzlich Ka-
plan-Meier-Analysen bezuglich des TFS und des TFS nach Rituximab durchge-
fuhrt. Das 5- und 10-Jahres-Uberleben (JUR), TFS und TFS nach Rituximab
wurde nach Durchfiihrung der Kaplan-Meier-Analyse der Uberlebenstabelle ent-
nommen.

Zudem wurde eine multivariate Cox-Regression durchgefuhrt, womit der gleich-
zeitige Einfluss von unterschiedlichen Faktoren auf die Uberlebenszeit tiberpruft
werden kann. In der hier durchgefiihrten Studie wurden das Alter der Patienten
zum Zeitpunkt der Erstdiagnose, das Geschlecht der Patienten, das Binet-Sta-

dium zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und die moglichen Prognosefaktoren 4-

37



2 Methoden und Materialien

1BB-, 4.-1BBL-, GITR- und GITRL-Expression in die Cox-Regression miteinbe-

zogen.
Fur alle statistischen Tests wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05

(zweiseitig) als signifikant angesehen.

38



3 Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv
Die folgenden Ergebnisse wurden mithilfe der Patientendaten aus den Tabel-
len 13 — 15 ermittelt. Die Kapitel 3.1.1 — 3.1.9 behandeln die deskriptive statisti-

sche Auswertung der in Kapitel 3.1.10 hinterlegten Tabellen.
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3.1.1 Patientencharakteristika

Von den 103 Patienten, die fur diese Arbeit beobachtet und untersucht wurden
waren 39 weiblich (37,9 %) und 64 mannlich (62,1 %). Das Durchschnittsalter der
Patienten bei Erstdiagnose der CLL betrug 59,83 Jahre (SD 10,77) mit einem
medianen Alter von 62 Jahren (p25-75: 52 — 67), wobei die jingsten Patienten
36 Jahren alt waren und der Alteste 80 Jahre alt. Das durchschnittliche Alter bei
der Blutentnahme lag bei 65,29 Jahren (SD 11,75) und das mediane Alter bei der
Blutentnahme bei 67 Jahren (p25-75: 58 — 67), mit einem Minimum von 36 Jah-
ren und einem Maximum von 89 Jahren (Tabelle 6).

Die durchschnittliche Dauer zwischen der Erstdiagnose der Erkrankung und der
Blutentnahme lag bei 65,47 Monaten (SD 59,82), die mediane Dauer bei 49,64
Monaten (p25-75: 22,31 — 101,74) und das Minimum und Maximum lagen zwi-

schen 0 und 305,12 Monaten (Tabelle 6).

Tabelle 6: Deskriptive Analyse der Patientengruppe:

Variable n
Geschlecht 103
Weiblich, n (%) 39 (37,9)
Mannlich, n (%) 64 (62,1)
Alter [Jahre] bei ED, Mittelwert (SD) 103 59,83 (10,77)
Alter [Jahre] bei ED, Median (p25-75) 103 62 (52 — 67)
Alter [Jahre] bei ED, Minimum - Maximum 103 36 - 80
Alter [Jahre] bei BE, Mittelwert (SD) 103 65,29 (11,75)
Alter [Jahre] bei BE, Median (p25-75) 103 67 (58 - 73)
Alter [Jahre] bei BE, Minimum - Maximum 103 36 - 89
Dauer [Monate] Diagnose bis BE, Mittelwert 103 64,47 (59,82)
(SD)
Dauer [Monate] Diagnose bis BE, Median 103 49,64 (22,31 — 101,74)
(p25-75)
Dauer [Monate] Diagnose bis BE, Minimum - 103 0-305,12
Maximum

ED = Erstdiagnose; BE = Blutentnahme
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3.1.2 Stadieneinteilung

Bei 99 Patienten konnte das Initialstadium nach Binet bestimmt werden. Hierbei
befanden sich 70 Patienten (70,7 %) in Stadium A, 22 (22,2 %) in Stadium B und
7 (7,1 %) in Stadium C. Zum Zeitpunkt der Blutentnahme konnte das Binet Sta-
dium bei 101 Patienten bestimmt werden. 43 (42,6 %) befanden sich in Stadium
A, 34 (33,6 %) in Stadium B und 24 (23,8 %) in Stadium C (siehe Tabelle 7).

Es war bei 82 Patienten mdglich das Initialstadium nach Rai zu bestimmen. Da-
von befanden sich 29 (35,4 %) in Stadium 0, 23 (28,1 %) in Stadium [, 22
(26,8 %) in Stadium II, 2 (2,4 %) in Stadium Il und 6 (7,3 %) im Stadium IV.
Nachdem diese Patienten den drei Risikogruppen (siehe Kapitel 1.2.3) zugeord-
net wurden, befanden sich 29 Patienten in der niedrigen Risikogruppe (35,4 %),
45 in der intermediaren Risikogruppe (54,8 %) und acht Patienten in der hohen
Risikogruppe (9,8 %). Am Tag der Blutentnahme konnte bei 101 Patienten das
Rai Stadium bestimmt werden. 15 (14,9 %) befanden sich hierbei in Stadium 0,
25 (24,8 %) in Stadium |, 31 (30,7 %) in Stadium II, 12 (11,8 %) in Stadium |1l und
18 (17,8 %) in Stadium |V siehe Tabelle 7).
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Tabelle 7: Deskriptive Analyse der Stadieneinteilung nach Binet und Rai

Variable n n (%)
Initialstadium Binet 99
A 70 (70,7)
B 22 (22,2)
C 7(7.,1)
Stadium bei BE Binet 101
A 43 (42,6)
B 34 (33,6)
Cc 24 (23,8)
Initialstadium Rai 82
0 29 (35,4)
I 23 (28,1)
Il 22 (26,8)
11 2(2,4)
v 6 (7,3)
Initiale Risikogruppe Rai 82
Niedriges Risiko 29 (35,4)
Intermediares Risiko 45 (54,8)
Hohes Risiko 8(9,8)
Stadium bei BE Rai 101
0 15 (14,9)
I 25 (24,8)
Il 31 (30,7)
I 12 (11,8)
v 18 (17,8)

BE = Blutentnahme
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3.1.3 Blutwerte zum Entnahmezeitpunkt

Zum Zeitpunkt der Blutentnahme konnten bei 101 Patienten Lymphozytenzahl,
Hamoglobin und Thrombozytenzahl bestimmt werden. Die Lymphozytenzahl be-
trug im Median 52.070/ul Blut (p25-75: 27.123 — 97.761). Der Mittelwert des Ha-
moglobinwertes lag bei 12,63 g/dl (SD 1,93) und der der Thrombozytenzahl bei
176.900/ul (SD 78.496,94). Von diesen 101 Patienten litten 12 (11,9 %) unter
einer Anamie, 16 (15,8 %) unter einer Thrombozytopenie und keiner unter einer

Leukopenie (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8: Deskriptive Analyse der himatologischen Parameter

Variable n
Lymphozyten/ul, Median (p25-75) 101 52.070 (27.123 — 97.761)
Hamoglobin [g/dl], Mittelwert (SD) 101 12,63 (1,93)
Thrombozyten/ul, Mittelwert (SD) 101 176.900 (78.496,94)
Anamie, n (%) 101 12 (11,9)
Thrombozytopenie, n (%) 101 16 (15,8)
Leukopenie, n (%) 101 0 (0)

3.1.4 CLL Population und Prognosefaktoren

Bei 100 Patienten wurde die CLL Population in % bestimmt. Der durchschnittliche
Wert lag hierbei bei 63,83 % (SD 19,51). Der Median betrug 70 % (p25-75:
51 — 80) und das Maximum und Minimum 98 % und 15 %. Der 32-Mikroglobulin-
wert wurde bei 49 Patienten bestimmt und betrug im Median 3,7 mg/l (p25-75:
2,7 — 5,15). Der maximale (32-Mikroglobulinwert lag bei 16,8 mg/l und der Mini-
malwert bei 1,7 mg/l. Bei 35 Patienten wurde in einer molekulardiagnostischen
Analyse der IGVH-Mutationsstatus ermittelt. 15 (42,9 %) stellten sich hierbei als
unmutiert und 20 (57,1 %) als hypermutiert heraus. Die CD38-Expression auf den
B-Zellen wurde bei 88 Patienten gemessen. 67 (76,1 %) Patienten hatten eine
Expression < 30 % und 21 (23,9 %) Patienten eine Expression = 30 %. In zyto-
genetischen Analysen bei 68 Patienten konnten bei 62 (92,2 %) Aberrationen
festgestellt werden. Bei 12 (19,4 %) dieser 62 Patienten fand man eine del13q14,
bei 7 (11,3 %) eine Trisomie 12, bei 8 (12,9 %) eine del11q22 und bei 4 (6,5 %)

eine del17p13. Anhand dieser Befunde wurden die 68 Patienten in
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Prognosegruppen eingeteilt. 10 (14,7 %) Patienten gehorten hierbei zur Gruppe
mit der gunstigen Prognose, 8 (11,8 %) gehoérten zur Gruppe mit der normalen
Prognose, 12 (17,6 %) gehorten zur Risikogruppe und bei 38 (55,9 %) war keine
Aussage zur Prognose moglich. Eine molekulare Diagnostik bezlglich einer
TP53-Mutation wurde bei 41 Patienten durchgefiihrt, wobei bei 3 (7,3 %) der Pa-
tienten eine solche Mutation festgestellt werden konnte. Die restlichen 38 Pati-
enten wiesen keine Mutation auf dem TP53-Gen auf (siehe Tabelle 9).

Bei 10 Patienten erfolgte eine Bestimmung der ZAP70-Expression. Ein Patient
(10 %) zeigte eine positive ZAP70-Expression und 9 Patienten (90 %) wiesen
keine ZAP70-Expression auf (siehe Tabelle 9).

30 der 103 Patienten (29,13 %) litten nach den in Kapitel 2.3.6 definierten Krite-

rien an einer Hochrisiko-CLL (siehe Tabelle 9).
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Tabelle 9: Deskriptive Analyse der prognostischen Marker

Variable n

CLL Population [%], Mittelwert (SD) 100

CLL Population [%], Median (p25-75) 100

CLL Population [%], Minimum - Maximum 100

R-2-Mikroglobulin [mg/l], Median (p25-75) 49

3-2-Mikroglobulin [mg/l], Minimum - Maxi- 49
mum

CD38 88

<30 %, n (%)
=30 %, n (%)
TP53-Mutation n (%) 41
Genomische Aberrationen 62
Del 13q, n (%)
Trisomie 12, n (%)
Del 11q, n (%)
Del 17p13, n (%)
Zytogenetik Klassifikation 68
n/a, n %
Glnstig, n (%)
Normal, n (%)
Risiko, n (%)
IGVH 35
Unmutiert, n (%)
Mutiert, n (%)
ZAP70 10
Negativ, n (%)
Positiv, n (%)
Hochrisiko-CLL, n (%) 103

45

65,59 (19,45)
70 (51 — 80)
15-98
3,7 (2,7 - 5,15)
1,7-16,8

67 (76,1)
21(23,9)
3(7,3)

12 (19,4)
7 (11,3)
8 (12,9)
4 (8,5)

38 (55,9)
10 (14,7)
8 (11,8)
12 (17,6)

15 (42,9)
20 (57,1)

9 (90)
1(10)
30 (29,13)
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3.1.5 Therapie

58 (55,8 %) der 103 Patienten erhielten im gesamten Beobachtungszeitraum
mindestens eine Therapie gegen die Erkrankung. Zum Zeitpunkt der Blutent-
nahme konnte bei 102 Patienten ermittelt werden, ob sie eine Therapie erhalten
hatten (26 Patienten (25,5 %)), zu dieser Zeit unter Therapie standen (7 Patien-
ten (6,9 %)) oder bis zu diesem Zeitpunkt keine Therapie erhalten hatten (69 Pa-
tienten (67,6 %)). Die maximale Anzahl an Therapien betrug neun und die mini-
male Anzahl null. 44,2 % (46 von 103) Patienten erhielten als Therapieregime
den CD20-Antikorper Rituximab, dies sind 79,3 % der jemals therapierten Pati-

enten(siehe Tabelle 10).

Tabelle 10: Deskriptive Analyse der Therapien

Variable n
Jemals Therapie erhalten, n (%) 103 58 (56,3)
Therapie nach BE, n (%) 103 50 (48,5)
Therapieindikation BE 102

Erhalten, n (%) 26 (25,5)
Nein, n (%) 69 (67,6)

Stehend, n (%) 7 (6,9)
Anzahl der Therapien, Median (p25-75) 103 1(0-2)

Anzahl der Therapien, Minimum - Maxi- 103 0-9

mum

Jemals Rituximab erhalten, n (%) 103 46 (44,7)
Jemals Rituximab erhalten, n (%) von je- 58 46 (79,3)

mals Therapie erhalten

BE = Blutentnahme

46



3 Ergebnisse

3.1.6 4-1BB, 4-1BBL, GITR und GITRL

Die 4-1BB-, 4-1BBL-, GITR- und GITRL-Expression auf den CLL-Zellen wurde
bei 74 (71,8 %) Patienten bestimmt (siehe Tabelle 11).

Die mediane Expression von 4-1BB lag bei 1,23 SFI (p25-75: 1,1 — 1,61), die
maximale Expression bei 7,4 SFl und die minimale Expression bei 1 SFI (alle
Expressionen < 1 sind negativ). Entsprechend der Studie von Schmohl et al.’?,
wurde als cut-off-Wert fur die SFI von 4-1BB ein Wert von 1,2 SFI gewahlt. 42
Patienten (56,8 %) zeigten eine 4-1BB-Expression < 1,2 SF| oder waren negativ

und 32 Patienten zeigten eine Expression > 1,2 SFI (siehe Abbildung 6 und Tabelle 11).
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Abbildung 6: Box Plot zur Darstellung der Expression von 4-1BB in der Patientengruppe: Spezifische
Fluoreszenzindices von 4-1BB von 74 Probanden, bestimmt mittels FACS. Unterer Whisker (Mini-
mum) bei 1 SFI; oberer Whisker (Maximum) bei 7,4 SFI; Median bei 1,23 SFI; Interquartilsabstand
1,1 SFI - 1,61 SFI
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Die maximale Expression von 4-1BBL lag bei 39 SFI und die minimale bei
0,91 SFI. Der Median der 4-1BBL-Expression lag bei 5,68 SFI (p25-75:
3,83 — 9,68). Sowohl in der Gruppe mit einer 4-1BBL-Expression < 5,68 SFI als
auch in der Gruppe mit einer Expression > 5,68 SF| befanden sich 37 Patienten

(siehe Abbildung 7 und Tabelle 11).
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Abbildung 7: Box Plot zur Darstellung der Expression von 4-1BBL in der Patientengruppe: Spezifi-
sche Fluoreszenzindices von 4-1BBL von 74 Probanden, bestimmt mittels FACS. Unterer Whisker
(Minimum) bei 0,91 SFI; oberer Whisker (Maximum) bei 39 SFI; Median bei 5,68 SFI; Interquartilsab-
stand 3,83 SFI - 9,68 SFI
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GITR zeigte seine maximale Auspragung bei einem Wert von 10,4 SFI und die
minimale Auspragung bei 0,68 SFI. Die mediane Expression betrug 1,6 SFI (p25-
75: 1,3 — 2). Nach der Einteilung der Patienten anhand ihrer GITR-Expressionen
befanden sich 23 Patienten in der Gruppe mit der GITR-Expression < 1,39 SFlI,
25 Patienten befanden sich in der Gruppe mit einer GITR-Expression zwischen
1,39 SFI und 1,7 SFI und 26 Patienten befanden sich in der Gruppe mit einer

GITR-Expression > 1,7 SFI (siehe Abbildung 8 und Tabelle 11).
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Abbildung 8: Box Plot zur Darstellung der Expression von GITR in der Patientengruppe: Spezifische
Fluoreszenzindices von GITR von 74 Probanden, bestimmt mittels FACS. Unterer Whisker (Mini-
mum) bei 0,68 SFI; oberer Whisker (Maximum) bei 10,4 SFI; Median bei 1,6 SFI; Interquartilsabstand
1,3 SFI- 2 SFI
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Der Patient mit der starksten Auspragung von GITRL hatte einen Wert von
26,7 SFI, wahrend der Patient mit der geringsten Auspragung von GITRL einen
Wert von 0,9 SFI aufwies. Der Median betrug 2,12 SFI (p25-75: 1,49 — 3,52).
Nachdem die Patienten anhand der Quartile der GITRL-Expression in vier unter-
schiedliche Gruppen eingeteilt wurden, befanden sich 18 Patienten (24,3 %) in
der Gruppe mit einer GITRL-Expression < 1,49 SFI, 19 Patienten (25,7 %) in den
Gruppen mit einer GITRL-Expression > 1,49 SFI - 2,12 SFI
und > 2,12 SFI — 3,52 SFI und weitere 18 Patienten (24,3 %) in der Gruppe mit

einer GITRL-Expression > 3,52 SFI (siehe Abbildung 9 und Tabelle 11).
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Abbildung 9: Box Plot zur Darstellung der Expression von GITRL in der Patientengruppe: Spezifi-
sche Fluoreszenzindices von GITRL von 74 Probanden, bestimmt mittels FACS. Unterer Whisker
(Minimum) bei 0,9 SFI; oberer Whisker (Maximum) bei 26,7 SFI; Median bei 2,12 SFI; Interquartilsab-
stand 1,49 SFI - 3,52 SFI
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Tabelle 11: Deskriptive Analyse der 4-1BB-, 4-1BBL-, GITR- und GITRL-Expressionen

Variable
4-1BB [SFI], Median (p25-75)
4-1BB [SFI], Minimum — Maximum
4-1BB Gruppen
<1,2 SFI, n (%)
> 1,2 SFI, n (%)
4-1BBL [SFI], Median (p25-75)
4-1BBL [SFI], Minimum — Maximum
4-1BBL Gruppen
< 5,68 SFI, n (%)
> 5,68 SFI, n (%)

GITR [SFI], Median (p25-75)
GITR [SFI], Minimum — Maximum
GITR Gruppen
< 1,39 SFI, n (%)

1,39 SFI— 1,7 SFI, n (%)
> 1,7 SFI, n (%)

GITRL [SFI], Median (p25-75)
GITRL [SFI], Minimum — Maximum
GITRL Gruppen
< 1,49 SFI, n (%)
> 1,49 SFI - 2,12 SFI, n (%)
> 2,12 SFI - 3,52 SFI, n (%)
> 3,52 SFI, n (%)
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74
74
74

74
74
74

74
74
74

74
74
74

1,23 (1,1 - 1,61)
1-74

42 (56,8)

32 (43,2)
5,68 (3,83 — 9,68)

0,91 -39

37 (50)
37 (50)
1,6 (1,3-2)
0,68 — 10,4

23 (31,1)

25 (33,8)

26 (35,1)
2,12 (1,49 — 3,52)

0,9 - 26,7

243
25,7
25,7

18 (
19 (
19 (
18 (24,3

)
)
)
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3.1.7 Gesamtuberleben

Das mediane follow-up der Patienten betrug 107,2 Monate (p25-75
60,4 — 185,2). 57 (55,3 %) Patienten konnten nicht bis zum 01.08.2019 nachver-
folgt werden und sind damit /ost to follow-up. Innerhalb des Beobachtungszeit-
raums von 26 Jahren verstarben von anfanglich 103 Patienten 29 (28,2 %) (siehe
Tabelle 12).

Die Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier ergab ein 5-JUR der Gesamtpopula-
tion von 93,1 % (95 %-Kl: 87,8 — 98,4) und ein 10-JUR von 76,1 % (95 %-KI:
66,7 — 85,5). Die mediane Gesamtlberlebenszeit ab der Erstdiagnose der Pati-
enten betrug 292,9 Monate (95 %-KI: 191 — 394,9) (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Deskriptive Analyse des Gesamtiiberlebens der gesamten Patientengruppe: statisti-
sche Analyse des Gesamtiiberlebens mittels einer Kaplan-Meier-Kurve; 5-JUR: 93,01%; 10-JUR:
76,1%; medianes OS: 292,9 Monate.

Tabelle 12: Deskriptive Analyse der Parameter Lost to follow-up, Follow-up und verstorben

Variable n
Lost to follow-up, n (%) 103 57 (55,3)
Follow-up [Monate], Median (p25-75) 107,2 (60,4 — 185,2)
Verstorben, n (%) 103 29 (28,2)
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Das 5-JUR nach der BE betrug 73,4 % (95 %-KI: 62,8 — 84) und das 10-JUR 57,8
% (95 %-Kl: 45,1 — 70,5). Das mediane Uberleben wurde bei der Bestimmung

des Gesamtuberlebens nach der Blutentnahme nicht erreicht (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Deskriptive Analyse des Gesamtiiberlebens nach der Blutentnahme der gesamten
Patientengruppe: statistische Analyse des Gesamtiiberlebens mittels einer Kaplan-Meier-Kurve; 5-
JUR: 73,4 %; 10-JUR: 57,8 %; medianes OS: nicht erreicht.
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3.1.8 Therapiefreies Uberleben

Wie in Kapitel 3.1.5 erwahnt, erhielten 58 (56,3 %) der 103 Patienten eine The-
rapie. Von den gesamten 103 Patienten hatten 61,3 % (95 %-Kl: 51,5 — 71,1) flnf
Jahre nach der Erstdiagnose noch keine Therapie erhalten. Zehn Jahren nach
der Erstdiagnose hatten noch 41,5 % (95 %-KI: 30,9 — 52,1) keine Therapieindi-
kation. Das mediane TFS betrug 100,9 Monate (95 %-KI: 58,9 — 143) (siehe Abbildung

12).
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Abbildung 12: Deskriptive Analyse des TFS ab ED der gesamten Patientengruppe: statistische Ana-
lyse des Gesamtiiberlebens mittels einer Kaplan-Meier-Kurve; 5-Jahres-TFS: 61,3 %; 10-Jahres-TFS:
41,5 %; medianes TFS: 100,9 Monate.
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50 (48,54 %) der insgesamt 103 Patienten erhielt nach der Blutentnahme eine
Therapie. Die mediane Dauer bis zu dieser Therapie betrug 47,11 Monate
(95 %-KI: 23,98 — 70,25). Das 5-Jahres-TFS betrug nach der Blutenthahme
44,7 % (95 %-KI: 33,1 — 56,3) und das 10-Jahres-TFS 34,3 % (95 %-KI: 21,8 —

46,8) (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: Deskriptive Analyse des TFS nach der Blutentnahme der gesamten Patientengruppe:
statistische Analyse des Gesamtiiberlebens mittels einer Kaplan-Meier-Kurve; 5-Jahres-TFS:
44,7 %; 10-Jahres-TFS: 34,3 %; medianes TFS: 47,11 Monate.
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3.1.9 Therapiefreies Uberleben nach Rituximab

Von den 46 (44,7 %) Patienten, die Rituximab als Therapeutikum erhielten, er-
hielten 17 (37 %) nach Ende der Behandlung mit Rituximab erneut eine Therapie.
Die mediane Zeit bis dieses Ereignis eintrat betrug 57,5 Monate (95 %-KI:
33-82). Das 5-Jahres-TFS nach Rituximab betrug 49,3 % (95 %-KI:
29,9 - 68,7) und das 10-Jahres-TFS nach Rituximab betrug 29,2 % (95 %-KI:
2,3 — 56,1) (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Deskriptive Analyse des TFS nach Rituximab der gesamten Patientengruppe: statis-
tische Analyse des Gesamtiiberlebens mittels einer Kaplan-Meier-Kurve; 5-Jahres-TFS: 49,3 %; 10-
Jahres-TFS: 29,2 %; medianes TFS: 57,5 Monate.

56
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3.1.10 Patientendaten

Tabelle 13: Ausschnitt 1 aus der Datentabelle zur Analyse

Lympho- Hamo- Throm- Throm-
Alter bei Alter bei Binet Rai Rai CLL-Po- zyten /ul globin bozyten Anamie bozytope-  Leukope-
ED BE Ge- Initialsta-  Binet Zeit-  Initialsta- Zeitpunkt pulation Zeitpunkt  [g/dI] Zeit- Jul Zeit- [Hb < nie [ < nie[ <
PatlD [Jahre] [Jahre] schlecht dium punkt BE dium BE [%] BE punkt BE punkt BE 10g/dI] 100.000/ul] ~ 4.000 /N
1 56 65 w A A 0 0 40 54100 11,9 294000 nein nein nein
2 50 54 m A 0 0 76 73800 14,4 186000 nein nein nein
3 52 59 w B B 2 3 20 320330 100 158000 nein nein nein
4 36 36 m B B 1 1 47 12913 16,8 346000 nein nein nein
5 65 66 m C C 4 4 80 14002 11,4 66000 nein ja nein
6 75 87 m A A 1 1 39 28290 13,2 212000 nein nein nein
7 65 69 w C C 4 4 62 7795 14,1 18000 nein ja nein
8 79 81 w A C 2 3 65 18234 9,8 268000 ja nein nein
9 44 53 m A n/a 0 n/a 93 n/a n/a n/a n/a n/a n/a
10 65 67 w A A 1 1 70 12760 12,7 354000 nein nein nein
11 60 62 w A C 1 4 30 127340 94 87000 ja ja nein
12 n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
13 50 57 m A A 1 1 72 59900 13,6 213000 nein nein nein
14 39 44 w A A 0 0 72 62741 13 277000 nein nein nein
15 73 77 w A A 0 0 69 31870 12,9 243000 nein nein nein
16 56 62 m A A 0 0 57 25786 14,1 191000 nein nein nein
17 61 63 m A A 1 1 60 54610 14,9 145000 nein nein nein
18 60 60 w C Cc 4 4 98 215000 73 51000 ja ja nein
19 54 57 w B B 1 1 80 14227 13,9 224000 nein nein nein
20 64 65 m A A 0 1 45 53616 13,9 271000 nein nein nein
21 66 72 w A B n/a 2 51 100704 11 111000 nein nein nein

57



3 Ergebnisse

Lympho- Hamo- Throm- Throm-
Alter bei Alter bei Binet Rai Rai CLL-Po- zyten /ul globin bozyten Anamie bozytope-  Leukope-
ED BE Ge- Initialsta-  Binet Zeit-  Initialsta- Zeitpunkt pulation Zeitpunkt  [g/dI] Zeit- Il Zeit- [Hb < nie[< nie [ <
PatiD [Jahre] [Jahre] schlecht dium punkt BE dium BE [%] BE punkt BE punkt BE 10g/dI] 100.000/ul] ~ 4.000 p/1)
22 44 56 w A A 0 2 80 32737 10,6 178000 nein nein nein
23 37 37 m B C 2 4 15 5366 14,6 14000 nein ja nein
24 80 83 w n/a n/a n/a n/a 65,7 n/a n/a n/a n/a n/a n/a
25 67 73 m A B n/a 2 70 101392 15,1 127000 nein nein nein
26 67 84 m A B n/a 2 70 42620 13,6 180000 nein nein nein
27 63 67 w A A n/a 0 7 53534 14 280000 nein nein nein
28 62 67 w A A 0 1 70 94307 12,6 248000 nein nein nein
29 74 79 m n/a A n/a 1 69 76489 12,4 158000 nein nein nein
30 56 60 w A B 0 2 40 87750 13 253000 nein nein nein
31 70 71 m B C 2 4 80 239800 11,2 103000 nein nein nein
32 63 67 m A B 2 2 68 25058 11,3 119000 nein nein nein
33 75 75 m B B 3 3 74 224670 10 246000 ja nein nein
34 62 67 m A B 1 2 80 94598 12 116000 nein nein nein
35 59 69 m C C 4 4 77 38355 12,5 92000 nein ja nein
36 54 64 m A A 1 2 57 24307 15,6 208000 nein nein nein
37 54 69 m C B 4 2 52 18513 13,3 138000 nein nein nein
38 43 44 m A A 1 1 62 20537 15 178000 nein nein nein
39 61 81 m A C 0 3 n/a 82830 94 107000 ja nein nein
40 63 70 m A Cc n/a 4 45 8183 10,5 48000 nein ja nein
41 51 61 m B B 1 1 52 52070 14,9 161000 nein nein nein
42 72 74 m A A 0 0 45 40270 13,8 205000 nein nein nein
43 68 71 m B B 2 2 59 34087 12 138000 nein nein nein
44 38 40 m A B 0 1 50 35170 14,1 207000 nein nein nein
45 64 66 m A A 2 0 61 14700 12,5 137000 nein nein nein
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Lympho- Hamo- Throm- Throm-
Alter bei Alter bei Binet Rai Rai CLL-Po- zyten /ul globin bozyten Anamie bozytope-  Leukope-
ED BE Ge- Initialsta-  Binet Zeit-  Initialsta- Zeitpunkt pulation Zeitpunkt  [g/dI] Zeit- Il Zeit- [Hb < nie[< nie [ <
PatiD [Jahre] [Jahre] schlecht dium punkt BE dium BE [%] BE punkt BE punkt BE 10g/dI] 100.000/ul] ~ 4.000 p/1)
46 72 73 m B B 1 3 81 117854 104 209000 nein nein nein
47 55 60 m A A 2 2 43 29290 13,8 202000 nein nein nein
48 75 77 m B C 2 4 44 38490 13,6 99000 nein ja nein
49 64 67 m A A 2 1 70 64050 13,3 155000 nein nein nein
50 36 43 m B B 2 2 75 129954 12,5 207000 nein nein nein
51 66 67 m A A 1 2 60 28089 15,6 314000 nein nein nein
52 49 53 w A B 1 3 65 211860 10,6 222000 nein nein nein
53 56 69 m n/a C n/a 4 65 33399 11,6 60000 nein ja nein
54 43 43 w A A 0 0 47 7741 13,5 313000 nein nein nein
55 68 70 m A C n/a 4 52 220261 14,1 109000 nein nein nein
56 67 73 m A A 0 1 90 81680 13,8 120000 nein nein nein
57 73 83 m A A n/a 2 50 13516 12,5 183000 nein nein nein
58 47 49 m A A 1 1 60 34984 15,1 207000 nein nein nein
59 67 70 m A A 0 0 51 14668 15,3 199000 nein nein nein
60 79 79 m A B 2 3 92 30754 10,2 201000 nein nein nein
61 69 69 m A A 0 0 76 20080 13,1 188000 nein nein nein
62 62 71 m A A 0 2 90 158780 12,1 191000 nein nein nein
63 56 64 m A A 2 2 n/a 32788 15,6 126000 nein nein nein
64 66 66 m B A 2 2 80 76838 12,6 300000 nein nein nein
65 71 73 m B C 2 3 92 45842 9,9 247000 ja nein nein
66 51 52 w A A 0 1 81 39292 13,2 279000 nein nein nein
67 61 74 w B B 1 1 90 30593 134 186000 nein nein nein
68 50 69 w A Cc n/a 3 39 110900 73 215000 ja nein nein
69 69 75 w A B n/a 2 22 20649 12 143000 nein nein nein
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Lympho- Hamo- Throm- Throm-
Alter bei Alter bei Binet Rai Rai CLL-Po- zyten /ul globin bozyten Anamie bozytope-  Leukope-
ED BE Ge- Initialsta-  Binet Zeit-  Initialsta- Zeitpunkt pulation Zeitpunkt  [g/dI] Zeit- Il Zeit- [Hb < nie[< nie [ <
PatiD [Jahre] [Jahre] schlecht dium punkt BE dium BE [%] BE punkt BE punkt BE 10g/dI] 100.000/ul] ~ 4.000 p/1)
70 74 86 w A C 1 4 90 72389 10,3 71000 ja ja nein
71 69 82 w A A n/a 1 29 121150 11,9 166000 nein nein nein
72 55 61 m A B 0 2 50 84970 15 253000 nein nein nein
73 51 51 w A A 1 1 35 20600 13,3 418000 nein nein nein
74 Yl 50 w A B n/a 2 96 176120 11,1 138000 nein nein nein
75 65 67 w A A 0 2 70 38448 11,5 110000 nein nein nein
76 48 48 m B B 1 1 91 103290 13,5 167000 nein nein nein
77 42 43 w B B 1 1 70 31486 12,3 331000 nein nein nein
78 52 57 w A A 0 0 57 34415 15,5 242000 nein nein nein
79 56 64 w A A 0 0 83 22045 12,6 229000 nein nein nein
80 66 75 m n/a B n/a 2 82 20638 13,2 137000 nein nein nein
81 63 89 m A B n/a 2 74 148270 13,1 132000 nein nein nein
82 65 66 m A A 2 2 80 146761 12,4 116000 nein nein nein
83 51 55 m A A 0 1 51 28540 13,8 175000 nein nein nein
84 72 77 w A A 0 1 75 88699 13 195000 nein nein nein
85 52 62 m B C 2 4 61 59147 12,3 69000 nein ja nein
86 40 49 m A A n/a 2 90 65035 15,2 225000 nein nein nein
87 67 69 w A A 0 0 33 43984 14,2 271000 nein nein nein
88 67 71 w A B 0 1 33 94819 12,5 221000 nein nein nein
89 69 73 m A A 2 2 90 115689 13 138000 nein nein nein
90 45 47 w B B 1 2 23 68410 11,8 157000 nein nein nein
91 71 75 w B C 2 3 80 47750 9,6 132000 ja nein nein
92 71 76 w B Cc 2 4 80 59150 9,5 93000 ja ja nein
93 56 59 m A B n/a 2 86 136130 15,9 187000 nein nein nein
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Lympho- Hamo- Throm- Throm-
Alter bei Alter bei Binet Rai Rai CLL-Po- zyten /ul globin bozyten Anamie bozytope-  Leukope-
ED BE Ge- Initialsta-  Binet Zeit-  Initialsta- Zeitpunkt pulation Zeitpunkt  [g/dI] Zeit- Il Zeit- [Hb < nie[< nie [ <

PatiD [Jahre] [Jahre] schlecht dium punkt BE dium BE [%] BE punkt BE punkt BE 10g/dI] 100.000/ul] ~ 4.000 p/1)
94 64 79 m C C 3 4 80 13609 12,5 87000 nein ja nein
95 71 75 m A B 0 3 n/a 129840 10,5 184000 nein nein nein
96 54 68 m A C n/a 3 85 180640 94 227000 ja nein nein
97 72 72 m A B 2 2 70 25290 154 125000 nein nein nein
98 52 56 m B B 1 1 77 39970 14,6 153000 nein nein nein
99 66 74 w A B 0 2 85 54084 12,7 105000 nein nein nein
100 60 70 w A C n/a 4 76 142493 10,3 97000 nein ja nein
101 50 50 w A B 2 2 fe) 26158 12,9 120000 nein nein nein
102 46 46 m C C 4 4 % 217530 11,9 78000 nein ja nein
103 67 76 m B C 1 4 85 272583 79 21000 ja ja nein
104 64 67 m A A n/a 0 85 68697 13,5 266000 nein nein nein

ED = Erstdiagnose; BE = Blutentnahme; m = mannlich; w = weiblich
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Tabelle 14: Ausschnitt 2 aus der Datentabelle zur Analyse

Zeitraum
Thera- Zeitraum BE - Therapie
B-2-Mikro- TP53- IGVH- jemals pieindika-  ED-erste Anzahl nachste bei Thera-
globuline CD38-Ex- Mutati- Mutati- Deletion ~ Zytogene- CLLIPI Therapie tion Zeit- Therapie der The- Therapie  pieindika-
PatiD [mgfl] ZAP70 pression onsstatus  onsstatus 17p13 tik Score erhalten punkt BE [Tage] rapien [Tage] tion
1 3,6 n/a neg n/a n/a nein gunstig n/a nein Ja n/a 0 n/a n/a
2 n/a n/a 0.06 neg hypermu- nein n/a n/a nein Nein n/a 0 n/a n/a
tiert
3 5 n/a n/a neg. unmutiert nein n/a 5 ja Ja 2340 1 42631 ja
4 23 n/a pos n/a n/a nein Risiko n/a ja nein 1604 5 40233 ja
5 n/a n/a 0.02 n/a n/a n/a n/a n/a ja ja 850 1 39693 ja
6 n/a n/a neg. n/a n/a n/a n/a n/a nein nein n/a 0 n/a n/a
7 n/a neg 0.06 neg unmutiert nein n/a n/a nein nein n/a 0 n/a n/a
8 n/a n/a pos n/a n/a n/a n/a n/a ja stehend 572 2 n/a ja
9 n/a n/a 0.02 neg hypermu- nein gunstig n/a nein nein n/a 0 n/a n/a
tiert
10 1,7 n/a 0.01 neg n/a nein n/a n/a nein nein n/a 0 n/a n/a
11 4,2 n/a n/a neg hypermu- nein n/a 3 ja ja 769 1 43566 ja
tiert
12 n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
13 n/a n/a 0.01 neg hypermu- nein n/a n/a nein nein n/a 0 n/a n/a
tiert
14 22 n/a neg. n/a n/a nein n/a n/a ja nein 4899 1 42112 ja
15 n/a n/a 0.08 neg n/a nein n/a n/a nein nein n/a 0 n/a n/a
16 n/a n/a pos n/a hypermu- n/a n/a n/a nein nein n/a 0 n/a n/a
tiert
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PatiD
17

18
19
20
21
22
23
24
25

26

27
28

29
30
31
32
33
34
35

-2-Mikro-
globuline
[mg/]
n/a

n/a
2
n/a
n/a
44
n/a
n/a

3,6

3,6

n/a

n/a

2,7
n/a
45
n/a

4,9

75

ZAP70

n/a

n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a

n/a

CD38-Ex-
pression
0.02

0.03
n/a
0.5

neg.
n/a
0.8

0.05

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.
0.26
0.96
neg
0.06
pos

n/a

TP53-
Mutati-
onsstatus

n/a

pos
n/a
pos.
n/a
n/a
n/a
n/a

neg

neg

n/a

neg

n/a
neg.
neg

n/a
neg.

n/a

neg.

IGVH-
Mutati-
onsstatus
hypermu-
tiert
unmutiert
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
hypermu-
tiert
hypermu-
tiert
n/a
hypermu-
tiert
n/a
unmutiert
unmutiert
n/a
n/a
n/a
n/a
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Deletion
17p13

nein

ja
nein
nein
n/a
n/a
nein
n/a

n/a

n/a

n/a

nein

n/a
nein
nein

n/a
nein

n/a

nein

Zytogene-
tik
n/a

Risiko
n/a
n/a
n/a
n/a

normal
n/a
n/a

n/a

n/a
Risiko

n/a
normal
n/a
n/a
gunstig
n/a
n/a
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CLLIPI
Score
n/a

n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a

n/a
n/a

n/a
n/a

n/a
n/a
n/a
n/a

jemals
Therapie
erhalten

nein

nein

Thera-
pieindika-
tion Zeit-
punkt BE

nein

ja
nein
nein
stehend
nein
nein
N/A

nein

nein

nein

nein

nein

nein
ja
ja
ja

nein

nein

Zeitraum
ED- erste
Therapie
[Tage]
n/a

21
n/a
871
1559
2618
680
n/a

n/a

n/a

n/a

5370

2232
1650
391
1400
55
2044
31

Anzahl
der The-
rapien
0

Zeitraum
BE -
néchste
Therapie
[Tage]

n/a

41350
n/a
39504
n/a
40477
40653
n/a

n/a

n/a

n/a

42560

40126
42300
43075
38710
42012
39354

n/a

Therapie

bei Thera-

pieindika-
tion
n/a

n/a
ja

ja

ja

n/a

n/a

n/a

n/a
ja
ja

nein



PatiD

36
37
38
39

40
41
42
43
44

45

46
47

48
49

50

51

-2-Mikro-
globuline

[mg/l

n/a
53
35

n/a

45
n/a
n/a
38

n/a

n/a

n/a

39

16,8
23

6,7

32

ZAP70

n/a
n/a
n/a

n/a

n/a
n/a
n/a
n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

neg

neg

n/a

n/a

CD38-Ex-

pression
neg.
neg.
neg

n/a

neg.
neg.
0.12
neg

0.14

0.07

neg

0.68

0.25

neg.

schwach
pos

neg.

TP53-
Mutati-

onsstatus

n/a

n/a

pos.

neg

n/a
n/a
n/a
n/a

n/a

neg.

n/a

neg.

neg.

neg.

n/a

neg.

IGVH-
Mutati-
onsstatus
n/a
n/a
n/a
hypermu-
tiert
n/a
n/a
n/a
n/a
hypermu-
tiert
hypermu-
tiert
n/a
hypermu-
tiert
n/a
hypermu-
tiert
n/a

unmutiert
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Deletion
17p13

n/a
nein
nein

nein

n/a
nein
n/a
n/a

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

nein

Zytogene-
tik
n/a
n/a
Risiko
n/a

n/a
n/a
n/a
n/a

gunstig

n/a

Risiko

normal

normal

n/a

gunstig

Risiko
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CLLIPI
Score
n/a

n/a
n/a

n/a

n/a
n/a
n/a
n/a
n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

jemals
Therapie
erhalten
nein

ja

ja

Thera-
pieindika-
tion Zeit-
punkt BE

nein
nein
nein

ja

stehend
nein
nein
nein

nein

nein

ja

nein

nein

nein

ja

nein

Zeitraum
ED- erste
Therapie
[Tage]
n/a

3864
1967

n/a

2142
n/a
n/a
n/a

n/a

n/a

535

n/a

1274

n/a

27

3513

Anzahl
der The-
rapien
0

o w o

O O o o N

Zeitraum

BE - Therapie
néchste  bei Thera-
Therapie pieindika-

[Tage] tion
n/a n/a
40071 ja
40574 ja
n/a n/a
n/a ja
n/a n/a
n/a n/a
n/a n/a
n/a n/a
n/a n/a
40062 ja
n/a n/a
43237 ja
n/a n/a
39041 ja
42223 ja



PatiD
52

53
54
55
56
57
58
59

60
61
62
63
64
65
66
67

68

69
70

-2-Mikro-
globuline
[mg/]
n/a

n/a
18
6,2
3
9,7
n/a

1.8

n/a
n/a
34
2,1
6,3
78
17

n/a

n/a

n/a

n/a

ZAP70

n/a

n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a

n/a

n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

CD38-Ex-
pression
0.81

n/a

04

neg
047
neg.
n/a

neg.

n/a
0.02
0.23
neg.
pos.
pos.
neg.

teilweise

pos.
0.95

n/a

n/a

TP53-
Mutati-
onsstatus

neg.

n/a
n/a
n/a
neg
n/a
n/a

neg.

n/a
neg
neg
n/a
n/a
n/a
neg.

n/a

neg.

n/a

n/a

IGVH-
Mutati-
onsstatus
hypermu-
tiert
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
hypermu-
tiert
n/a
n/a
unmutiert
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a

hypermu-
tiert
n/a
n/a

3 Ergebnisse

Deletion
17p13

nein

nein
nein
nein
nein
n/a
n/a

nein

n/a
nein
nein

n/a

n/a

n/a
nein

n/a

n/a

n/a

n/a

Zytogene-
tik
Risiko

n/a
n/a
gunstig
n/a
n/a
n/a
n/a

n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a

n/a

n/a
n/a

65

CLLIPI
Score
n/a

n/a
n/a
n/a
n/a
n/a

n/a

n/a
n/a

n/a
n/a
n/a
n/a
n/a

n/a

n/a
n/a

jemals
Therapie
erhalten

ja

ja
nein

ja
nein
nein
nein

nein

Thera-
pieindika-
tion Zeit-
punkt BE

nein

nein
nein
stehend
nein
nein
nein

nein

ja
nein
nein
nein
nein

ja
nein

nein

ja

stehend

ja

Zeitraum

ED- erste

Therapie
[Tage]
1796

731
n/a
685
n/a
n/a
n/a

n/a

276
n/a
n/a
n/a
1396
724
3803
3926

7032

1407
2376

Anzahl
der The-
rapien
1

Zeitraum
BE -
néchste
Therapie
[Tage]
42256

39338
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a

n/a

39858
n/a
n/a
n/a

40802

39035

42500

n/a

41783

n/a

39132

Therapie

bei Thera-

pieindika-
tion

nein

ja
n/a
ja
n/a
n/a
n/a

n/a

n/a
n/a

n/a

ja
ja

ja

ja

nein



3 Ergebnisse

Zeitraum
Thera- Zeitraum BE - Therapie
-2-Mikro- TP53- IGVH- jemals pieindika-  ED- erste Anzahl nachste bei Thera-
globuline CD38-Ex- Mutati- Mutati- Deletion ~ Zytogene- CLLIPI Therapie tion Zeit- Therapie der The- Therapie  pieindika-

PatID [mgfl] ZAPT70 pression onsstatus  onsstatus 17p13 tik Score erhalten punkt BE [Tage] rapien [Tage] tion

71 n/a n/a neg. n/a n/a n/a n/a n/a nein nein n/a 0 n/a n/a

72 n/a neg 0.02 n/a unmutiert n/a n/a n/a nein nein n/a 0 n/a n/a

73 n/a n/a 0.14 neg. unmutiert nein n/a 2 nein nein n/a 0 n/a n/a

74 3,5 n/a n/a neg. hypermu- nein n/a 1 ja ja 3370 1 43438 ja

tiert

75 2,7 n/a 0.66 n/a n/a n/a n/a n/a ja nein 1383 2 39577 ja

76 44 neg 0.19 neg unmutiert nein normal 5 ja nein 615 1 43363 ja

77 n/a n/a 0.6 n/a n/a nein Risiko n/a ja nein 426 4 38783 ja

78 37 n/a 0.04 n/a n/a n/a n/a n/a nein nein n/a 0 n/a n/a

79 n/a n/a neg. n/a n/a n/a n/a n/a nein nein n/a 0 n/a n/A

80 n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a ja ja 2994 1 39445 ja

81 n/a n/a neg. n/a n/a n/a n/a n/a nein nein n/a 0 n/a n/a

82 24 n/a 0.75 neg. n/a nein normal n/a ja stehend 73 2 n/a ja

83 n/a n/a n/a n/a unmutiert nein n/a n/a nein nein n/a 0 n/a n/a

84 39 n/a 0.75 n/a n/a n/a n/a n/a ja nein 1116 8 39249 ja

85 n/a n/a pos n/a n/a n/a n/a n/a ja ja 1157 7 39120 ja

86 1,7 n/a neg. n/a n/a n/a n/a n/a nein nein n/a 0 n/a n/a

87 n/a n/a 0.18 n/a n/a ja 2 n/a ja nein 1647 3 39710 ja

88 n/a n/a 0.18 n/a n/a ja 2 n/a ja nein 1647 3 39708 ja

89 n/a n/a neg n/a n/a n/a n/a n/a ja stehend 1376 7 n/a ja

90 39 neg 0.02 n/a n/a nein normal n/a ja ja 373 1 40901 ja

91 27 n/a 0.07 n/a n/a nein glinstig n/a nein nein n/a 0 n/a nein

66



PatiD
92

93
94
95
96

97
98
99
100
101
102
103
104

-2-Mikro-
globuline
[mg/]
27

29
58
6,9

n/a

n/a
n/a
n/a
6,9
n/a
57
n/a

n/a

n/a = not available

ZAP70

n/a
n/a
pos
neg

n/a

neg
n/a
n/a
n/a
n/a
neg
n/a

n/a

CD38-Ex-
pression
0.07

03
n/a
0.1
05

0.07
0.02
neg.
neg
0.78
0.08
neg.

0.01

TP53-
Mutati-
onsstatus

n/a
neg
n/a
neg.

neg.

n/a
n/a
n/a
n/a
neg.
neg.
n/a

neg.

IGVH-
Mutati-
onsstatus
n/a

unmutiert
n/a
unmutiert
hypermu-
tiert
unmutiert
n/a
n/a
n/a
n/a
unmutiert
n/a

hypermu-
tiert

3 Ergebnisse

Deletion
17p13
nein
nein
n/a
ja

nein

n/a
nein
n/a
n/a
nein
nein
n/a

nein

Zytogene-
tik
glinstig
2
n/a
2

normal

n/a
n/a
n/a
n/a
gunstig
gunstig
n/a
n/a

67

CLLIPI
Score
n/a

3
n/a
10

n/a

n/a
n/a
n/a
n/a
n/a

n/a
n/a

jemals
Therapie
erhalten
nein

ja

nein

nein

Thera-
pieindika-
tion Zeit-
punkt BE

ja

ja
nein

ja

ja

nein
nein
ja
nein
nein
ja
ja

nein

Zeitraum
ED- erste
Therapie

[Tage]
n/a

1014
3065
1512
5052

n/a
n/a
2253
4499
586
18
3488

n/a

Anzahl
der The-

rapien
0
1

4

Zeitraum

BE -

nachste
Therapie

[Tage]

n/a
42960
41012
42019
42545

n/a
n/a
39025
41020
39650
42233
38969

n/a

Therapie
bei Thera-
pieindika-
tion
nein
ja
ja
ja

ja

n/a
n/a
ja

nein
ja
ja
ja

n/a



Tabelle 15: Ausschnitt 3 aus der Datentabelle zur Analyse

PatiD

© 0o N o a » 0N

A a4 A A A A A A A A
© O N o a0 »h W0 N -~ O

lost to

follow-up

ja

Verstorben
lebend
lebend
lebend

tot
lebend
lebend
lebend
tot
lebend
lebend
lebend
n/a
lebend
lebend
lebend
lebend
lebend
tot

lebend

0os
[Mo-
nate]
103,38
69,48
105,09
74,18
53,09
147,17
52,86
127,43
130,81
35,15
2543
n/a
101,74
204,53
41,79
213,96
36,43
13,53
181,8

TFS
[Mo-
nate]
103,38
69,48
70,06
48,02
2545
147,17
52,86
17,13
130,81
35,15
23,02
n/a
101,74
146,68
41,79
213,96
36,43
0,63
181,8

Rituxi-
mab

erhalten

nein
nein

ja

ja
nein
nein
nein

ja
nein

nein

n/a
nein
ja
nein
nein

nein

nein

Nach
Rituxi-
mab er-
neute
Thera-

pie
n/a
n/a

nein

n/a
n/a
n/a
nein
n/a
n/a
nein
n/a
n/a
nein
n/a
n/a
n/a

n/a

3 Ergebnisse

TFS
nach Ri-
tuximab

[Mo-

nate]

n/a
n/a
28,23
4,01
n/a
n/a
n/a
84,13
n/a
n/a
0,16
n/a
n/a
43,61
n/a
n/a
n/a
1,87

n/a

68

Nach
BE The-
rapie er-

halten

nein
nein
ja
ja
ja
nein
nein
nein
nein
nein
ja
n/a
nein
ja
nein
nein
nein
ja

nein

0os
nach
BE [Mo-
nate]
0
21,52
28,49
72,77
46,69
0
2,6
107,99
22,01
13,08
0,85
n/a
23,95
143,54
0
144,96
12,19
12,88
145,32

TFS
nach
BE [Mo-
nate]
0
21,52
0,26
51,29
21,52
0
2,6
107,99
22,01
13,08
0,69
n/a
23,95
99,94
0
144,96
12,19
0,03
145,32

4-1BB-
Expres-

sion
[SFI]
0,87
1,22
2,57
1,2
1,3
1,14
1,24
09
0,86
n/a
2,41
1,61
1,35
14
1,75
0,8
n/a
n/a
1,1

4-1BBL-
Expres-

sion
[SFI]
4,75
1,06
10,48
94
4,6
34
15
124
1,28
n/a
1,6
7,36
6,07
47
4,58
3,1
n/a
n/a

4,5

GITR-
Expres-

sion
[SFI]
1,74
1,01
1,95
3,7
2,1
1,3
1,87
1,1
1,21
n/a
1,6
0,7
0,78
25
1,58
14
n/a
n/a

1,7

GITRL-
Expres-
sion
[SFI]
1,48
1,09
2,14
28
15
1,45
15
2,1
1,21
n/a
1,6
3,14
1,78

1,83
2,1
n/a

n/a



PatlD
20

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40

lost to

follow-up

nein

Verstorben
tot

lebend
lebend
lebend
tot
lebend
lebend
lebend
lebend
tot
tot
lebend
lebend
lebend
tot
lebend
lebend
lebend
lebend
tot
lebend

os
[Mo-
nate]
86,6
139,82
294,28
108,51
86,89
215,51
215,51
190,8
210,94
73,92
60,64
2217
202,1
2,83
182,16
264,98
266,98
281,11
164,36
239,32
106,93

TFS
[Mo-
nate]
26,08

46,68
78,38
20,36
86,89
215,51
215,51
190,8
160,78
66,83
494
11,7
41,92
1,65
61,2
0,93
266,98
115,69
58,89
239,32
64,13

Rituxi-
mab
erhalten
nein

ja

nein

nein

Nach

Rituxi-
mab er-
neute
Thera-

pie
n/a
ja
nein
nein
n/a
n/a
n/a
n/a
nein

nein

nein
n/a
nein
nein
n/a
n/a

3 Ergebnisse

TFS
nach Ri-
tuximab

[Mo-

nate]

n/a
13,54
98,69
83,31

n/a

n/a

n/a

n/a
34,54

0,49
493
9,33

n/a

0,1
115,05

n/a

n/a
43,71
64,11

n/a

n/a

69

Nach

BE The-
rapie er-

halten
ja
nein
ja
ja
nein
nein
nein
nein
ja
ja
ja
ja
ja

ja

nein

nein
ja
ja

nein

nein

0os
nach
BE [Mo-
nate]
69,09

61,41
143,77
103,46
50,2
134,8
12,19
150,64
150,18
9,95
9,13
9,76
156,88
1,02
127,41
150,24
149,92
107,83
151,46
0,66
18,86

TFS
nach
BE [Mo-
nate]
11,1

61,41
45,11
17,28
50,2
134,8
12,19
150,64
115,65
9,36
2,69
0,43
0,76
0
12,39
150,24
149,92
29,41
51,71
0,66
18,86

4-1BB-
Expres-
sion
[SFI]
1

1
15
74

0,95
1,2

0,68
1,2

1
1,1

1,64
n/a
1,1
n/a
1,2
04
15
0,9
1,6
n/a
1,3

4-1BBL-
Expres-
sion
[SFI]
34

6,4
7
32,6
2,53
58
1,95
6,4
7,2
11,9
20,31
n/a
4,6
n/a
3,6
2,6
5,2
25

n/a

14

GITR-
Expres-
sion
[SFI]
1,6

1,7
35
10,4
1,21
2
0,71
2
6,4
19
1,48
n/a
14
n/a
1,7
0,7
25
1,3
1,6
n/a

24

GITRL-
Expres-
sion
[SFI]
25
1
34
18,5
1,16
2,1
1
29
3,1
26,7
3,18
n/a
12
n/a
1.6
0,9
18
13
2,6
n/a

39



PatlD
41

42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

lost to

follow-up

ja

Verstorben

lebend
lebend
lebend
lebend
lebend
lebend
lebend
lebend
lebend
lebend
lebend
lebend
tot
lebend
tot
tot
lebend
lebend
lebend
tot
lebend

os
[Mo-
nate]
140,47

25,56
64,19
46,25
24,08
131,01
93,23
53,81
57,72
231,83
161,01
102,5
212,32
129,24
53,68
76,48
160,64
150,89
141,75
48,59
36,86

TFS

[Mo-

nate]
140,47

25,56
64,19
46,25
24,08
16,02
93,23
38,14
57,72
0,81
105,18
53,77
21,89
129,24
20,51
76,48
160,64
150,89
141,75
8,26
36,86

Rituxi-
mab
erhalten
nein
nein
nein
nein
nein
ja
nein
nein

nein

nein

nein
nein
nein

nein

nein

Nach
Rituxi-
mab er-
neute
Thera-
pie
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
ja
n/a
n/a
n/a

3 Ergebnisse

TFS
nach Ri-
tuximab

[Mo-

nate]

n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
45,32
n/a
n/a
n/a
108,91
40,58
43,25
11,73
n/a
0,03
n/a
n/a
n/a
n/a
14,72

n/a

70

Nach
BE The-
rapie er-

halten

nein
nein
nein
nein
nein
ja
nein
ja
nein
ja
ja
ja
ja
nein
ja
nein
nein
nein
nein
ja

nein

0os
nach
BE [Mo-
nate]
24,15

0
22,64
26,12
0
114,83
43,83
28,75
25,76
144,92
1484
47,57
56,9
128,53
31,15
12,06
31,74
1258
108,55
40,08
36,86

TFS
nach
BE [Mo-
nate]
24,15

0
22,64
26,12

0

1,38
43,83
16,79
25,76

0

102,8

4,07

6,24
128,53
31,15

12,06
31,74
1258
108,55

0,56
36,86

4-1BB-
Expres-
sion
[SFI]
n/a

n/a
1,2
n/a
n/a
1,1
n/a
n/a
543
1,1

n/a

14

1,23
n/a

n/a

4-1BBL-

Expres-
sion
[SFI]

n/a
n/a
57
n/a
n/a
42
n/a
n/a
447
15
9,6
n/a
19,6
9,9
57
n/a
10,6
18,6
21,6
274

n/a

GITR-
Expres-
sion
[SFI]

n/a
n/a
1,5
n/a
n/a
2,1
n/a
n/a
0,73
1,3

n/a
1,7
2,2
13
n/a
24
1,5
59
1,5

n/a

GITRL-
Expres-
sion
[SFI]

n/a
n/a
18
n/a
n/a
59
n/a
n/a

3,72

247
n/a
27
83
1,2

n/a

4.1
79
12,8

n/a



PatlD
62

63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82

lost to

follow-up

nein
nein
nein
nein

ja

ja

ja
nein
nein

nein

ja
nein
nein
nein

nein

Verstorben

lebend
lebend
tot
tot
lebend
lebend
lebend
tot
tot
lebend
lebend
lebend
lebend
lebend
lebend
tot
lebend
lebend
lebend
lebend

lebend

os

[Mo-

nate]
105,98

259,95
77,23
56,47
157,03
172,9

286,79
154,04

214,03
185,18
60,38

8,54

116,95
177,96
28,98

63,5

206,41

216,56

230,75

330,85
76,91

TFS

[Mo-

nate]
105,98

259,95
418
21,68
113,86
117,54
210,54
42,13
71,14
185,18
60,38
8,54
100,9
41,41
18,41
12,75
206,41
216,56
89,64
330,85
2,19

Rituxi-
mab
erhalten
nein

nein

Nach
Rituxi-
mab er-
neute
Thera-
pie
n/a
n/a
ja
nein
nein
n/a

nein

nein

n/a

3 Ergebnisse

TFS
nach Ri-
tuximab

[Mo-

nate]

n/a
n/a
7,62
27,54
32,11
n/a
55,8
24,61
n/a
n/a
n/a
n/a
n/a
57,51
8,77
38,42
n/a
n/a
132,44
n/a

45,74

71

Nach
BE The-
rapie er-

halten

nein
nein
ja
ja
ja
nein
ja
nein
ja
nein
nein
nein
ja
ja
ja
ja
nein
nein
ja
nein

nein

0s

nach

BE [Mo-

nate]
4,01

163,81
71,03
32,72
145,81
16,33
56,12
86,31
61,37
22,83
0
0
6,28
146,34
28,98
53,49
146,27
110,62
133,36
25,73
74,15

TFS
nach
BE [Mo-
nate]
4,01

163,81
39,66
0,03
113,71
16,33
0,33
86,31
5,82
22,83
0
0
0,03
13,8
20,21
3,98
146,27
110,62
0,95
25,73
74,15

4-1BB-

Expres-
sion
[SFI]

n/a
2
1,7
14
1,8
1,1
n/a
0,9
0,9
n/a
n/a
n/a
n/a
1,1
n/a
28
12

n/a

4-1BBL-

Expres-
sion
[SFI]

n/a
74
11,6
39
6,2
6,3
n/a
7,2
6,7
n/a
n/a
n/a

n/a

n/a

74

15,6
39
n/a

2,66

GITR-
Expres-
sion
[SFI]

n/a
28
16
15
16
1,8
n/a

19

n/a
n/a
n/a
n/a
1,7
n/a
1,7
2,2
18
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3 Ergebnisse

3.2 Uberlebenszeitanalysen

3.2.1 Stadieneinteilung

3.2.1.1 Binet

Von allen Patienten, die sich zum Zeitpunkt der Erstdiagnose in Stadium A be-
fanden, lebten nach funf Jahren noch 93,2 % (95 %-KI: 86,7 — 99,7) und nach 10
Jahren noch 80,3 % (95 %-KI: 69,7 — 90,9). 94,4 % (95 %-KI: 83,8 — 100) der Pa-
tienten, die sich bei der Erstdiagnose in Stadium B befanden, Uberlebten die ers-
ten 5 Jahre nach der Diagnose und 64,5 % (95 %-KI: 37,8 — 91,2) Uberlebten 10
Jahre (siehe Abbildung 15).

Das 5- und das 10-JUR der Patienten, die sich bei der Erstdiagnose in Stadium
C befanden, betrug 85,7 % (95 %-Kl: 61,6 — 100). Das mediane Uberleben
wurde bei den Patienten in Stadium A nicht erreicht, bei den Patienten in Stadium
B betrug es 152,1 Monate (95 %-KI: Berechnung nicht mdglich) und bei den Pa-
tienten in Stadium C war es mit 292,9 Monaten am langsten (95 %-KI: Berech-
nung nicht moéglich). Der Unterschied zwischen den verschiedenen Initialstadien

war nicht signifikant (p=0,61) (siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens der Patientengruppen in unterschiedli-
chen Initialstadien nach Binet: Stadium A: 5-JUR: 93,2 %; 10-JUR: 80,3 %; medianes OS: nicht er-
reicht; Stadium B: 5-JUR: 94,4 %; 10-JUR: 64,5 %; medianes OS: 152,1 Monate; Stadium C: 5-JUR:
85,7 %; 10-JUR: 85,7 %; medianes OS: 292,9 Monate; Log Rank p=0,61

3.2.1.2 Rai

Fir die Kaplan-Meier-Analyse wurden die Patienten in drei Risikogruppen einge-
teilt (siehe Kapitel1.2.3). Die Patienten in der Gruppe mit dem niedrigen Risiko
zeigten ein 5-Jahre-Uberleben von 95,8 % (95 %-KI: 87,8 — 100), ein 10-JUR von
68,3 % (95 %-KI: 48,7 — 87,9) und mit 239,3 Monaten (95 %-KI: 129,3 — 349,3)
ein langeres medianes Uberleben als die Patienten in der Gruppe mit dem inter-
medigren Risiko. Das mediane Uberleben in dieser Gruppe betrug 214 Monate
(95 %-KI: 137,1 — 291), das 5-JUR 91,9 % (95 %-Kl: 83,1 —100) und das 10-
JUR 75 % (95 %-KI: 59,5 — 90,5). Die Patienten in der Gruppe mit dem hochsten
Risiko zeigten sowohl ein 5-JUR als auch ein 10-JUR von 85,7 % (95 %-KI:
59,8 — 100). Das mediane Uberleben war mit 292,9 Monaten (95 %-Kl: Berech-
nung nicht madglich) in dieser Gruppe am langsten. Beim Gesamtvergleich der
Gruppen mithilfe des Log Rank Tests stellten sich die Uberlebensunterschiede

als nicht signifikant (p=0,817) heraus (siehe Abbildung 16).

75



3 Ergebnisse

Initialstadium
100 —p=—r— Rai

0
1 &I
&IV

p-Wert: 0,81

50

Gesamtliberleben [%]

T | —
0 50 100 150 200
Monate
Abbildung 16: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens der Patientengruppen in unterschiedli-
chen Initialstadien nach Rai: Stadium 0: 5-JUR: 95,8 %; 10-JUR: 68,3 %; medianes OS: 239,3 Monate;

Stadium 1 & II: 5-JUR: 91,9 %; 10-JUR: 75 %; medianes OS: 214 Monate; Stadium Il & IV: 5-JUR:
85,7 %; 10-JUR: 85,7 %; medianes OS: 292,9 Monate; Log Rank p=0,81
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3.2.2 Prognosefaktoren

3.2.2.1 CD38-Expression

Patienten die eine CD38-Expression < 30 % auf ihren B-Zellen aufwiesen zeigten
ein 5-JUR von 92,7 % (95 %-KI: 85,84 - 99,56) und ein 10-JUR von 75,1 % (95
%-Kl: 62,56 — 87,64). Das mediane Uberleben dieser Gruppe wurde im Beobach-
tungszeitraum nicht erreicht. Die Patienten die eine CD38-Expression = 30 %
aufwiesen zeigten mit einem 5-JUR von 94,7 % (95 %-Kl: 84,70 - 100), einem
10-JUR von 67,7 % (95 %-KI: 46,34 — 89,1) und einem medianen Uberleben von
162,62 Monaten (95 %-Kl: 112,65 — 212,58) ein signifikant kiirzeres Uberleben
als die Patienten mit einer CD38-Expression < 30 % (p=0,05) (siehe Abbildung 17).
CD38-Expression
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Abbildung 17: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens der Patientengruppen mit einer CD38-
Expression < 30 % und 2 30 %: CD38-Expression < 30 %: 5-JUR: 92,7 %; 10-JUR: 75,1 %; medianes

OS: nicht erreicht; CD38-Expression 2 30 %: 5-JUR: 94,7 %; 10-JUR: 67,7 %; medianes OS: 162,62
Monate; Log Rank p=0,05
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3.2.2.2 Immunglobulin-VH-(IGVH-)Mutationsstatus

Fir die Patienten, die einen hypermutierten IGVH-Status aufwiesen, liel3 sich bei
der Analyse nach Kaplan-Meier ein signifikant langeres OS nachweisen als fur
die Patienten mit einem unmutierten IGVH-Status (p=0,002).

Wahrend in der Gruppe der Patienten mit IGVH unmutierter CLL nach 5 Jahren
noch 66,3 % (95 %-Kl: 33,8 — 98,8) der Patienten lebten, lebten in der IGVH hy-
permutierten Gruppe noch 100 % (95 %-KI: Berechnung nicht moglich). Auch
nach 10 Jahren hatte sich das Uberleben der IGVH hypermutierte Patienten nicht
reduziert, wahrend es bei den IGVH unmutierten Patienten bei 49,7 % (95 %-KI:
12,5 — 86,9) lag. Das mediane Uberleben fiir die IGVH unmutierten Patienten be-
trug 60,6 Monate (95 %-KI: Berechnung nicht mdglich) und das fur die hypermu-
tierten Patienten 239,3 Monate (95 %-KI: Berechnung nicht maglich) (siehe Abbildung
18).

. IGVH-Mutationsstatus
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Abbildung 18: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens der Patientengruppen mit unterschied-
lichem IGVH-Mutationsstatus: IGVH unmutiert: 5-JUR: 66,3 %; 10-JUR: 49,7 %; medianes OS: 60,6

Monate; IGVH hypermutiert: 5-JUR: 100 %; 10-JUR: 100 %; medianes OS: 239,3 Monate; Log Rank
p=0,002
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3.2.2.3 TP53-Mutation

Der Uberlebensunterschied zwischen den Patienten mit einer TP53-Mutation und
den Patienten ohne diese Mutation erwies sich als signifikant. Die Patienten ohne
TP53-Mutation zeigten ein 5-JUR von 95,8 % (95 %-KI: 87,8 — 100) und ein 10-
JUR von 87,3 % (95 %-Kl: 73,8 — 100). Das mediane Uberleben wurde bei die-
sen Patienten innerhalb des Beobachtungszeitraums nicht erreicht. Bei den Pa-
tienten mit einer TP53-Mutation zeigte sich mit 66,7 % (95 %-KI: 14,4 — 100) 5-
JUR, 33,3 % (95 %-KI: 0 — 76,4) 10-JUR und einem medianen Uberleben von
85,6 Monaten (95 %-KI: 0 —203,5) ein signifikant kirzeres Gesamtuberleben
(p=0,02) (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens der Patientengruppen mit unterschied-
lichem TP53-Mutationsstatus: TP53-Mutation negativ: 5-JUR: 95,8 %; 10-JUR: 87,3 %; medianes OS:
nicht erreicht; TP53-Mutation positiv: 5-JUR: 66,7 %; 10-JUR: 33,3 %; medianes OS: 85,6 Monate;
Log Rank p=0,02
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3.2.3 4-1BB/4-1BBL und GITR/GITRL

3.2.3.1 4-1BB

Die Patienten, bei denen die 4-1BB-Expression gemessen wurde, wurden wie in
Kapitel 2.4 beschrieben, in zwei Gruppen unterteilt. Patienten mit der niedrigen
Expression zeigten ein 5-JUR von 100 % (95 %-KI: Berechnung nicht méglich)
und ein 10-JUR von 87,2 % (95 %-KI: 81,9 —92,5). Das mediane Uberleben
wurde bei diesen Patienten nicht erreicht. Die Patienten mit der hoheren
4-1BB-Expression hingegen zeigten ein 5-JUR von 85,2 % (95 %-Kl: 78,4 — 92)
und ein 10-JUR von 55,5 % (95 %-KI: 35,3 — 65,8). Auerdem zeigte sich fur
diese ein medianes Uberleben von 152,1 Monaten (95 %-Kl: 22,5 — 281,7). Unter
Anwendung des Log Rank Tests stellte sich dieser Unterschied als signifikant

heraus (p=0,02) (siche Abbildung 20A).

Bei der Untersuchung bezuglich des TFS zeigte sich, dass die Patienten in der
Gruppe mit einer 4-1BB-Expression von 0 SFI - 1,2 SFI ein medianes TFS von
105,2 Monaten (95 %-KI: 52 — 158,3) hatten und die Patienten mit der héheren
Expression von 4-1BB ein medianes TFS von 64,1 Monaten (95 %-KI:
42,1 — 86,2). Nach funf Jahren hatten noch 64,3 % (95 %-KI: 49,8 — 78,8) der
Patienten mit der niedrigen 4-1BB-Expression keine Therapie erhalten und nach
zehn Jahren noch 43,5 % (95 %-KI: 28 — 59). Bei den Patienten mit der hdheren
4-1BB-Expression hingegen zeigten nur 50,2 % (95 %-KI: 32,2 — 68,2) ein 5-Jah-
res-TFS und nur 24,8 % (95 %-KI: 7,7 — 41,9) ein 10-Jahres-TFS. In der Kaplan-
Meier-Analyse zeigte sich dieser Unterschied als nicht signifikant (p=0,13) (siehe

Abbildung 20B).

Als drittes wurde das TFS nach Rituximab bei den beiden Gruppen untersucht.
44.4 % (95 %-KlI: 18,3 — 70,5) der Patienten in der Gruppe mit der niedrigeren 4-
1BB-Expression hatten flinf Jahre nach der Therapie mit Rituximab noch keine
erneute Therapie erhalten, wahrend es in der Gruppe mit der héheren 4-1BB-
Expression 49,9 % (95 %-KI: 19,5 — 80,3) waren. Das mediane TFS nach Rituxi-

mabtherapie betrug in der Gruppe mit der niedrigeren Expression 57,5 Monate
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(95 %-KI: 36 — 79) und in der Gruppe mit der héheren Expression 38,4 Monate
(95 %-KI: 0 — 86,2). In der Analyse durch den Log Rank Test zeigte dieser Un-

terschied keine Signifikanz (p=0,37) (siehe Abbildung 20C).
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Abbildung 20: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens (A), TFS (B) und TFS nach Rituximab

(C) der Patientengruppen mit unterschiedlicher 4-1BB-Expression: SFl von 4-1BB bestimmt mittels
FACS
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Die Patienten mit einer niedrigeren 4-1BB-Expression zeigten ein 5-JUR nach
der Blutentnahme von 89 % (95 %-Kl: 78,8 — 99,2) und ein 10-JUR von 69,7 %
(95 %-Kl: 53,8 — 85,6). Das mediane Uberleben wurde in dieser Gruppe im Be-
obachtungszeitraum nicht erreicht. Die Patienten mit der hoheren 4-1BB-Expres-
sion erreichten ein medianes Uberleben nach der Blutentnahme von 72 Monaten
(95 %-KI: 0 — 141,44). Etwa die Halfte (51,6 % (95 %-KI: 30,4 — 72,8)) dieser
Patienten lebten noch 5 Jahre nach der Blutentnahme und 40,6 % (95 %-KI:
19,04 — 62,2) lebten noch 10 Jahre nach der Blutentnahme. Dieses erwies sich

im Log Rank Test als signifikant (p=0,03) (siehe Abbildung 21A).

Aulerdem zeigten die Patienten mit der niedrigen 4-1BB-Expression ein lange-
res TFS nach der Blutenthnahme als die Patienten mit der hohen 4-1BB-Expres-
sion. Dies zeigte sich im 5-dahres-TFS und im 10-Jahres-TFS das bei der Gruppe
mit der niedrigen 4-1BB-Expression 55,7 % (95 %-KIl: 39,6 — 71,8) und 46,6 %
(95 %-KI: 28,8 — 64,4) betrug und in der Gruppe mit der hohen 4-1BB-Expression
29,2 % (95 %-KI: 9,8 —48,6) und 17,5 % (95 %-KI: 0,4 — 34,6). Auch das mediane
TFS nach der Blutentnahme zeigte sich mit 115,65 Monaten (95 %-KI: Berech-
nung nicht moéglich) in der Gruppe mit der niedrigen 4-1BB-Expression langer als
das mediane TFS nach der Blutenthnahme in der Gruppe der Patienten mit der
hohen 4-1BB-Expression, das bei 31,15 Monaten (95 %-KI: 0 — 64,58) lag. Die-

ses Ergebnis zeigte jedoch keine Signifikanz (p=0,06) (siehe Abbildung 21B).
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Abbildung 21: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens (A) und TFS (B) nach der Blutentnahme
der Patientengruppen mit unterschiedlicher 4-1BB-Expression: SFl von 4-1BB bestimmt mittels
FACS

3.2.3.2 4-1BBL

Zur Uberlebenszeitanalyse bezliglich der 4-1BBL-Expression wurden, wie in Ka-
pitel 2.4 erwahnt, zwei Gruppen mit einem cut-off-Wert von 5,68 SF| verglichen.
Die Patienten mit einer 4-1BBL-Expression von 0 SFI — 5,68 SFI zeigten ein 5-
JUR von 93,6 % (95 %-Kl: 85,2 — 100) und ein 10-JUR von 72,3 % (95 %-KI:
55,8 — 88,8). Die Gruppe der Patienten mit einer 4-1BBL-Expression > 5,68 SFI
wies ein 5-Jahres-Ubeleben von 94,4 % (95 %-KI: 87 — 100) und ein 10-JUR von
77,4 % (95 %-K1:63,7 — 91,1) auf. Das mediane Uberleben wurde bei der Gruppe
mit der 4-1BBL-Expression von 0 SFI — 5,68 SFI nicht erreicht, wahrend es bei
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der Gruppe mit der Expression > 5,68 SFI 214 Monate (95 %-KI: 156,5 — 271,5)
betrug. Im Log Rank Test zeigte sich, dass dieser Unterschied nicht signifikant

ist (p=0,87) (siehe Abbildung 22A).

In der Kaplan-Meier-Analyse hinsichtlich des TFS zeigten die Patienten mit einer
niedrigen 4-1BBL-Expression (0 SFI — 5,68 SFI) ein medianes TFS von 104,4
Monaten (95 %-KI: 24,3 — 184,6), die Patienten mit einer hoheren 4-1BBL-Ex-
pression (> 5,68 SFl) erhielten im Median nach 71,1 Monate (95 %-KI:
39 — 103,3) ihre erste Therapie. 56,3 % (95 %-KI: 40,2 — 72,4) der Patienten hat-
ten in der Gruppe mit der niedrigen 4-1BBL-Expression nach finf Jahren noch
keine Therapie erhalten. In der Gruppe mit der héheren 4-1BBL-Expression wa-
ren es 61,1 % (95 %-Kl: 45,2 — 77). Nach zehn Jahren hatten 42,4 % (95 %-KI:
25,3 — 59,5) der Patienten mit einer 4-1BBL-Expression von 0 SFl - 5,68 SFI
weiterhin keine therapierelevante Progression, wahrend es bei den Patienten mit
einer 4-1BBL-Expression von > 5,68 SFI 31,4 % (95 %-KI: 15,7 — 47,1) der Pati-
enten waren. Dieser Unterschied erwies sich im Log Rank Test jedoch als nicht

signifikant (p=0,83) (siehe Abbildung 22B).

Wie auch schon bei der 4-1BB-Expression wurde auch bei der 4-1BBL-Expres-
sion eine Kaplan-Meier-Analyse in Hinsicht auf das TFS nach einer Therapie mit
Rituximab durchgefuhrt. Die Patienten mit einer niedrigeren 4-1BBL-Expression
zeigten funf Jahre nach der Rituximabtherapie ein TFS von 50 % (95 %-KI:
15,3 — 84,7). Bei den Patienten mit der hoheren 4-1BBL-Expression hatten funf
Jahre nach der Rituximabtherapie noch 40,1 % (95 %-KI: 15,2 — 65) der Patien-
ten keine erneute Therapie erhalten. Der Median des TFS nach Rituximab lag
bei den Patienten mit der niedrigen 4-1BBL-Expression bei 57,5 Monaten (95 %-
Kl: 0-115,9) und bei der hohen Expression bei 38,4 Monaten (95 %-KI:
14,1 — 62,7). Nach der Durchfuhrung des Log Rank Tests zeigte sich mit einem
p-Wert von 0,13, dass der Uberlebensunterschied zwischen den beiden Patien-

tengruppen nicht signifikant war (siehe Abbildung 22C).

85



3 Ergebnisse

100 4-1BBL-Expression
- —0-568

-"'> 568
p-Wert: 0,87

2

& 504 e

E

(<]

0 T T T T
0 50 100 150 200
Monate

4-1BBL-Expression

—I70-568
- '> 568

p-Wert: 0,83

TFS [%]

0 T T T T
0 50 100 150 200
Monate
100 - 4-1BBL-Expression
:. —0-568
-<'>568
L. + p-Wert: 0,13
g s
. oy
- L peappsns
S il
E ................ "
H H
l.n__ L ——— rrep
0 T = = T
0 20 40 60 80
Monate

Abbildung 22: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens (A), TFS (B) und TFS nach Rituximab
(C) der Patientengruppen mit unterschiedlicher 4-1BBL-Expression: SFl von 4-1BBL bestimmt mit-

tels FACS
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Die Analyse des Gesamtuberlebens nach der Blutentnahme bezlglich 4-1BBL
ergab, dass Patienten mit einer niedrigeren 4-1BBL-Expression ein 5-JUR von
75,1 % (95 %-Kl: 58,9 — 91,4) und ein 10-JUR von 60,4 % (95 %-KI: 40,4 — 80,4)
zeigten, wahrend die Patienten mit einer hoheren 4-1BBL-Expression mit einem
5-JUR von 74,3 % (95 %-KI: 58,5 — 89,5) und einem 10-JUR von 52,7 % (95 %-
Kl: 34,5 —70,9) ein minimal kirzeres Gesamtuberleben nach der Blutentnahme
zeigten. Das Mediane Uberleben wurde in beiden Gruppen nicht erreicht. Dieser
Unterschied zeigte sich mit einem p-Wert von 0,83 als nicht signifikant (siehe Abbil-

dung 23A).

Die Patienten in der Gruppe mit der niedrigeren 4-1BBL-Expression zeigten im
Median ein TFS nach der Blutenthnahme von 22,14 Monaten (95 %-KI:
9,37 — 34,91), ein 5-Jahres-TFS von 39,6 % (95 %-Kl: 21,8 — 57,4) und ein 10-
Jahres-TFS von 34 % (95 %-Kl: 15,6 — 52,4). Die Patienten in der Gruppe mit
der hdheren 4-1BBL-Expression zeigten wiederum ein medianes TFS nach der
Blutentnahme von 102,8 Monaten (95 %-Kl: 34,1 — 171,51), ein 5-Jahres-TFS
von 51,2 % (95 %-KI: 33,6 — 68,9) und ein 10-Jahres-TFS von 35,2 % (95 %-KI:
15,6 — 54,8). Der Unterschied zeigte sich als nicht signifikant (p=0, 2) (siehe Abbildung

23B).
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Abbildung 23: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens (A) und TFS (B) nach der Blutentnahme
der Patientengruppen mit unterschiedlicher 4-1BBL-Expression: SFl von 4-1BBL bestimmt mittels
FACS

3.2.3.3 GITR

Wie in Kapitel 2.4 beschrieben, wurden die Patienten anhand ihrer GITR-Expres-
sion in Terzile unterteilt. In der Gruppe mit einer GITR-Expression < 1,39 SFI
zeigten die Patienten ein 5-JUR von 95,2 % (95 %-KI: 86,2 — 100) und ein 10-
JURVvON 72,5 % (95 %-KI: 51,7 — 93,3). In der Gruppe mit einer GITR-Expression
> 1,39 SFI — 1,7 SFI lebten funf Jahre nach der Erstdiagnose noch 87 % (95 %-
Kl: 73,3 — 100) der Patienten und 10 Jahre nach der Erstdiagnose noch 63,8 %
(95 %-KI: 43,6 — 84) der Patienten. Die Patienten in der Gruppe mit der héchsten
GITR-Expression (> 1,7 SFI), zeigten mit einem 5-JUR von 100 % (95 %-KI:
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Berechnung nicht méglich) und einem 10-JUR von 87,5 % (95 %-Kl: 74,2 — 100)
das langste Gesamtiiberleben. Das mediane Uberleben wurde nur in der Gruppe
mit einer GITR-Expression > 1,39 SFI — 1,7 SFI| erreicht und betrug dort 182,2
Monate (95 %-KI: 136,5 — 227,8). Dieser Uberlebensunterschied zwischen den

drei Gruppen ist signifikant (p=0,03) (siehe Abbildung 24A).

In der Kaplan-Meier-Analyse hinsichtlich des TFS zeigte die Gruppe mit einer
GITR-Expression < 1,39 SFI ein medianes TFS von 104,4 Monaten (95 %-KI:
51,2 -157,6), ein 5-Jahres-TFS von 68,2 % (95 %-Kl: 48,8 —87,6) und ein
10-Jahres-TFS von 39,2 % (95 %-KI: 16,5 - 61,9). In der Gruppe mit einer
GITR-Expression > 1,39 SFI - 1,7 SFI kam es mit 46,7 Monaten (95 %-KI:
35,2 — 58,2) zu einem deutlich kirzeren medianen TFS. Das 5-Jahres TFS be-
trug 34,1 % (95 %-Kl: 15,1 = 53,1) und das 10-Jahres-TFS 19,9 % (95 %-KI:
3,2 — 36,6). Die Gruppe mit der héchsten GITR-Expression wies mit 117,5 Mo-
naten (95 %-Kl: 21,7 — 213,4) das langste TFS auf. Nach funf Jahren hatten in
dieser Gruppe 73,1 % (95 %-Kl: 56 — 90,2) der Patienten noch keine Therapie
erhalten und nach 10 Jahren 48,1 % (95 %-KIl: 28,3 — 67,9).

Die das TFS betreffenden Unterschiede erwiesen sich im Log Rank Test als nicht

signifikant (p=0, 1) (siehe Abbildung 24B).

Bezuglich des TFS nach Rituximab-Therapie zeigten die Patienten in der Gruppe
mit der niedrigsten GITR-Expression das langste mediane TFS. Es betrug
108,9 Monate (95 %-KI: 14,4 — 203,5). In der Gruppe mit einer GITR-Expression
> 1,39 SFI - 1,7 SFl lag das mediane TFS nach Rituximab bei 38,4 Monaten
(95 %-KI: 0 — 89,1) und war somit am kirzesten. Die Patienten in der Gruppe mit
der hochsten GITR-Expression zeigten im Median ein TFS nach Rituximab von
45,7 Monaten (95 %-Kl: 26,7 — 64,8). Das 5-Jahres-TFS nach Rituximab lag in
der Gruppe mit der niedrigsten GITR-Expression bei 66,7 % (95 %-KI:
29,1 - 100), in der Gruppe mit einer GITR-Expression > 1,39 SFI - 1,7 SFI bei
36 % (95 %-KI: 5,4 — 66,6) und in der Gruppe mit der héchsten GITR-Expression
bei 38,2 % (95 %-KI: 0,4 — 76). Das 10-Jahres-TFS nach Rituximab wurde nur in
der Gruppe mit der niedrigsten GITR-Expression erreicht und betrug dort 33,3 %

89



3 Ergebnisse

(95 %-KI: 0 — 83,3). Nach der Durchfihrung eines Log Rank Tests zeigte sich,
dass die Unterschiede dieser TFS nach Rituximab nicht signifikant sind (p=0,33)

(siehe Abbildung 24C).
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Abbildung 24: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens (A), TFS (B) und TFS nach Rituximab
(C) der Patientengruppen mit unterschiedlicher GITR-Expression: SFI von GITR bestimmt mittels
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Wie auch fir die vorausgegangen Parameter 4-1BB und 4-1BBL wurde auch fir
GITR das Gesamtuberleben und das TFS nach der Blutentnahme analysiert.
Das Gesamtuberleben nach der Blutentnahme zeigte sich bei den Patienten mit
der héchsten GITR-Expression am langsten. Das 5-JUR nach der Blutentnahme
betrug 90,5 % (95 %-KI: 77,8 —100) und das 10-JUR 79,9 % (95 %-KI:
62,1 — 97,7), das mediane Uberleben wurde nicht erreicht. Das zweitlangste Ge-
samtuberleben nach der Blutentnahme zeigte die Gruppe mit der niedrigsten
GITR-Expression. Hier wurde das mediane Uberleben auch nicht erreicht, das 5-
JUR lag bei 71 % (95 %-Kl: 48,9 —93,1) und das 10-JUR bei 54,7 % (95 %-KI:
28,4 — 81) (siehe Abbildung 25A).

Das kurzeste Gesamtuberleben nach der Blutentnahme zeigten die Patienten mit
einer GITR-Expression > 1,39 SFI — 1,7 SFI. Bei ihnen lag das mediane Uberle-
ben bei 108,39 Monaten (95 %-Kl: 52,46 — 164,31), das 5-JUR nach der Blutent-
nahme lag bei 62,5 % (95 %-KI: 41,9 — 83,1) und das 10-JUR bei 41,6 % (95 %-
Kl: 20 — 63,2). Der Uberlebensunterschied zeigte sich jedoch anders als beim
Gesamtuberleben nach der Erstdiagnose mit einem p-Wert von 0,06 als nicht

signifikant (siehe Abbildung 25A).

Entsprechend dem Gesamtlberleben nach der Blutentnahme zeigte sich auch
das TFS nach der Blutentnahme in der Gruppe mit der héchsten GITR-Expres-
sion mit einem medianen TFS von 115,65 Monaten (95 %-KI: Berechnung nicht
madglich) am langsten, das mediane TFS der Gruppe mit der niedrigsten GITR-
Expression zeigte sich mit 31,15 Monaten (95 %-KI: Berechnung nicht mdglich)
am zweitlangsten und das mediane TFS der Patienten mit einer GITR-Expres-
sion > 1,39 SFI — 1,7 SFI zeigte sich mit 12,39 Monaten (95 %-KI: 0 — 31,1).am
klrzesten (siehe Abbildung 25B).

Das 5-Jahres- und 10-Jahres-TFS lag bei der Gruppe mit der hochsten GITR-
Expression bei 64,2 % (95 %-Kl: 44 — 84,8) und 45,1 % (95 %-Kl: 21,8 — 68,4),
das der Gruppe mit der niedrigsten GITR-Expression lag bei 45,2 % (95 %-KI:
20,7 — 69,7) und das der Gruppe mit einer GITR-Expression > 1,39 SFI - 1,7 SFI
lag bei 26 % (95 %-Kl: 7,4 —44,6) und 19,5 % (95 %-KI: 1,7 — 37,3). Insgesamt
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zeigte sich der Uberlebensunterschied mit einem p-Wert von 0,05 als signifikant

(siehe Abbildung 25B).

100 =y GITR-Expression
L 5139017
1>139 -1,
*l >17
s — I p-Wert: 0,06
E
s ]
£ -
s L
E I
S 50 i
£ i
i
(4]
o T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Monate
100 -l GITR-Expression
0-139
—>139-17
>17

{.“'_ p-Wert: 0,05
g |
A
E 1
m i = — e N .
5 H H H
[ - . H
£ : P i
I : H i
£ w ;

0 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Monate

Abbildung 25: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens (A) und TFS (B) nach der Blutentnahme
der Patientengruppen mit unterschiedlicher GITR-Expression: SFl von GITR bestimmt mittels FACS

3.2.3.4 GITRL

Zur Uberlebenszeitanalyse nach Kaplan-Meier wurden die Werte der GITRL-Ex-
pression in Quartile unterteilt (siehe Kapitel 2.4). Die Patienten mit einer
GITRL-Expression im ersten Quartil zeigten ein 5-JUR von 94,1 % (95 %-KI:
82,9 — 100) und ein 10-JUR von 80,1 % (95 %-KI: 57,7 — 100). Von den Patien-
ten mit GITRL-Werten im zweiten Quartili  Uberlebten 93,3 %
(95 %-KI: 80,8 — 100) die ersten funf Jahre nach der Erstdiagnose und 10 Jahre
nach der Erstdiagnose lebten noch 71,1 % (95 %-KI: 47 — 95,2) der Patienten.
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Fir die Patienten mit einer GITRL-Expression im dritten Quartil lag das 5-JUR
bei 100 % (95 %-KI: Berechnung nicht méglich) und das 10-JUR bei 77 %
(95 %-KI: 57,2 — 96,8). Das, die Patienten mit der hochsten GITRL-Expression
(viertes Quartil) betreffende 5-JUR wurde mit 88,9 % (95 %-KI: 74,4 — 100) und
das 10-JUR mit 71,1 % (95 %-KI: 49,7 — 92,5) ermittelt. Das mediane Uberleben
wurde bei den Patienten mit einer GITRL-Expression < 1,49 SFI nicht erreicht,
bei den Patienten mit einer Expression Uber 1,49 SFI bis einschlie3lich 2,12 SFI
lag es bei 154 Monaten (95 %-KI:107,1 — 201), bei einer Expression zwischen
> 2,12 SFlund 3,52 SFI bei 212,3 Monaten (95 %-KI: 124 — 300,6) und bei einer
GITRL-Expression > 3,52 SFI bei 292,9 Monaten (95 %-KI: nicht ermittelbar).
Insgesamt zeigten die Patienten mit der niedrigsten GITRL-Expression, das
langste Uberleben. Im Log Rank Test erwies sich dieser Unterschied jedoch als

nicht signifikant (p=0,57) (siehe Abbildung 26A).

Bei der Kaplan-Meier-Analyse der GITRL-Expression hinsichtlich des TFS ergab
sich fur die Patienten im ersten Quartil ein 5-Jahres-TFS von 55,6 %
(95 %-KI: 32,7 — 78,5), ein 10-Jahres-TFS von 24,7 % (95 %-Kl: 1,8 — 47,6) und
ein medianes TFS von 71,1 Monaten (95 %-KI: 0 — 164,9). Die Patienten im zwei-
ten Quartil wiesen ein 5-Jahres-TFS von 56,4 % (95 %-KI: 33,7 —79,1), ein
10-Jahres-TFS von 34,4 % (95 %-KI: 9,1 — 58,7) und eine medianes TFS von
67,5 Monaten (95 %-KI: 35,2 — 99,7) auf. Die Patienten im dritten Quartil zeigten
ein 5-Jahres-TFS von 55,6 % (95 %-Kl: 32,7 —78,5), ein 10-Jahres-TFS von
38,9 % (95 %-Kl: 16,4 -61,4) und eine medianes TFS von 70,1 Monate
(95 %-KI: 29,5 — 110,6). Im vierten Quartil, lebten 66,7 % (95 %-KI: 44,9 — 88,5)
der Patienten die ersten funf Jahre nach der Erstdiagnose ohne Therapie. Zehn
Jahre nach der Erstdiagnose hatten 42,4 % (95 %-KIl: 18,9 — 65,9) der Patienten
noch keine Therapie erhalten. Das mediane TFS in diesem Quartil betrug
89,6 Monate (95 %-KI: 53,7 — 125,6). Das unterschiedlich lange TFS der Patien-
ten mit den unterschiedlichen GITRL-Expressionen erwies sich im Log Rank Test

als nicht signifikant (p=0,95) (siehe Abbildung 268B).
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Die dritte Kaplan-Meier-Analyse, die fur die GITRL-Expression durchgeflihrt
wurde, bezog sich auf das TFS nach erhaltener Therapie mit Rituximab. Die Un-
terschiede der Quartile, mit einem 5-Jahres-TFS-nach-Rituximab von 20,8 %
(95 %-KI: 0 — 56,9) und einem medianen TFS-nach-Rituximab von 45,7 Monaten
(95 %-KI: 41,5 — 50) im ersten Quartil, einem 5-Jahres-TFS-nach-Rituximab von
50 % (95 %-KI:1 — 99) und einem medianen TFS-nach-Rituximab von 24,6 Mo-
naten (95 %-Kl: Berechnung nicht moglich) im zweiten Quartil, einem 5-Jah-
res-TFS-nach-Rituximab von 49,1 % (95 %-KI: 11,5 - 86,7) und einem media-
nen TFS-nach-Rituximab von 40,6 Monaten (95 %-KI: 16,9 — 64,3) im dritten
Quartil und einem 5-Jahres-TFS-nach-Rituximab von 50 % (95 %-KI:13,5 — 86,5)
und einem medianen TFS-nach-Rituximab von 45,3 Monaten (95 %-KI:
26,7 — 64,8) im vierten Quartil, erwiesen sich als nicht signifikant (p=0,84) (siehe

Abbildung 26C).

95



3 Ergebnisse

GITRL-Expression
0-149

100 —1>149-2,12
1>212-3,52
> 352
p-Wert: 0,51
£
c
@
o
[
E 50 —
-
2
o
0 T T T T
0 50 100 150 200
Monate
GITRL-Expression
0-149
100 T —1>1,49-212
1>2,12-3,52
] > 352
\ p-Wert: 0,95
[
L
S L Ly
2
0 50 - |
E -
0 T T T T
0 50 100 150 200
Monate
GITRL-Expression
10-1,49
100 =+————1 —I1>149-212
m>212-3,52
> 352
p-Wert: 0,84
2 =
g \—
B |
>
g 50 —
g I
[=
n
E
0 T T T T

Monate

Abbildung 26: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens (A), TFS (B) und TFS nach Rituximab
(C) der Patientengruppen mit unterschiedlicher GITRL-Expression: SFl von GITRL bestimmt mittels
FACS
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Es wurde eine Kaplan-Meier-Analyse beziglich des Gesamtiberlebens nach der
Blutentnahme bei den Gruppen mit unterschiedlicher GITRL-Expression durch-
gefuhrt. Hier zeigten die Patienten mit der niedrigsten GITRL-Expression ein 5-
JUR nach der Blutentnahme von 76,7 % (95 %-KI: 53,2 — 100) und ein 10-JUR
von 68,2 % (95 %-Kl: 42,1 — 94,3), das mediane Uberleben wurde nicht erreicht.
Die Patienten mit einer GITRL-Expression > 1,49 SFl — 2,12 SFI zeigten ein 5-
JUR von 65 % (95 %-Kl: 39,7 —90,3), ein 10-JUR von 46,4 % (95 %-KI:
18,2 -74,6) und ein medianes Uberleben von 107,99 Monaten (95 %-KI:
45,41 - 170,58).

Bei den Patienten mit der dritthdchsten GITRL-Expression lag das 5-JUR bei
81 % (95 %-Kl: 61,4 — 100), das 10-JUR bei 60,7 % (95 %-Kl: 36 — 85,4) und das
mediane Uberleben wurde auch hier nicht erreicht.

In der Patientengruppe mit der héchsten GITRL-Expression lag ein 5-JUR von
75,6 % (95 %-Kl: 54,6 — 96,6) und ein 10-JUR von 61,6 % (95 %-Kl: 37,1 — 86,1)
vor. Das mediane Uberleben wurde auch hier nicht erreicht.

Die unterschiedlichen Uberlebenszeiten zeigten sich im Log-Rank-Test jedoch

als nicht signifikant (p=0,52) (siche Abbildung 27A).

Des Weiteren erfolgte eine Kaplan-Meier-Analyse bezlglich des TFS nach der
Blutentnahme. Hier zeigte sich in der Gruppe mit der niedrigsten GITRL-Expres-
sion ein medianes TFS von 31,15 Monaten (95 %-KI: 4,99 — 57,3), ein 5-Jahres-
TFS von 44,9 % (95 %-KI: 17,9 — 71,9) und ein 10-Jahres-TFS von 22,4 % (95 %-
Kl: 0 — 56,3) (siehe Abbildung 27A).

Die Patienten mit einer GITRL-Expression > 1,49 SF| — 2,12 SFI zeigten ein 5-
Jahres-TFS von 52,4 % (95 %-KI: 28,1 — 76,7), das mediane TFS wurde nicht
erreicht.

Bei den Patienten mit der dritthochsten GITRL-Expression zeigte sich ein 5-Jah-
res-TFS nach der Blutentnahme von 40,7 % (95 %-KI: 16,6 — 64,8), ein 10-Jah-
res-TFS von 27,2 % (95 %-Kl: 5,1 — 49,3) und ein medianes TFS von 51,29 Mo-
naten (95 %-Kl: 7,46 — 95,11) (siehe Abbildung 27A).

Das 5-Jahres-TFS nach der Blutentnahme lag in der Gruppe mit der héchsten
GITRL-Expression bei 47,1 % (95 %-Kl: 23 — 71,2), das 10-Jahres-TFS lag bei
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39,3 % (95 %-KI: 14,8 — 63,8) und das mediane TFS nach der Blutentnahme lag
in dieser Gruppe bei 47,11 Monaten (95 %-Kl: 0 — 133,1). Das Ergebnis zeigte

sich mit einem p-Wert von 0,91 als nicht signifikant (siehe Abbildung 27A).
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Abbildung 27: Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens (A) und TFS (B) nach der Blutentnahme
der Patientengruppen mit unterschiedlicher GITRL-Expression: SFl von GITR bestimmt mittels FACS

3.3 Cox-Regression

In der folgenden multivariaten Cox-Regression wurde betrachtet, wie sich die un-
terschiedlichen Faktoren auf das Gesamtuberleben der untersuchten Patienten
auswirkten. Hierin einbezogen wurden das Alter der Patienten bei der Erstdiag-
nose, das Geschlecht der Patienten, das Binet Stadium bei der Erstdiagnose,

sowie die mdglichen neuen Prognosefaktoren 4-1BB/4-1BBL und GITR/GITRL.
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4-1BB/4-1BBL und GITR/GITRL wurden als kontinuierliche Variablen ohne die
Unterteilung in Gruppen mit niedriger und hoher Expression analysiert (siehe Abbil-

dung 28).

3.3.1 Alter und Geschlecht

Aus der Cox-Regression bezuglich des Alters der Patienten liel3 sich erkennen,
dass je alter der Patient bei der Erstdiagnose war, desto hoher war das Ereignis-
risiko (HR=1,08; 95 %-KI: 1,02 — 1,13). Diese Erkenntnis zeigte sich mit einem p-
Wert von 0,01 als signifikant.

In Hinsicht auf das Geschlecht zeigte die Cox-Regression, dass die mannlichen
Patienten ein 4,9 % niedrigeres Risiko hatten, ein Ereignis zu erleiden
(HR=0,95; 95 %-KI: 0,38 — 2,36) als die Patientinnen. Das Ergebnis erwies sich

als nicht signifikant (p= 0,97) (siehe Abbildung 28).

3.3.2 Binet-Stadien

Die Patienten, die sich bei der Erstdiagnose im Stadium B nach Binet befanden,
zeigten in der Cox-Analyse ein hoheres Ereignisrisiko
(HR=2,27; 95 %-KI: 0,81 — 6,34) als die Patienten in Stadium A, dieser Unter-
schied zeigte sich als nicht signifikant (p=0, 12). Die Patienten im Initialstadium C
hingegen zeigten ein niedrigeres Ereignisrisiko als die Patienten in Stadium A
(HR=0,14; 95 %-KI: 0,01 — 3,31), jedoch erwies sich dieses Ergebnis ebenfalls

als nicht signifikant (p= 0,22) (siehe Abbildung 28).

3.3.3 4-1BB und 4-1BBL

In der hier durchgeflhrten Cox-Regression erwies sich die Expression von 4-1BB
als signifikanter Parameter fiir die Uberlebenswahrscheinlichkeit (p=0,03). So
zeigte sich, dass bei den hier untersuchten Patienten eine hohere 4-1BB-Expres-
sion mit einem niedrigeren Risiko fur das Ereignis Tod verbunden war (HR=1,81;
95 %-KI: 1,05 — 3,14) (siehe Abbildung 28).

Die erhohte Wahrscheinlichkeit des Ereigniseintritts Tod bei einer hdheren Ex-
pression von 4-1BBL (HR=1,05; 95 %-KI:0,94 — 1,17) erwies sich als nicht signi-
fikant (p= 0,39) (siehe Abbildung 28).
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3.3.4 GITR und GITRL

Es wurde festgestellt, dass eine hohere Expression von GITR auf den CLL-Zellen
bei den hier untersuchten Patienten zu einer erhéhten Uberlebenswahrschein-
lichkeit fuhrte (HR=0,56; 95 %-KI:0,33 — 0,95), diese Feststellung zeigte sich mit
einem p-Wert von 0,03 als signifikant (siehe Abbildung 28).

Die Cox-Regression fur die GITRL-Expression erwies sich als nicht signifikant
(p= 0,26). Somit konnte nicht gezeigt werden, dass, wie bei einer HR von 1,12
(95 %-KI: 0,92 — 1,35) erwartet, eine hohere Expression von GITRL zu einer

niedrigeren Uberlebenswahrscheinlichkeit flihrt (siehe Abbildung 28).
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Abbildung 28: Forest Plot zur Cox-Regression fiir das OS; HR=Hazard Ratio; 95 %-KI=95 %-Kon-
fidenzintervall.
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4 Diskussion

Aufgrund der Entwicklung der therapeutischen Mdglichkeiten zur Behandlung der
CLL in den letzten Jahren gewinnen prognostische Marker zunehmend an Be-
deutung. Die bisherige Bestimmung prognostischer Scores, wie z.B. des CLL-
IPI-Scores, erfordert die Analyse genetischer Marker, was kostenintensiv ist. Zu-
dem erwiesen sich diese genetischen Marker im Verlauf der Erkrankung nicht
immer als konstant.>* Dies flihrt haufig dazu, dass solche teuren prognostischen
Marker selten oder gar nicht bestimmt werden.

Da die Diagnose der CLL weiterhin auf der Immunphanotypisierung der periphe-
ren Lymphozyten basiert'® wiirden prognostische Marker, die auch durch dieses
Verfahren bestimmt werden, einen grof3en Vorteil mit sich bringen, da sie schnell
und kostengunstig zu bestimmen waren.

Ziel dieser Arbeit ist es, vier dieser potenziellen prognostischen Marker (4-1BB/4-
1BBL und GITR/GITRL), die durch Immunphanotypisierung bestimmbar sind, auf
ihre prognostische Aussagekraft hin zu untersuchen. Hierzu wurde ein mdglicher
Zusammenhang zwischen der Hohe der 4-1BB-, 4-1BBL-, GITR- und GITRL-Ex-
pression auf den CLL Zellen mit dem OS, TFS und TFS nach Rituximab der Pa-
tienten untersucht.

Des Weiteren wurden anhand der etablierten Prognosefaktoren weitere Uberle-

benszeitanalysen durchgeflihrt.

4.1 Erkrankungsalter

Das mediane Erkrankungsalter der CLL-Patienten in Deutschland liegt laut
RKI'40 und der Deutschen Gesellschaft fir Hamatologie und Onkologie® zwi-
schen 70 und 75 Jahren. Das mediane Erkrankungsalter der hier untersuchten
Patienten lag mit 62 Jahren ca. 10 Jahre unter diesem Wert. Ein Erklarungsan-
satz hierfur kdnnte eine Stichprobenverzerrung sein. Diese wird hervorgerufen
durch die Tatsache, dass die Patienten aus der hier durchgeflhrten Studie alle
in einer Universitatsklinik behandelt wurden. Jungere Patienten werden dank ih-
res besseren Allgemeinzustands haufiger in Studien mit neuen Therapiekonzep-
ten eingeschlossen' und diese Studien werden vorwiegend an Universitatskli-

niken durchgefuhrt. Eine weitere Erklarung fur die Altersdifferenz zwischen den
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hier untersuchten Patienten und der Vergleichsgruppe der deutschen Patienten
konnte die Manifestationsart der CLL sein. Wie in Kapitel 1.2.2 beschrieben, han-
delt es sich bei der CLL meist um eine Zufallsdiagnose, die durch eine Lympho-
zytose auffallig wird. Es ist demnach davon auszugehen, dass die Patienten der
Vergleichsgruppe schon einen geraumen Zeitraum vor der Erstdiagnose an der

Erkrankung leiden.

Wie schon zuvor in diversen Studien gezeigt, stellte das Alter der Patienten zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose einen signifikanten unabhangigen Prognosefaktor
dar.#2-144 Erklart wird dies durch den besseren Allgemeinzustand der jingeren
Patienten. Sie leiden seltener an Komorbiditaten und sind hierdurch in der Lage
aggressivere und in der Regel besser wirksame Therapieregime zu erhalten. Au-
Rerdem erflllen sie haufiger die Einschlusskriterien fur Studien und sind damit
neueren, moglicherweise effektiveren Behandlung friiher zuganglich.'#! Altere
Patienten hingegen vertragen diese aggressiven Therapieregime meist schlech-
ter und erhalten deshalb weniger intensive Therapien, die seltener zu Remissio-

nen und damit einem schlechteren OS flihren.18.67.145

4.2 Geschlechterverteilung

Die Geschlechterverteilung der Patientenkohorte betrug 37,9 % Frauen und
62,1 % Manner. Dies entspricht ungefahr der gleichen Verteilung, die auch im
Bericht zum Krebsgeschehen in Deutschland 2016 vom Robert-Koch-Institut'#
veroffentlicht wurde (58,8 % Manner und 42,2 % Frauen). Auch Dores et al® ver-
offentlichten 2007, dass 58,6 % der an CLL erkrankten Personen Manner sind
und nur 41,4 % Frauen.

Weitere Studien zeigten, dass Frauen nicht nur seltener an einer CLL erkranken,
sondern, dass sie nach Auftreten der Erkrankung auch ein signifikant langeres
OS aufweisen als Manner.'43146 Dies mag zum einen daran liegen, dass Frauen
im Allgemeinen eine hohere Lebenserwartung haben als Manner, jedoch zeigten
weitere Untersuchungen, dass erkrankte Manner weit haufiger an einer Hochri-
siko-CLL leiden als erkrankte Frauen. So zeigten Frauen mit einer IGVH-Hyper-

mutation zwar immer noch ein signifikant langeres Uberleben als Manner, die
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dieselbe Hypermutation aufwiesen, jedoch konnte bei Frauen und Mannern die
beide keine IGVH-Hypermutation aufwiesen kein signifikanter Unterschied in der
Gesamtiiberlebenszeit festgestellt werden.#® Dieser Befund konnte in der vorlie-
genden Arbeit nicht bestatigt werden, da die Manner in der vorliegenden multiva-
riaten Analyse kein signifikant niedrigeres Gesamtliberleben aufwiesen als die
Frauen. Genauere Analysen der geschlechtsspezifischen Verteilung der Risiko-
faktoren (IGVH-Mutationsstatus, TP53-Mutationsstatus, genomische Aberratio-
nen, ZAP70 etc.) kdonnten mogliche Erklarungsansatze fur diese Abweichung von
den allgemeinen Befunden liefern. Da solche Informationen in der vorliegenden
Studie jedoch nur sehr eingeschrankt zur Verfigung standen, wurden keine Ana-

lysen in diese Richtung durchgefuhrt.

4.3 Gesamtuberleben

Laut der deutschen Gesellschaft flir Hamatologie und Onkologie® betragt das
5-JUR bei einer Erkrankung mit einer CLL ca. 73,2 % fiir Frauen und 71,2 % fur
Manner. Bei Shvidel et al.¥” zeigte sich 2011 in einer retrospektiven Studie mit
1325 Patienten in Israel ein medianes Uberleben von 10,9 Jahren. Das analy-
sierte Patientenkollektiv zeigte mit einem 5-JUR von ca. 93 % und einem media-
nen Uberleben von 292,94 Monaten (24,41 Jahre) ein wesentlich langeres Ge-
samtlberleben. Dies entspricht ungefahr den Erkenntnissen von Weide et al. 48,
die in ihrer Studie mit 724 deutschen Patienten eine 5-JUR von 98 % feststellten.
Ein Grund fur diese Abweichungen von anderen Studien und Erkenntnissen ist
wahrscheinlich erneut eine Stichprobenverzerrung durch die Behandlung an ei-
ner Universitatsklinik. Aulderdem spielt das relativ junge Erkrankungsalter der Pa-
tienten in der hier durchgefihrten Untersuchung eine Rolle, da diese wie zuvor
bereits erwahnt ein langeres OS zeigen als Patienten, die erst in einem héheren
Alter erkranken.'#?-144 AuRerdem fand die israelische Studie von 1970 — 2010
satt, das bedeutet rund 20 Jahre vor der hier durchgeflihrten Studie
(1993 — 2019). Weide et al'® hingegen untersuchten mit ihrer Studie Patienten
zwischen 1995 und 2017 und kommen auf ein dhnliches Ergebnis wie das Er-
gebnis der in dieser Arbeit besprochenen Studie. Diese Auswirkung des Unter-

suchungszeitraums auf das OS wird unterstiitzt durch Brenner et al.', die 2008
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zeigten, dass die 5-JUR von CLL-Patienten in den USA zwischen den 1980er
Jahren und den 2000er Jahren von 54,2 % auf 60,2 % anstieg. Weide et al.’*®
wiesen zwischen 1995 und 2017 einen weiteren Anstieg des 5-JUR nach. Diese
positive Entwicklung im Laufe der Zeit ist mit der Verbesserung der Therapie-
madglichkeiten zu erklaren. Sowohl die Einfuhrung der CD20-Antikdrper als Kom-
binationspartner flr die Chemotherapien im Jahr 2009, als auch die seit 2014
zugelassenen small molecules brachten fur die Patienten einen erheblichen Vor-

teil beziiglich des 0S.69.70.150

4.4 Therapiefreies Uberleben

Da bei einem an CLL erkrankten Patienten in asymptomatischen, frihen Stadien
weiterhin das watchful waiting Regime zum Einsatz kommt'®, ist das Spektrum
des PFS sehr grol3. Es kann sich zwischen bereits bestehender Therapieindika-
tion zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und niemals eintretender Therapieindikation
bewegen. Jain et al.’®! veroffentlichten 2015 in einem Review, dass die durch-
schnittliche Zeit zwischen der Erstdiagnose der CLL und der ersten Therapie, bei
US-amerikanischen Patienten, vier bis funf Jahre betragt. In der untersuchten
Gruppe betrug die durchschnittliche Dauer bis zur ersten Therapie 148,61 Mo-
nate (12,4 Jahre), das mediane TFS lag bei 100,90 Monaten (8,4 Jahre). The
international CLL-IPI working group® kam mit ca. sieben Jahren, bei den Patien-
ten, die sich in den Gruppen low and intermediate risk befanden, auf ein ahnli-
ches PFS wie in der hier gezeigten Untersuchung. Wenn man die Tatsachen
miteinbezieht, dass sich 70,7 % der hier untersuchten Patienten zum Zeitpunkt
der Erstdiagnose im Binet Stadium A befanden, ca. 93 % der Patienten, die auf
eine TP53-Mutation untersucht wurden, keine solche aufwiesen und sich das me-
diane Alter der Patienten bei 62 Jahren befand, kdnnte ein Vergleich mit den
Ergebnissen der The international CLL-IPI working group mdglich sein. Jedoch
muss auch beachtet werden, dass die tatsachliche Berechnung des
CLL-IPI-Scores wegen mangelnder Daten nur bei sehr wenigen der hier unter-
suchten Patienten mdglich war. Dies liegt wahrscheinlich vorwiegend daran, dass

die Analyse der einzelnen Risikofaktoren, die zur Bestimmung des CLL-IPI-
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Scores notwendig sind, sehr aufwendig ist bzw. bei ED haufig noch nicht verflg-
bar war.

Insgesamt stellte sich die Datenlage in Studien Uber das PFS einer Patienten-
gruppe, die nicht zuvor nach bestimmten Prognosefaktoren sortiert wurde als
dunn heraus.

Letestu et al.'®? stellten in ihrer Studie Uber die Starken der Routine Prognose-
faktoren ein medianes PFS von 112 Monaten fest. Allerdings definierten sie das
PFS als Zeitraum zwischen der Diagnose und dem Progress in das nachsthohere
Binet Stadium, wahrend es sich in dieser Arbeit um das TFS, sprich den Zeitraum
zwischen der Erstdiagnose und dem Beginn der ersten Therapie handelt. Da sich
jedoch die Kriterien fur einen Progress in ein hdheres Binet Stadium teilweise mit
den Kriterien der Therapieindikation Uberschneiden (siehe Kapitel 1.2.3)1922
kann eine, wenn auch nur eingeschrankte, Vergleichbarkeit zwischen den hier
hervorgebrachten Ergebnissen fiir das TFS und denen von Letestu et al.'%2 fir

das PFS hergestellt werden.

4.5 Therapiefreies Uberleben nach Rituximab

Unterschiedliche Studien zeigten, dass das mediane PFS nach einer Therapie
mit Rituximab zwischen 42 und 80 Monaten liegt.69.100,153-155

In dieser Arbeit zeigten die Patienten nach einer Therapie mit Rituximab ein me-
dianes TFS von 57,5 Monaten und bestatigten damit die Ergebnisse anderer Stu-
dien. Bezuglich des 3 - 6-Jahres-PFS zeigten die hier untersuchten Patienten
leicht abweichende Ergebnisse von denen der anderen Studien.6%153.155 Bei Hal-
lek et al.®® lag das 3-Jahres-PFS bei 65 %, bei Abrisqueta et al.’® lag das 4-
Jahres-PFS bei 74,8 % und bei Tam et al.’® lag das 6-Jahres-PFS bei 60 %.
Mogliche Grunde fur die abweichenden Ergebnisse in der hier untersuchten
Gruppe (5 Jahres-TFS 49,3 %) sind die Einschrankungen, die eine kleine Pati-
entenzahl mit sich bringt. So erhielten nur 46 der in dieser Arbeit untersuchten
Patienten eine Therapieregime, in welches Rituximab inkludiert wurde. Aul3er-
dem wurde in der hier durchgefuhrten Untersuchung nicht differenziert, ob die

Patienten Rituximab als Erstlinientherapie oder als Zweit- bzw. Drittlinientherapie
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erhielten, da zum Zeitpunkt der ersten Therapieindikation einem Teil der Patien-

ten, Rituximab als Therapieform noch nicht zur Verfigung stand.

4.6 Stadieneinteilung nach Binet und Rai

Seit Jahrzehnten werden CLL-Erkrankungen anhand der Binet- und Rai-Klassifi-
kationen in prognostische Stadien eingeteilt.?223 Durch die klinisch relativ einfa-
che Bestimmung der Kriterien (siehe Kapitel 1.2.3), die die Einteilung in die ver-
schiedenen Binet und Rai Kriterien moglich macht, wird bis heute bei jedem Pa-

tienten eine Bestimmung des Binet oder Rai Stadiums durchgefuhrt.

GemaR Rai et al.? aus dem Jahr 1975 erfolgt die Einteilung in fiinf Stadien (0 —
IV) . Zur Vereinfachung dieser Einteilung kénnen die flinf Kategorien in drei Risi-
kogruppen zusammengefasst werden (siehe Kapitel 1.2.3).

Binet et al.?? veroffentlichten inre Stadieneinteilung im Jahre 1981. Anders als bei
der Stadieneinteilung nach Rai erfolgt die Stadieneinteilung nach Binet nicht in
funf, sondern in drei unterschiedliche Kategorien.

Wie in Kapitel 1.2.3 erwahnt ist sowohl durch die Einteilung nach Rai als auch
durch die Einteilung nach Binet keine Aussage Uber den weiteren Verlauf der
Erkrankung moglich.'?

Die hier untersuchten Patienten zeigten in niedrigen Rai und Binet Stadien in der
Kaplan-Meier-Analyse kein signifikant langeres Uberleben und in der multivaria-
ten Cox-Regression kein signifikant geringeres Risiko fur das Ereignis Tod als
die Patienten in hoheren Stadien. Die Grunde hierfir kdnnten die Limitationen
einer retrospektiven Studie sein. Da die Patienten zu sehr unterschiedlichen Zeit-
punkten ihre Erstdiagnose erhielten (teilweise Jahrzehnte voneinander entfernt)
wurden die kérperlichen Untersuchungen zur Bestimmung der Binet und Rai Sta-
dien von vielen unterschiedlichen Personen durchgefihrt, was die Vergleichbar-
keit der Ergebnisse erschweren kann. Zudem gab es Patienten, bei denen zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose kein Binet oder Rai Stadium bestimmt wurde. Bei die-
sen Patienten wurde anhand der Untersuchungsergebnisse, die in den Arztbrie-
fen dokumentiert waren, versucht das Binet oder Rai Stadium im Nachhinein zu

rekonstruieren. Diese Methode ist wesentlich fehleranfalliger, als wenn die
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korperliche Untersuchung immer von derselben Person durchgefthrt wird. Trotz-
dem lebten die Patienten in Stadium B und die Patienten mit einem intermediaren
Risiko nach Rai kiurzer als die Patienten in Stadium A bzw. den Patienten mit
einem niedrigen Risiko nach Rai. Nur die Patienten in Stadium C zeigten ein lan-
geres medianes Uberleben als die Patienten, die sich zum Zeitpunkt der Erstdi-
agnose in Stadium B befanden. Bei der Analyse nach Rai Stadien zeigten die
Patienten in der Gruppe mit dem héchsten Risiko das langste Uberleben. Dies
liegt wahrscheinlich daran, dass sich zum Zeitpunkt der Erstdiagnose nur 7 von
99 Patienten (7,10 %) in Stadium C befanden und nur 8 von 82 Patienten
(9,86 %) in der Gruppe mit dem hoéchsten Risiko nach Rai.

Die in dieser Arbeit untersuchten Patienten in Stadium A zeigten wie bei Binet et
al.22 ein medianes Uberleben von weit tiber 10 Jahren. Die Patienten mit Stadium
B zeigten mit 152,1 Monaten (ca. 12,7 Jahre) medianem Uberleben ein wesent-
lich langeres Uberleben als die Patienten bei Binet et al.22 Auch die Patienten mit
dem niedrigeren Risiko in der Stadieneinteilung nach Rai zeigten ein wesentlich
langeres medianes Uberleben als die Patienten in den gleichen Gruppen in der
Studie von Rai et al.?%. Erklarbar ist dies durch die unterschiedlichen Beobach-
tungszeitraume. Wahrend in den 1970er Jahren vorwiegend Chlorambucil als
Chemotherapeutikum verwendet wurde, erhielten die Patienten in dieser Unter-
suchung meist neuere Therapieregime, die zu einem deutlich langeren OS fuh-

ren.66.67

4.7 CD38-Expression, IGVH-Mutationsstatus und TP53-Mutation

Das transmembrandse Glykoprotein CD38 stellt einen prognostischen Faktor in
der CLL dar. Mehrere Studien zeigen, dass Patienten mit einer erhéhten CD38-
Expression ein kurzeres OS und PFS zeigen als Patienten mit einer niedrigen
CD38-Expression.'%3234 Dies konnte auch in dieser Arbeit bestatigt werden.

Die hier durchgeflihrte Untersuchung zeigte bezlglich des medianen OS ahnli-
che Uberlebenswahrscheinlichkeiten wie in der Studie von Damle et al.'?. Dort
zeigten die Patienten mit einer CD38-Expression < 30 % ein medianes Uberle-
ben, das innerhalb des Beobachtungszeitraums nicht erreicht wurde und die Pa-

tienten mit einer CD38-Expression = 30 % ein medianes Uberleben von ca. 10
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Jahren. In der hier analysierten Patientengruppe zeigten die Patienten mit einer
CD38-Expression < 30 % auch ein medianes Uberleben, das im Beobachtungs-
zeitraum nicht erreicht wurde und die Patienten mit einer CD38-Expression =
30 % zeigten ein medianes Uberleben von ca. 13 Jahren (162,62 Monate). Die
CD38-Expression mit einem cut-off-Wert von = 30 % konnte als prognostischer
Faktor bestatigt werden auch, wenn dieser inzwischen kontrovers diskutiert
wird.32:40

Ca. 50 — 60 % aller CLL-Patienten weisen eine IGVH-Hypermutation auf. Meh-
rere Studien zeigten, dass das Vorliegen der IGVH-Hypermutation ein unabhan-
giger positiver Prognosefaktor fiir die CLL ist.10.31:3234 So zeigen Patienten mit
einer IGVH-Hypermutation ein langeres OS und PFS.?°

Zusammen mit diversen genetischen Aberrationen zahlt der IGVH-Mutationssta-
tus heutzutage zu den starksten Prognosefaktoren der CLL.34

Durch die teure und labortechnisch aufwendige Bestimmung des IGVH-Mutati-
onsstatus wurde diese Untersuchung jedoch nur bei relativ wenigen Patienten in
der klinischen Routine durchgefiihrt.3®> Zudem wurde der IGHV-Mutationsstatus
als prognostischer Marker erst Ende der 1990er-Jahre bzw. zu Beginn der
2000er-Jahre etabliert,'®3" weshalb zum Zeitpunkt der Erstdiagnose viele der
hier untersuchten Patienten eine Bestimmung des IGHV-Mutationsstatus noch
nicht moglich war. Diese Tatsache zeigte sich auch bei den hier untersuchten
Patienten, so wurde nur von 35 der 103 Patienten in dieser Untersuchung der
IGVH-Mutationsstatus bestimmt. Wie anhand vorheriger Studien zu erwarten,
wies auch hier zwischen 50 und 60 % (57,1 %) dieser 35 Patienten eine
IGVH-Hypermutation auf. Trotz dieser kleinen Gruppe an Patienten zeigten die
Patienten mit einer IGVH-Hypermutation ein signifikant langeres OS als die Pati-
enten, die keine IGVH-Hypermutation aufwiesen (p= 0,002). Bezuglich des me-
dianen Uberlebens zeigten sich in der hier behandelten Studie &hnliche Ergeb-
nisse wie 1999 bei Hamblin et al.3'. Die IGVH unmutierten Patienten von Hamblin
et al.3! lebten im Median 117 Monate und die IGVH hypermutierten 293 Monate.
Die hier untersuchten IGVH unmutierten Patienten zeigten ein medianes Uberle-
ben von 60,6 Monaten und die IGVH hypermutierten Patienten ein medianes
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Uberleben von 293,3 Monaten. Hiermit bestéatigte sich die prognostische Funk-

tion des IGVH-Mutationsstatus.

Eine weitere prognostisch wichtige Mutation ist die TP53 Mutation.'-%3 Die Muta-
tion, die in engem Zusammenhang mit der Deletion 17p13 steht, wird mit einem
kirzeren OS, PFS, einer schlechteren Wirksamkeit von Chemotherapeutika und
einem haufigeren Auftreten von Richter-Transformationen assoziiert.50-53
Obwohl nur von 41 der hier untersuchten Patienten der TP53-Mutationsstatus
bestimmt wurde, bestatigte sich, dass die Patienten mit einer TP53-Mutation ein
signifikant kiirzeres OS zeigen als die Patienten ohne eine TP53-Mutation (p=
0.024). Ahnlich wie bei Zenz et al.5' 2010 (8,5 %) zeigten auch hier 7,3 % der 41
Patienten eine TP53-Mutation. Das mediane Uberleben der Patienten war jedoch
sowohl in der Gruppe der Patienten mit einer TP53-Mutation (86,6 Monate) als
auch in der Gruppe der Patienten ohne eine TP53-Mutation (medianes Uberle-
ben nicht erreicht) wesentlich langer als das der Patienten bei Zenz et al.>' (mit
TP53-Mutation 29,2 Monate, ohne TP53-Mutation 84,6 Monate).

Wie fur IGHV und CD38 konnte die Rolle als prognostischer Marker in der CLL

auf fur den TP53-Mutationsstatus bestatigt werden.

4.8 4-1BB und 4-1BBL

Wie schon in Kapitel 1.4.3 erwahnt, wurde die Bedeutung von 4-1BB/4-1BBL bis-
lang vorwiegend bezuglich seiner Funktion bei der T-Zell-Aktivierung untersucht.
Hierbei fuhrt eine Aktivierung von 4-1BB zu einer verstarkten Produktion von IL-
2 durch die Effektor-T-Zellen, die dann wiederum zu einer Verstarkung der
Proliferation und zytotoxischen Wirkung fiihrt.116.121

Bei den B-Zellen beeinflusst 4-1BB/4-1BBL die Affinitatsreifung, Proliferation und
Immunglobulinproduktion.?* Es wurde gezeigt, dass eine erhohte 4-1BB-Expres-
sion auf CLL-Zellen zu einer verstarkten Aktivierung des NF-kB-Signalweg flhrt.
Diese Aktivierung flhrt zu einer erhéhten Proliferation und einem verlangerten
Uberleben der CLL-Zellen.'5¢

Der NF-kB-Signalweg wird auch durch den BCR-Signalweg ausgel6st und dieser

wird unter anderem speziell durch die Brutonkinase beeinflusst.'>” Wie in Kapitel
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1.3.2 bereits ausgeflhrt wurde, haben Inhibitoren des BCR-Signalwegs in den
letzten Jahren zu durchschlagenden Erfolgen bei der Therapie der CLL geflhrt.
Ein Beispiel hierfur ist Ibrutinib, bei dem es sich um einen Brutonkinase-Inhibitor
handelt. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass eine erhdhte Expression von
4-1BB auf den CLL-Zellen'®® mdglicherweise zu einer verstarkten Aktivierung des
NF-kB-Signalwegs fuhrt und damit zu einem klrzeren OS dieser Patienten. Ge-
nau dieses Phanomen des signifikant kirzeren OS der Patienten mit einer er-
hohten 4-1BB-Expression auf den CLL-Zellen konnte in der hier durchgefuhrten
Untersuchung ebenfalls nachgewiesen werden. Hierfir wurde als cut-off-Wert
entsprechend der Studie von Schmohl et al.’?” ein SFl von 1,2 verwendet. Zudem
zeigten die Patienten mit einer hoheren 4-1BB-Expression ein signifikant hoheres
Risiko fur das Ereignis Tod als die Patienten mit einer niedrigeren 4-1BB-Expres-
sion. Das Ergebnis des kurzeren OS und des héheren Risikos fur Tod bei erhéh-
ter 4-1BB-Expression auf CLL-Zellen steht im Widerspruch zur Bedeutung der
erhohten Expression von 4-1BB auf den malignen Zellen der AML, in welcher
eine erhohte 4-1BB-Expression auf den AML-Blasten mit einem langeren krank-
heitsfreien Uberleben und einem niedrigeren Risiko fiir Tod assoziiert ist.'?” Dies
ist moglicherweise mit der unterschiedlichen Biologie der Erkrankungen zu erkla-
ren.

Es konnte kein signifikanter Einfluss der Hohe der 4-1BBL-Expression auf den
CLL-Zellen auf das OS der Patienten festgestellt werden. Das liegt eventuell am
|6slichen 4-1BBL der in unserer Untersuchung nicht analysiert wurde, denn
Scholl et al.'*® wiesen nach, dass der I6sliche 4-1BBL einen signifikanten Einfluss
auf den Verlauf eines MDS (myelodysplastisches Syndrom) hat, wahrend der
zellgebundene 4-1BBL keinen Einfluss hat.

Choi et al.’® zeigten, dass durch die Signaltransduktion von myeloiden Zellen
periphere T-Zellen negativ reguliert werden. Durch diesen Mechanismus kdnnen
CLL-Zellen moglichenfalls der T-Zell-Erkennung entgehen.

Des Weiteren beeinflussen CLL-Zellen durch 4-1BB/4-1BBL mdglicherweise das
microenvironment zu ihrem Vorteil. So fuhrt die Signalwirkung von 4-1BB/4-1BBL
auf den CLL-Zellen zur vermehrten Ausschiittung von IL-6, IL-8 und TNF'26, die

alle nachgewiesener Weise als negative Prognosefaktoren der CLL gelten.28-130
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Aulerdem fuhrt TNF zu einer verstarkten Expression von 4-1BB auf den NK-
Zellen.'?8 Diese flhrte zwar bei Mausen zu einer Aktivierung der NK-Zellen und
damit einer Verstarkung der zytotoxischen Reaktion, beim Menschen trat jedoch
in Form einer Unterdriickung der NK-Zell-Reaktion die genau gegenteilige Reak-
tion auf.’?®

Die durch TNF ausgeldste verstarkte Expression von 4-1BB auf den NK-Zellen
fuhrt zu einer verminderten naturlichen als auch Rituximab-induzierten Reaktion
(Zytolyse, ADCC) der NK-Zellen.'?

Diese negativen Wirkungen der 4-1BB-/4-1BBL-Expression auf den CLL-Zellen
|asst die Schlussfolgerung aufkommen, dass die Patienten mit einer hdheren Ex-
pression von 4-1BB und 4-1BBL nicht nur ein kiurzeres OS, sondern auch ein
kUrzeres TFS aufweisen mussten. Zwar wiesen die Patienten mit einer héheren
4-1BB und 4-1BBL-Expression ein kurzeres medianes TFS auf als die Patienten
mit einer niedrigeren Expression, jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant.
Auch eine erwartete Verkurzung des TFS nach Rituximab durch die erhdhte
4-1BB-/4-1BBL-Expression und der daraus folgenden verminderten ADCC er-

wies sich als nicht signifikant.

4.9 GITR und GITRL

GITR/GITRL weisen eine starke Homologie mit 4-1BB/4-1BBL auf. Wie auch bei
4-1BB/4-1BBL ist die Bedeutung von GITR/GITRL vorwiegend flir die T-Zellen
untersucht und nicht fir andere Zellen. Bis jetzt ist nur bekannt, dass die Expres-
sion von GITR auf der Zelloberflache steigt sobald Zellen aktiviert werden und
Makrophagen durch die bidirektionale Signalgebung durch GITRL Signale zur
Proliferation und Steigerung der Phagozytose erhalten.36

Bezuglich der T-Zellen tragt die kostimulierende Wirkung von GITR dazu bei T-
Zellen zu aktivieren und zu regulieren. Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass eine Aktivierung von GITR durch agonistische Antikdrper oder seinen Lig-
anden GITRL zu einer Steigerung der Zytokinproduktion sowie zu einer Beein-
flussung der Proliferation und Differenzierung der T-Zellen fuhrt. Aus diesem
Grund wird GITR in Untersuchungen immer wieder als Angriffspunkt fir agonis-

tische Antikorper genutzt, um die Anti-Tumorimmunitat zu steigern.34.13%
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Liu et al.’®' zeigten, dass Plasmozytom Patienten mit einer niedrigen GITR-Ex-
pression auf den Myelomzellen ein signifikant verkirztes OS aufweisen. Diese
Beobachtung wird dadurch erklart, dass GITR den NF-kB-Signalweg in Myelom-
zellen herunterreguliert, was zu einer Hemmung der Zellproliferation und zur In-
duktion von Apoptose fuhrt. Passend zu diesem Ergebnis zeigten die Patienten
mit einer erhdhten GITR-Expression in der Cox-Regression ein signifikant gerin-
geres Risiko fur das Ereignis Tod als die Patienten mit einer niedrigeren GITR-
Expression. In der Kaplan-Meier-Analyse zeigten die Patienten mit der hochsten
GITR-Expression auch ein signifikant Iangeres Uberleben, jedoch zeigten die Pa-
tienten in der Gruppe mit der mittleren GITR-Expression (> 1,39 SFI - 1,7 SFI)
das kirzeste Uberleben. Hier ist anzumerken, dass die Cox-Regression mehr
Einflussfaktoren (Alter, Binet etc.) bertcksichtigt als die Kaplan-Meier-Analyse
und deshalb aussagekraftiger ist. Das langere OS der Patienten mit der hdchsten
GITR-Expression lasst die Vermutung naheliegen, dass auch das TFS und das
TFS nach Rituximab der Patienten mit erhohter GITR-Expression langer sein
sollte als dies der Patienten mit niedrigerer GITR-Expression. Hier konnten je-
doch keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.

Fir die Kaplan-Meier-Analysen wurden als SFI-cut-off-Werte die SFI von GITR
in Terzile unterteilt. Hatte eine Einteilung entsprechend des SFI-cut-off-Werts von
Buechele et al.’38 (> 1,5 SFI) stattgefunden, so hatte dies zu einem starken Un-
gleichgewicht der Patientenanzahl in den einzelnen Gruppen gefuhrt. Um einen
moglichsten differenzierten Blick auf die unterschiedlichen Uberlebenszeiten zu
werfen, wurde bei GITRL eine Einteilung anhand der Quartile in die einzelnen
untersuchten Gruppen gewahilt.

Die Auswirkung von GITR/GITRL auf die regulatorischen T-Zellen ist noch unklar.
Wahrend im Mausmodell eindeutig nachgewiesen wurde, dass durch
GITR/GITRL-Aktivierung die suppressive Funktion der Treg Zellen geschwacht
wird'®?, war dies beim Menschen nicht mdglich'3. Nur Bianchini et.al'®* konnten
2011 eine kleine Population an CD4*CD250wGITR* T-Zellen nachweisen, die
sich als regulatorisch erwiesen und deren regulatorische Funktion durch die Ak-
tivierung von GITR supprimiert wurde. Eine weitere Theorie ist, dass die Effektor-

T-Zellen durch die Aktivierung von GITR gegen die regulatorischen Signale der
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Treg-Zellen resistent werden und die Treg-Zellen durch GITR zur Proliferation
stimuliert werden. 33

In der CLL zeigen sich die Treg-Zellen erhdht und unterdricken die natirliche
und Rituximab-induzierte Reaktion der NK-Zellen gegen die malignen B-Zel-
len.®® Ein weiterer Punkt in dem 4-1BB und GITR beztiglich ihrer Funktion ahn-
liche Effekte zeigen ist die Bedeutung flr die NK-Zellen. Biichele et al.'3® zeigten,
dass CLL-Patienten eine signifikant erhdhte Expression von GITR auf ihren NK-
Zellen und eine erhohte GITRL-Expression auf ihren CLL-Zellen aufweisen.
Diese Kombination flhrt wieder zu einer stark verminderten Zytolyse und ADCC
gegen die CLL-Zellen. Aulierdem kommt es dadurch zu einer vermehrten Aus-
schattung von IL-6, IL-8 und TNF durch die CLL-Zellen. Diesen Effekt der ver-
minderten ADCC durch vermehrte GITRL-Expression auf den CLL-Zellen konnte
in dieser Untersuchung nicht nachgewiesen werden, da eine erhdhte GITRL-Ex-
pression keinen signifikanten Unterschied beztiglich des OS, TFS oder TFS nach

Rituximab zeigte.

4.10 Limitationen

Aufgrund von mangelnder Patientendaten erfolgte keine statistische Analyse der
ZAP70 Bestimmung, des CLL-IPI-Scores und der -2-Mikroglobulinkonzentra-
tion. Da bei Uber der Halfte der Patienten, bei denen eine zytogenetische Analyse
durchgefuhrt wurde, keine Aussage Uber die Einordnung in die Zytogenetik Klas-
sifikation moglich war wurde auch hier keine weitere statistische Analyse durch-
gefuhrt. Zudem erfolgte keine genauere Analyse der CLL-Population, da aus den

erhobenen Daten nur eine relative Analyse der Population moglich war.

4.11 Fazit und Ausblick

Diese Arbeit liefert erste Hinweise, dass sowohl die 4-1BB-Expression als auch
die GITR-Expression eine Rolle fur die Prognose der CLL spielen kann. Obwohl
die beiden Faktoren eine starke Homologie der Aminosaure Sequenzen aufwei-
sen, zeigt sich, dass sich eine niedrige 4-1BB-Expression positiv auf die Uberle-
benswahrscheinlichkeit der Patienten auswirkt, wahrend sich bei GITR eine hohe

Expression positiv auf das Uberleben der Patienten auswirkt. Somit Giberwiegt
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bei 4-1BB die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs'®®, wahrend bei GITR die Hem-
mung des NF-kB-Signalwegs lberwiegt'®!. Fiir die Bedeutung von 4-1BB und
GITR fur das TFS der Patienten, sowie das TFS nach Rituximab konnten keine
signifikanten Ergebnisse festgestellt werden. Dies sollte in weiteren Untersu-
chungen Uberprft werden. Das Gleiche gilt auch fur die Bedeutung von 4-1BBL
und GITRL bezuglich des OS, TFS und TFS nach Rituximab. Die zu erwartenden
Effekte, konnten in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden.

Insgesamt sollten zur Bestatigung der hier erhaltenen Ergebnisse weitere, ideal-
erweise auch prospektive Studien folgen, die die Expression von 4-1BB und
GITR auch auf einen Zusammenhang mit bereits etablierten Prognosefaktoren
der CLL hin Uberprufen. Weitere Forschungspunkte sind aul3erdem die Bedeu-
tung von 4-1BB/4-1BBL und GITR/GITRL fur andere Zelltypen als T-Zellen und
die genaue Funktionsweise hinter diesen Bedeutungen. Hierdurch ware es mog-
lich, dass die Expression von 4-1BB/4-1BBL und GITR/GITRL als glinstige und
einfach zu bestimmende prognostische Faktoren der CLL etabliert werden kon-

nen.
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Die chronische lymphatische Leukamie (CLL) gilt als indolentes lymphozytisches
Non-Hodgkin-B-Zell-Lymphom mit leukdmischem Verlauf. Die Behandlungser-
folge mit neuen Substanzen, wie z.B. Bruton-Tyrosinkinase-Inhibitoren, haben
die Therapiemdoglichkeiten der CLL deutlich verbessert. Dennoch ist die CLL
nach wie vor nur durch eine allogene Stammzelltransplantation heilbar, und die
meisten Patienten bendtigen im Laufe der Zeit mehrere verschiedene Therapie-
regime, wobei der Verlauf von Patient zu Patient sehr heterogen ist. Um eine
Aussage uber den Krankheitsverlauf und das Risiko einer raschen Progression
treffen zu kénnen, werden prognostische Marker bendtigt. In den letzten Jahren
wurden verschiedene molekulare und genetische Marker identifiziert, die zusam-
men mit klinischen und demographischen Parametern zur Risikoabschatzung
herangezogen werden konnen. Aufgrund der aufwendigen Bestimmung im Labor
ist die Erhebung molekularer und genetischer Marker mit einem erheblichen fi-
nanziellen Aufwand verbunden. Daher ist es wichtig, einfacher zu bestimmende
Marker zu entwickeln, um bereits bei der Diagnosestellung zu wissen, ob ein ag-
gressiver Verlauf der CLL zu erwarten ist.

Ziel dieser Arbeit ist es, in einer CLL-Population von 103 Patienten, die zwischen
1993 und 2019 am Universitatsklinikum Tubingen behandelt wurden, die Assozi-
ation zwischen etablierten prognostischen Markern (Binet- und Rai-Stadium,
CD38-Expression, IGVH-Mutationsstatus, TP53-Mutationsstatus) und dem Ge-
samtuberleben zu Uberprifen. Zusatzlich sollen in dieser Population die Oberfla-
chenmarker 4-1BB/4-1BBL und GITR/GITRL als potentielle, leichter zu erhe-
bende prognostische Marker in der CLL-Erkrankung und deren Einfluss auf den
Krankheitsverlauf untersucht werden.

Die Patientenpopulation wurde retrospektiv hinsichtlich des Gesamtuberlebens
(OS), des therapiefreien Uberlebens (TFS) und des TFS nach Rituximab unter-
sucht. Die Datenerhebung erfolgte anhand der digitalen Patientenakten und der
Immunphanotypisierung (4-1BB/4-1BBL und GITR/GITRL) der CLL-Zellen. Die
Analyse der Uberlebenszeit wurde mit Hilfe der Kaplan-Meier-Analyse durchge-
fuhrt und die ermittelte Signifikanz wurde mit Hilfe des Log-Rank-Tests analysiert.

Zusatzlich wurde eine multivariate Cox-Regression durchgefihrt.
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Entgegen den Erwartungen zeigte sich in der hier untersuchten Patientengruppe
kein signifikanter Unterschied im Uberleben zwischen den verschiedenen Binet-
und Rai-Stadien. Fiur die oben genannten etablierten prognostischen Marker
konnte der Einfluss auf das Uberleben bestétigt werden. Fiir die Expression von
4-1BBL und GITRL zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Uberleben und
kein signifikanter Unterschied im TFS und TFS nach Rituximab. Fur die 4-1BB-
und GITR-Expression auf den CLL-Zellen konnte kein signifikanter Unterschied
fur das behandlungsfreie Uberleben der Patienten und das behandlungsfreie
Uberleben nach Rituximab festgestellt werden. Allerdings hatten Patienten mit
erhdhter 4-1BB-Expression ein signifikant kirzeres OS als Patienten mit niedri-
ger 4-1BB-Expression. Dagegen hatten Patienten mit erhdhter GITR-Expression
ein signifikant langeres Uberleben als Patienten mit niedriger GITR-Expression.
Diese Ergebnisse konnten mittels Cox-Regression bestatigt werden.

Das verkirzte OS von Patienten mit erhéhter 4-1BB-Expression kdnnte darauf
zuruckzufuhren sein, dass eine erhohte 4-1BB-Expression auf CLL-Zellen zu ei-
ner verstarkten Aktivierung des NF-kB-Signalwegs fuhrt. Diese Aktivierung fuhrt
zu einer erhdhten Proliferation und einem verlangerten Uberleben der CLL-Zel-
len, was letztendlich mit einem verklrzten OS der Patienten assoziiert ist.

Die Funktion von GITR auf B-Zellen und CLL-Zellen ist bisher nur unzureichend
verstanden. Ein mdglicher Erklarungsansatz fur das langere OS von Patienten
mit erhohter GITR-Expression auf CLL-Zellen ergibt sich aus Erkenntnissen zur
Rolle der erhohten GITR-Expression auf Myelomzellen bei Patienten mit Plas-
mozytom. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass eine niedrige
GITR-Expression auf Myelomzellen mit einem signifikant verkirzten OS der Pa-
tienten assoziiert ist. Diese Beobachtung wird dadurch erklart, dass GITR den
NF-kB-Signalweg in Myelomzellen herunterreguliert, was zu einer Hemmung der
Zellproliferation und zur Induktion von Apoptose fuhrt.

Somit Uberwiegt bei 4-1BB die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs, wahrend bei
GITR die Hemmung des NF-kB-Signalwegs uberwiegt. Hiermit konnten 4-1BB
und GITR als potenzielle prognostische Marker fur die CLL identifiziert und ggf.
als Angriffspunkte fir neue Substanzen genutzt werden. Die in dieser Arbeit
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gewonnenen Erkenntnisse bieten einen Ansatzpunkt fur die weitere Entwicklung

besser zuganglicher prognostischer Marker flr die CLL.
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