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1 Zusammenfassung

Naturliche Killer (NK)-Zellen sind zytotoxische Lymphozyten der angeborenen Immunitat, die
eine wichtige Rolle bei der Immunuberwachung von Tumoren, insbesondere von malignen
hamatopoetischen  Neoplasien, spielen.  Aufgrund ihrer  Fahigkeit nach Fc-
Rezeptorstimulation antibody dependent cellular cytotoxicity (ADCC) zu vermitteln, tragen sie
mafgeblich zum therapeutischen Erfolg von anti-Tumor Antikérpern, wie z.B. Rituximab, bei.
Letzterer ist mittlerweile ein essentieller Bestandteil der meisten Behandlungsstrategien von
B-Zell Malignomen. Wahrend der letzten Jahre berichteten jedoch zahlreiche Studien
darliber, dass in Patienten mit Chronisch Lymphatischer Leukamie (CLL) die Fahigkeit von
NK-Zellen, maligne Zellen direkt zu lysieren oder Rituximab-induzierte ADCC zu vermitteln,
beeintréchtigt ist. Die Mechanismen, die diesen Beobachtungen zu Grunde liegen, sind bis
heute weitgehend unbekannt. In dieser Arbeit konnte nun das TNF-Familienmitglied B cell
activating factor (BAFF) als Faktor identifiziert werden, welcher zur Resistenz der CLL-Zellen
gegeniber einer NK-Zellattacke beitragt. BAFF wird hauptsachlich von Zellen myeloischen
Ursprungs exprimiert und spielt eine wichtige Rolle bei der Proliferation, Funktion und dem
Uberleben von B-Zellen. Neben seiner bedeutenden Rolle in Autoimmunerkrankungen, tragt
BAFF durch seine anti-apoptotische und Uberlebensférdernde Wirkung auch zur
Pathophysiologie von B-Zell Malignomen bei. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass NK-Zellen BAFF ohne detektierbare Oberflachenexpression l6slich freisetzen.
Die BAFF-Freisetzung wurde durch NK-Aktivierung noch gesteigert, und dies war neben
aktivierenden Zytokinen auch nach Fc-Rezeptorstimulation mittels CD20-Antikérper zu
beobachten. BAFF wiederum steigerte die metabolische Aktivitat primérer CLL-Zellen und
verringerte die direkte und Rituximab-induzierte Lyse der CLL-Zellen, ohne die NK-
Reaktivitat per se zu beeinflussen. Darliber hinaus vermittelte BAFF eine Resistenz von
CLL-Zellen gegeniber einer Behandlung mit den Systemtherapeutika Fludarabin und
Cyclophosphamid (FC). Der fir die Behandlung des Systemischen Lupus Erythematodes
(SLE) zugelassene neutralisierende BAFF-Antikérper Belimumab verhinderte die Effekte von
BAFF auf die metabolische Aktivitat der CLL-Zellen und stellte die Suszeptibilitat fir die
direkte und Rituximab-induzierte NK-Lyse in allogenen und autologen experimentellen
Ansatzen wieder her. Des Weiteren sensitivierte Belimumab die CLL-Zellen fir eine
systemtherapeutische Behandlung mit FC. Diese Ergebnisse identifizieren BAFF nicht nur
als Faktor, der zur beobachteten Resistenz von CLL-Zellen gegenlber der direkten und
Rituximab-induzierten NK-Antitumorimmunitat beitragt, sie decken darlber hinaus das
Potential BAFF-neutralisierender Reagenzien zur Verstarkung der NK-Zell-Reaktivitat for
Immuntherapie und konventionelle Systemtherapeutika auf.
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2 Einleitung

2.1 Das Immunsystem

Die Gesamtheit aller Organellen, Zellen und Proteine, die dem Organismus zur Abwehr von
Mikroorganismen und Fremdstoffen, aber auch zur Eliminierung abnormaler Kérperzellen
dienen, bezeichnet man als Immunsystem (lat. immunis = frei, rein, unberdhrt). Damit sich
die Immunreaktionen nicht gegen Bestandteile des eigenen, gesunden Organismus richten,
ist die Fahigkeit erforderlich, koérpereigene von koérperfremden oder korpereigenen
veranderten Strukturen zu unterscheiden. Das Immunsystem der Vertebraten hat sich im
Zuge der Evolution zu einer komplexen Zusammenstellung von Abwehrmechanismen

entwickelt, die sich in zellulare und humorale Bestandteile untergliedern lassen (Abbildung

1),

zellulare Bestandteile humorale Bestandteile
Granulozyten
Q. Komplement
O
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Komponenten des Inmunsystems.

Den zelluldren Teil des Immunsystems bilden die Leukozyten. Diese sind entweder
Komponenten der lymphatischen Reihe — B-Zellen, T-Zellen und Naturliche Killerzellen (NK-
Zellen) - oder entstammen der myeloischen Reihe —  Granulozyten,
Monozyten/Makrophagen und Dendritische Zellen (DC). Das humorale Immunsystem
umfasst dagegen eine Vielzahl léslicher Faktoren, die an einer Immunreaktion beteiligt sind.
Hierzu z&hlen neben Komplementsystem, Zytokinen und Lysozym auch Antikérper, die von

B-Zellen produziert werden. Das Immunsystem mit seinen zellularen und humoralen
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Komponenten lasst sich weiterhin in einen angeborenen und einen adaptiven Teil

untergliedern.'3

2.1.1 Die angeborene Immunitat

Die angeborene Immunitat bildet die erste Verteidigungslinie des Organismus und ist
verantwortlich far die frihe Erkennung von Krankheitserregern, die die natirlichen Barrieren
des Kérpers Uberwinden konnten. Hierbei spielen sowohl verschiedene humorale als auch
zellulare Komponenten eine Rolle.

Zu den humoralen Faktoren gehdren bakterizid wirkende Substanzen wie Lysozym oder die
zahlreichen verschiedenen Proteine des Komplementsystems, die nach ihrer Aktivierung
kérperfremde Zellen direkt angreifen und lysieren oder durch Opsonierung fir eine
anschlieBende Eliminierung durch Immunzellen markieren. Ein weiterer Bestandteil der
angeborenen, humoralen Immunantwort ist die Vielzahl von Zytokinen, die vor allem der
Aktivierung der zellulareren Bestandteile des Immunsystems dienen.

Granulozyten, Monozyten/Makrophagen, DC und NK-Zellen gehéren zu den zelluléaren
Strukturen der angeborenen Immunitét. AuBer NK-Zellen sind alle genannten Zelltypen
phagozytierende Zellen, deren Aktivierung Uber PRR’s (pattern recognition receptors) auf
ihrer Zelloberflache erfolgt. Diese erkennen konservierte Strukturmotive pathogener
Mikroorganismen, welche auf Eukaryonten nicht vorkommen.*® Neben der Phagozytose der
Mikroorganismen, alarmieren diese Zellen parallel das Immunsystem, indem sie
inflammatorische Mediatoren freisetzen und so eine Entziindungsreaktion auslosen.’
Letztere fuhrt u.a. zur Aktivierung von Bestandteilen des adaptiven Immunsystems. Eine
besondere Stellung zwischen angeborener und adaptiver Immunitdt nehmen DC ein, die
nach der Phagozytose Antigene prozessieren, den Zellen des adaptiven Immunsystems
prasentieren und so eine adaptive Immunreaktion auslésen. Die Funktion von NK-Zellen als
weiterer wichtigen Komponente der angeborenen Immunitat wird in spateren Abschnitten

detailliert beschrieben.

2.1.2 Die adaptive Inmunitat

Wahrend Zellen der angeborenen Immunitat ihre Zielzellen lber eine begrenzte Anzahl
keimbahnkodierter Rezeptoren erkennen, beruht die Erkennung von Pathogenen bei Zellen
der adaptiven bzw. spezifischen Immunitdt auf einer praktisch unbegrenzten Zahl
verschiedener Antigen-Rezeptoren mit jeweils einzigartiger Spezifitdt. Diese Antigen-
Rezeptoren (B-Zell Rezeptoren bzw. deren Antikérper und T-Zell Rezeptoren) gehéren zur
Immunglobulin-Superfamilie und entstehen durch somatische Rekombination von

keimbahnkodierten Genfragmenten.®'° Ein besonderes Merkmal der spezifischen Immunitét
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stellt die Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses dar, wodurch der Organismus
vor einer erneuten Erkrankung, ausgeldst durch das gleiche Pathogen, geschitzt wird. Wie
das angeborene Immunsystem verfligt auch die adaptive Immunitat Gber humorale und
zellulare Abwehrmechanismen.

Fir die zellulare Immunantwort der adaptiven Immunitat sind T-Zellen verantwortlich. Diese
erkennen Uber ihren T-Zell Rezeptor Antigene, welche als Peptide an MHC-Molekile (major
histocompatibility complex) gebunden sind."" Der Kontakt mit einem spezifischen MHC-
gebundenen Antigen (MHC-Restriktion) auf einer antigen-prasentierenden Zelle (APC)
induziert in Kombination mit einem zweiten Stimulus (Kostimulation) die Entwicklung von
naiven T-Zellen zu Effektor T-Zellen. Diese werden aufgrund ihrer Oberflachenmolekulle und
ihrer Funktion im Wesentlichen in zwei Arten unterteilt: zytotoxische CD8* T-Zellen erkennen
Antigene im Komplex mit MHC-Klasse-I-Molekilen und kdnnen virusinfizierte oder maligne
Zellen lysieren.'213 CD4* T-Zellen erkennen dagegen Antigene auf MHC-Klasse-II-Molekdlen
und entwickeln sich z.B. zu T-Helferzellen.* Diese konnen wiederum B-Zellen, eine weitere
Komponente des adaptiven Immunsystems, aktivieren. Dabei nehmen die B-Zellen Antigene
Uber den B-Zell Rezeptor auf, internalisieren diese und préasentieren sie im Komplex mit
MHC-Klasse-II-Molekile den T-Helferzellen. Nach Aktivierung der B-Zellen kommt es zur
Differenzierung zu Plasmazellen, welche Antigen-spezifische Antikérper fir humorale

Abwehrmechanismen produzieren.

2.2 Die Immunreaktion gegen Tumoren

In Deutschland und den westlichen Industrienationen ist Krebs die zweithaufigste
Todesursache nach Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems. Die Inzidenz mancher
Tumorentitaten steigt dabei rasant an, z.B. die des malignen Melanoms mit Uber 4% pro
Jahr.’® Krebserkrankungen werden standardmaBig durch chirurgisches Entfernen des
Tumors, Strahlen- und Chemotherapie behandelt. Diese Therapieformen weisen jedoch trotz
deutlicher Verbesserung in den letzten Jahren weiterhin starke Nebenwirkungen auf und sind
je nach Tumorentitat in ihrer Wirksamkeit begrenzt.

Ein viel versprechender Ansatz ist es, durch Induktion einer suffizienten Immunreaktion
gegen den Tumor die Behandlungsoptionen fir Krebspatienten zu verbessern. Die Idee
einer Immunreaktion gegen Tumore wurde bereits Anfang des 20. Jahrhunderts von Paul
Ehrlich formuliert und besagt, dass das Immunsystem den Kérper kontinuierlich auf die
Anwesenheit von ,aberranten Keimen* untersucht und diese eliminiert.'® Da in Studien mit

immundefizienten M&usen jedoch keine Erhdéhung der Tumorinzidenz beobachtet werden
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konnte,' wurde die Existenz natlrlicher, tumorspezifischer Abwehrmechanismen lange
angezweifelt. So wurde angenommen, dass sich das Immunsystem vor allem gegen
virusinfizierte und weniger gegen maligne Zellen richtet. Im syngenen Mausmodell konnte
die Immunogenitdt von Tumorzellen jedoch belegt werden: das Wachstum implantierter
Tumore konnte nach vorheriger Immunisierung mit Krebszellen gleichen Ursprungs
verhindert und zudem eine Anreicherung tumorspezifischer zytotoxischer T-Zellen
nachgewiesen werden.” Dies wurde auch fir humane, tumorinfiltrierende Lymphozyten
gezeigt, fur welche zudem eine tumorspezifische Lyseaktivitdt nachgewiesen werden
konnte.'®?' Die Fahigkeit des Immunsystems, Tumorzellen aufzuspiiren und zu zerstéren,
wurde erstmals 1967 von Frank Burnett als ImmunlUberwachung (immune surveillance)
bezeichnet. Heute geht man davon aus, dass Wachstum und Metastasierung von Tumoren
stark von ihrer Fahigkeit abhangen, der Immuntberwachung und den Abwehrmechanismen
des Organismus zu entkommen. Das Versagen der Kontrollmechanismen des
Immunsystems scheint demnach eine notwendige Voraussetzung fir die Entwicklung eines
klinisch apparenten Tumors nach zellintrinsisch-onkogenen Ereignissen zu sein.?? Folglich
hei3t das, dass das Immunsystem bei Auftreten eines Tumors die malignen Zellen nicht
ausreichend erkennen und/oder bekdmpfen konnte.

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Ursachen und Mechanismen als Basis fir eine
Tumortoleranz diskutiert. Eine Theorie zur Erklarung der ,friedlichen“ Koexistenz von Tumor
und Immunzellen liefert das danger model von Matzinger.' Dieses Modell geht davon aus,
dass es nur zu einer Immunreaktion kommt, wenn, z.B. durch Ausschittung
inflammatorischer Mediatoren im Rahmen einer Infektion, Gewebestress (danger) vorliegt.
Dieses danger-Signal fehlt jedoch in Tumorgeweben, wodurch nicht nur eine suffiziente
Immunreaktion ausbleibt, sondern sogar Toleranz induziert wird. Dieser Theorie zufolge,
entgehen die Tumorzellen der Immuntberwachung demnach nicht aktiv, sondern Gberleben
in einem nicht-tumorfeindlichen Umfeld. Bislang ist jedoch unklar, welche danger-Signale im
Umfeld des Tumors fehlen. Nach diesem Modell kénnte es spontan oder durch
therapeutische Intervention zu einer Aktivierung des Immunsystems kommen und somit eine
Tumorregression bewirkt werden. Neben verschiedenen Ursachen flr eine Tumor-Toleranz
werden zahlreiche Faktoren und Mechanismen diskutiert, durch die sich die Tumorzellen
mehr oder weniger aktiv der Kontrolle des Immunsystems entziehen (immune escape).
Letztere sind Gegenstand intensiver Forschungsarbeiten und teilweise kontroverser
Diskussionen.

Ein mdglicher Mechanismus des immune escape kdnnte eine reduzierte Expression von
MHC-Klasse-I-Molekilen auf den Tumorzellen sein. Dies konnte sowohl im Tiermodell als
auch bei verschiedenen humanen Tumoren beobachtet werden, bei welchen die
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Expressionsstarke von MHC-Klasse-I-Molekiilen auf der Zelloberflache deutlich variierte.?3%’
Es reichen zwar bereits einige wenige Antigene im Komplex mit MHC-Klasse-I-Molekilen auf
einer Zelle aus, um sie zum Ziel fur zytotoxische Lymphozyten zu machen, dabei muss
jedoch berticksichtigt werden, dass unzahlige verschiedene Peptide intrazellular um wenige
MHC-Klasse-I-Moleklle konkurrieren. Demzufolge ist es vorstellbar, dass bei einer
reduzierten MHC-Expression nicht alle endogenen Epitope mit ausreichender Dichte
prasentiert werden kdnnen, was den Tumorzellen zum immune escape verhelfen kdnnte.
Besonders bei Tumoren, die nur schwach immunogen sind, kénnte eine reduzierte
Expression von MHC-Klasse-I-Molekllen so den komplexen Mechanismus der T-
Zellaktivierung beeintrachtigen.

Auch humorale Faktoren, wie z.B. Zytokine, spielen im Umfeld des Tumors eine Rolle und
kénnen die Interaktion zwischen Immunsystem und Tumorzellen beeinflussen. Dies
geschieht zum einen durch direkte Effekte auf die Immunzellen, zum anderen aber auch
durch die Regulation der Produktion und Funktion anderer Zytokine oder durch Modulation
der Expression von Adhasions- oder kostimulatorischen Molekulen.?832 Zytokine spielen z.B.
eine wichtige Rolle bei der Reifung und Differenzierung von APC, kdnnen aber auch einen
direkten suppressiven Effekt auf die Aktivitdt von T-Zellen haben. So konnte nachgewiesen
werden, dass die Sekretion von IL-10 und TGF (transforming growth factor)-B durch
neoplastische Zellen eine Ursache fir eine Immunsuppression bei Melanomen ist, und bei
Melanom-Patienten Serumspiegel von TGF-B und das Fortschreiten der Erkrankung
korrelieren.®'33 Bislang gibt es jedoch keinen endglltigen Beweis daflr, dass Zytokine auch
in vivo fir den immune escape der Tumorzellen verantwortlich sind.

Ein weiterer Mechanismus, durch den sich Tumorzellen der Kontrolle des Immunsystems
entziehen koénnen, ist eine veranderte Expression immunregulatorischer Oberflachen-
molekdile, die die Anti-Tumor-Immunreaktion beeinflussen kénnen. So kénnen Tumorzellen
durch eine reduzierte Expression von Molekilen, die das Immunsystem stimulieren, der
Immuniberwachung entkommen. Ein verbreiteter Mechanismus ist dabei die Freisetzung
von Oberflachenmolekiilen in l6slicher Form durch shedding.?**® Die Reduktion der
Oberflachenexpression aktivierender Molekiile, eine Maskierung oder Herabregulation der
entsprechenden Rezeptoren durch freigesetzte Moleklle sowie eine eventuell verdnderte
Funktion der I6slichen Molekilile kann zu einer Inhibition der Immunantwort flhren.®” Ein
intensiv erforschtes Beispiel hierflr ist die Freisetzung von Liganden des aktivierenden
Immunrezeptors NKG2D (Natural killer group 2 member D). Eine weitere Mdglichkeit eines
immune escape ist die verstarkte Expression von Molekilen, die die Effektorzellen in ihrer
Funktion hemmen, wie z.B. Liganden fiir inhibitorische Immuncheckpoints. Diese Signalwege

steuern die Dauer und Starke von Immunantworten und die Selbst-Toleranz.®® Ein
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prominentes Beispiel eines solchen Checkpoint-Molekdls ist der inhibitorische Rezeptor
Programmed cell death-1 (PD-1, CD279), welcher eine Schlisselrolle in der Effektor-Phase
der T-Zell Aktivierung spielt. Sein Ligand PD-L1 wird auf einer Vielzahl gesunder, aber auch
maligner Zellen exprimiert, was so zu einer Unterdrickung der T-Zellantwort flhrt. Eine
vielversprechende Herangehensweise, diese Art der Immunevasion zu verhindern, ist die
Blockade dieser Checkpoint Molekile durch Antikérper.®® Besonders erfolgversprechend
sind hier die 2014 zugelassenen, gegen PD-1 gerichteten monoklonalen Antikérper (mAb)
Nivolumab und Pembrolizumab, welche ein bis dahin nie dagewesenes dauerhaftes
Ansprechen von 30-35 % bei der Behandlung des fortgeschrittenen Melanoms zeigten.*® Sie
sind damit sowohl in ihrer Effektivitdt als auch bezlglich der Nebenwirkungen dem ersten
jemals zur Checkpoint Blockade zugelassenen, gegen Cytotoxic T lymphocyte-associated
antigen-4 (CTLA-4, CD152) gerichteten mAb Ipilimumab, tberlegen.*' Die Entwicklung und
Testung weiterer Checkpoint Inhibitoren, wie z.B. gegen T-cell immunoglobulin and mucin
containing protein-3 (TIM-3) oder Lymphocyte activation gene-3 or CD223 (LAG-3)*
spiegeln die Bedeutung und das Potential dieser relativ neuen Entwicklung in der
Krebsimmuntherapie wieder.

Neben T-Zellen spielen auch NK-Zellen eine wichtige Rolle bei der Immunreaktion gegen
Tumoren. Inhalt dieser Dissertation ist u.a. die Beeinflussung der NK-Zell-vermittelten
Immuniberwachung der Chronisch Lymphatischen Leukadmie (CLL) durch das TNF-
Familienmitglied B cell activating factor (BAFF).

23 Natirliche Killerzellen (NK-Zellen)

NK-Zellen stellen ca. 5-10% der im peripheren Blut zirkulierenden mononuklearen Zellen dar
und sind im Menschen anhand der Expression des Oberflachenmarkers CD56 und der
Abwesenheit des T-Zellantigens CD3 als CD56*CD3- definiert. NK-Zellen wurden erstmals
im Jahre 1975 als zytotoxische Lymphozyten beschrieben, welche die Fahigkeit besitzen,
Tumorzellen ohne vorhergehende Sensibilisierung zu lysieren.**#° Die Zuordnung der NK-
Zellen war zunachst unklar, da ihre Aktivierung im Gegensatz zu T- und B-Lymphozyten
Antigen-unspezifisch erfolgt, sie jedoch aus einer gemeinsamen CD34* Vorlauferzelle
hervorgehen. Inzwischen werden NK-Zellen der angeborenen Immunitat zugerechnet,*®
deren Aktivierung von einer Vielzahl inhibierender und aktivierender Rezeptoren abhangt.*”4°
Beschrieben wird die NK-Zell-Aktivierung durch zwei Hypothesen, die sogenannte missing-
self- und die induced-self-Hypothese: die missing-self-Hypothese besagt, dass NK-Zellen

aktiviert werden und eine Zielzelle lysieren, wenn diese keine oder eine insuffiziente Menge



12 Einleitung

von MHC-Klasse-I-Molekillen auf ihrer Oberflaiche exprimieren.75952 Uber spezifische
inhibierende Rezeptoren erkennen NK-Zellen MHC-Klasse-I Moleklle und definieren die
betreffende Zelle als ,Selbst, so dass hemmende Signale in die NK-Zelle geleitet werden
und keine Lyse erfolgt.® Die Oberflachenexpression von MHC-Klasse-I-Molekiilen kann
jedoch z.B. durch virale Infektion oder im Laufe einer malignen Entartung heruntergeregelt
werden. Somit entfallen die hemmenden Signale und die Zielzelle kann von NK-Zellen lysiert
werden. Da es jedoch Zellen gibt, wie z.B. Erythrozyten, die trotz fehlender Expression von
MHC-Klasse-I-Molekilen nicht von NK-Zellen lysiert werden, wurde schnell klar, dass die
missing-self-Hypothese als alleinige Erklarung fir die Regulation der NK-Zell-Reaktivitat
nicht ausreicht. Heute wei3 man, dass eine NK-Zell-Aktivierung nicht nur das Fehlen
inhibitorischer Signale, sondern auch eine Stimulation von aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren
durch entsprechende Liganden auf den Zielzellen voraussetzt. Die Expression solcher
Liganden kann durch Stress oder maligne Transformation induziert werden (induced-self).
So entscheidet die Gesamtheit aus aktivierenden und inhibitorischen Signalen Uber die
Induktion der Reaktivitat von NK-Zellen.*’

NK-Zellen besitzen zwei entscheidende Immuneffektorfunktionen: zum einen werden durch
die Ausschittung von Perforin und Granzym aus zytotoxischen Granula viral oder bakteriell
infizierte, bzw. maligne transformierte Zielzellen lysiert. Zum anderen produzieren NK-Zellen
sehr frih im Zuge einer Immunantwort groBe Mengen des Zytokins IFN-y (early source of
IFN-y).475* IFN-y tragt neben der direkten proliferationshemmenden Wirkung und Férderung
von Apoptose bei den Zielzellen vor allem durch die Stimulation nachfolgender adaptiver
Immunreaktionen zur Eliminierung von Zielzellen bei.®

Zahlreiche Studien belegen sowohl fir das murine als auch das humane System die
Fahigkeit von NK-Zellen, Tumorzellen spontan téten zu kénnen.®' Darliber hinaus wurde
gezeigt, dass NK-Zellen an der Eradikation von sowohl induzierten, als auch spontan
entstehenden Tumoren beteiligt sind.® Bei Tumorpatienten konnte nach Behandlung mit IL-2
eine Korrelation von NK-Zell-Reaktivitdtt und Therapieansprechen festgestellt werden.®”
Klinische Daten belegen weiterhin die bedeutende Rolle von NK-Zellen insbesondere bei der
Immuniberwachung maligner hdmatopoetischer Erkrankungen. So wird beispielsweise nach
haploidenter Stammzelltransplantation durch einen mismatch der MHC-Klasse-I-Molekiile
auf den Leukamiezellen des Empfangers und den MHC-Klasse-I-spezifischen inhibitorischen
Rezeptoren auf den NK-Zellen des Spenders eine NK-Reaktivitit gegen die fremden
Zielzellen induziert (Alloreaktivitat). Die in diesem allogenen Kontext erfolgte Aktivierung der
NK-Zellen bewirkt einen erhdhten Schutz vor Leukémierezidiven (graft-versus-leukemia
Effekt) und verbessert das engraftment des Transplantates, interessanterweise ohne dabei
Graft-versus-Host-Disease (GvHD) zu verursachen.®® Demnach ist es von hoher klinischer
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Relevanz, Molekilsysteme, die an der Regulation der Reaktivitdt von NK-Zellen,
insbesondere gegen Tumorzellen, beteiligt sind, zu charakterisieren.'

2.3.1 Inhibitorische NK-Zell-Rezeptoren

Hemmende NK-Zell-Rezeptoren verhindern durch das Erkennen von MHC-I-Molekilen die
Lyse von gesunden, kérpereigenen Zellen. Zu ihnen z&hlen im Menschen die Mitglieder der
KIR-Familie (killer immunoglobulin-like receptor), sowie in der Maus die Mitglieder der Ly49-
Familie. Die KIR-Gene sind im Menschen als Teil eines Gen-Klusters auf Chromosom 19q in
der sogenannten LRC-Region (leukocyte receptor complex) kodiert.®® KIR-Molekile sind
spezifisch flr allelische Varianten von HLA-A, -B und -C-Molekilen. So bindet z.B. KIR2DL1
an Mitglieder der HLA-C-Gruppe-2 (z.B. HLA-Cw2, -Cw4, -Cw6) und KIR3DL1 interagiert mit
HLA-B-Molekilen, die das Epitop HLA-Bw4 aufweisen.®%%2 Mittels Kristallographie von
KIR2DL-Rezeptoren im Komplex mit ihren jeweiligen HLA-C-Liganden wurde die ,D1-D2
elbow domain“ des KIR als Interaktionspartner der a1- und a2-Helices der platform domain
des HLA-C identifiziert.®%* Im Gegensatz zur Interaktion des T-Zell-Rezeptors mit MHC-
Klasse-I-Molekilen erfolgt die Bindung von KIR2DL an die helikale Region der platform
domain, die den C-terminalen Teil des Peptidantigens umfasst.®® Da NK-Zellen oft nur ein
oder zwei selbst-restringierte KIR-Moleklle exprimieren und nur selten eine Koexpression
von mehreren selbst-restringierten KIR-Molekllen aufweisen,® kénnen sie entsprechend
ihrer Fahigkeit zur Bindung an spezifische MHC-Klasse-I-Moleklle in entsprechende
Subpopulationen eingeteilt werden. Ein weiterer hemmender Rezeptor, der auf einem
GroBteil der humanen und murinen NK-Zell-Populationen exprimiert wird, bildet das
Heterodimer aus CD94 und NKG2A, welches die nicht-klassischen MHC-I-Moleklle HLA-E
bzw. Qa-1b auf einer potentiellen Zielzelle erkennt.®®

Alle  ,klassischen” inhibitorischen NK-Zell-Rezeptoren  weisen innerhalb  der
zytoplasmatischen Doméane sogenannte ITIMs (immunoreceptor tyrosine-based inhibition
motif) auf, wobei die Anzahl enthaltener ITIMs bei den verschiedenen Rezeptoren variiert.®°
Nach Bindung der MHC-Molekile an ihren inhibitorischen Rezeptor werden die ITIMs durch
Src-Kinasen phosphoryliert, was den ITIMs die Rekrutierung und Aktivierung der Tyrosin-
Phosphatasen SHP-1 und SHP-2 (SH2 domain containing protein tyrosine phosphatase 1
und 2) erlaubt. Diese inaktivieren schlieBlich Signalmolekile aktivierender Signalwege und

vermitteln so die hemmende Wirkung der inhibitorischen Rezeptoren.®7:68
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2.3.2 Aktivierende NK-Zell-Rezeptoren

Die wichtigsten Vertreter der bis heute bekannten aktivierenden Rezeptoren auf NK-Zellen
sind NKp30, NKp44 und NKp46. Sie zé&hlen zur Familie der NCR (natural cytotoxicity
receptors), weisen untereinander jedoch keine Homologien auf. Wahrend NKp30 und NKp46
sowohl auf ruhenden, als auch aktivierten NK-Zellen exprimiert werden, ist NKp44 nur nach
Aktivierung auf der Oberflache detektierbar.6®”" Ihre Adaptormolekiile (CD3C- und FceRly-
Kette fir NKp46, CD3C-Kette fir NKp30 bzw. DAP12 fir NKp44) vermitteln durch ITAM’s
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif) aktivierende Signale in die NK-Zelle.”? Fir
alle NCR konnte eine wichtige Rolle bei NK-Zell-Reaktionen gegen Tumoren nachgewiesen
werden, wobei die jeweiligen Liganden bis heute unzureichend charakterisiert sind.

Innerhalb der KIR-Familie finden sich nicht nur inhibitorische Molekdle, sondern auch MHC-
Klasse-I-spezifische Rezeptoren, die keine IMITs tragen und somit aktivierende Signale
vermitteln. So fuhrt z.B. die Bindung von KIR2DS1 an seinen Liganden HLA-C zur
Aktivierung von NK-Zellen.”>”* Auch das inhibitorische Heterodimer CD94/NKG2A hat einen
aktivierenden Gegenpart, CD94/NKG2C, welchem ebenfalls das inhibitorische ITIM fehlt.
Stattdessen assoziiert CD94/NKG2C Uber einen bestimmten Sequenzabschnitt in der
Transmembrandomane mit dem Adaptorprotein DAP12, welches wiederum ein ITAM enthalt
und so NK-Zellen aktiviert. Die funktionelle Bedeutung der MHC-Klasse-I-spezifischen
aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren ist bislang jedoch nur unzureichend verstanden.®®

Ein aktivierender NK-Zell-Rezeptor von zentraler Bedeutung ist NKG2D, der neben NK-
Zellen auch auf T-Zellen exprimiert wird.”® Die Interaktion dieses Molekils mit seinen MHC-
Klasse-l-dhnlichen Liganden (NKG2DL) spielt eine wichtige Rolle bei der NK-Zell-Aktivierung
und der Tumorimmuniberwachung.”® NKG2D tritt als Homodimer auf und formt mit seinen
Adaptorproteinen DAP10 im humanen bzw. DAP10 und DAP12 im murinen System einen
Immun-Rezeptor-Komplex, Uber welchen aktivierende Signale durch Rekrutierung der
Phosphoinositol-3-Kinase transduziert werden.”” Dies kann bei NK-Zellen selbst in
Gegenwart durch MHC-Klasse-I-Molekile vermittelter inhibitorischer Signale zur Aktivierung
von Effektorfunktionen fiihren.”>”® Die Expression von NKG2DL unterliegt einer strikten
Regulation, was mit dem hohen Aktivierungspotential dieser Liganden flr zytotoxische
Lymphozyten in Einklang steht.”” Gut charakterisiert sind die durch Zellstress induzierbaren,
MHC-&hnlichen Moleklile MICA und MICB (MHC class | related chain A/B), die mit
Ausnahme des Gastrointestinalepithels nicht auf Normalgewebe, dagegen aber auf vielen
Tumorzelllinien, epithelialen und h&matopoetischen Tumoren und virusinfizierten Geweben
exprimiert werden.”®8 Im Gegensatz zu den klassischen MHC-Klasse-I-Molekiilen
prasentieren die MIC-Molekiile keine Peptide und assoziieren nicht mit B2-Mikroglobulin.”®
Weitere Liganden von NKG2D sind die verschiedenen ULBP-Molekile (UL16-binding
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proteins),’®®  welche, wie die MIC-Molekiile, eine MHC-Klasse-l-dhnliche al/a2-
Superdomane, jedoch keine a3-Domane besitzen und bis auf ULBP4 alle mittels eines
Glykosyl-Phosphatidylinositol-Ankers (GPI-Anker) an der Zellmembran befestigt sind.
Interessanterweise konnte eine Verbindung zwischen dem DNA damage pathway und der
Induktion von NKG2DL bei Mensch und Maus herstellt werden. Es wurde gezeigt, dass
Agenzien, die DNA-Schaden hervorrufen, in Abhangigkeit von den DNA-Sensoren ATM
(ataxia telangiectasia mutated) und ATR (ATM- and Rad3 related) auch die Expression von
NKG2DL induzieren.®* Dieser Mechanismus scheint fiir die tumorassoziierte Expression von
NKG2DL relevant zu sein.

Zahlreiche Studien im Mausmodell haben die bedeutende Rolle des NKG2D/NKG2DL-
Systems bei der Tumorimmuniberwachung nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass
NKG2DL-transduzierte Tumorzelllinien, jedoch nicht die entsprechenden parentalen
Zelllinien, nach subkutaner Inokulation durch NK-Zellen angegriffen werden. Dabei wurde
zudem eine durch CD8* T-Zellen vermittelte, spezifische Immunitat erzeugt, die sich auch
auf die parentalen Zelllinien erstreckte.®58 Nachfolgende Untersuchungen zeigten, dass
NKG2D — bei Karzinogen-induzierten Tumoren — auch bei der Tumorinitiation eine protektive
Wirkung hat und einen wichtigen Effektormechanismus bei der Zytokin-aktivierten
Eliminierung von Tumorzellen durch zytotoxische Lymphozyten darstellt.®” Zudem konnte
mittels NKG2D-defizienter Mause belegt werden, dass NKG2D zwar nicht far die
Entwicklung von NK-Zellen erforderlich ist, jedoch kritische Relevanz fir die
Immuntiberwachung von Malignomen besitzt.%

Ein besonders wichtiger aktivierender Rezeptor auf NK-Zellen ist CD16 (FcyRlll). CD16 ist
Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie und bindet mit hoher Spezifitat, aber niedriger
Affinitdt an das Fc-Fragment (fragment crystallizable) der Immunglobuline 1gG1 und IgG3.
Neben den Fcy-Rezeptoren existieren noch 2 weitere Fc-Rezeptorklassen, die aufgrund ihrer
jeweiligen Spezifitat fir die Antikdrperklassen IgA und IgE als FcaR und FceR bezeichnet
werden. CD16 wird hauptsachlich auf NK-Zellen und aktivierten Monozyten exprimiert. Er
bildet einen multimeren Rezeptorkomplex aus der ligandenbindenden a-Kette und einem
Dimer zur Signaltransduktion (Homo- oder Heterodimere aus CD3Z- und FceRly-Ketten).8°
Nach Stimulation des Rezeptors erfolgt die Aktivierung von ITAMs, was letztendlich zur
Freisetzung von Zytokinen und Induktion von ADCC fiihrt.8%%° Die Signallbertragung durch
Fc-Rezeptoren nach Ligandenbindung resultiert hauptsachlich aus der Kreuzvernetzung
(cross linking) aktivierter Rezeptormolekile. Dabei mulssen sich mehrere Rezeptor-
Liganden-Komplexe in raumlicher N&he befinden, so dass sich auch die Signale der ITAM’s
ihrer zytoplasmatischen Domé&nen bzw. ihrer assoziierten Adaptormoleklle verschalten
konnen.®' Da freie, nicht an Antigene gebundene Antikérper nach einer Bindung an
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vereinzelte Fc-Rezeptoren so keine aktivierenden Signale induzieren kénnen, wird auf diese
Weise die Spezifitat der vermittelten Immunantwort gesichert. CD16 ist vor allem fir den
Einsatz monoklonaler Antikérper in der Anti-Tumor-Therapie von entscheidender Bedeutung.
Ein prominentes Beispiel ist der erste jemals zur Krebsbehandlung zugelassene CD20-
Antikérper Rituximab, der erfolgreich zur Behandlung maligner B-Zelllymphome eingesetzt
wird.?2% Durch Modifikation der Fc-Fragmente von Antikdrpern konnte gezeigt werden, dass
eine gesteigerte Affinitdt des Fc-Teils zum Fc-Rezeptor mit der induzierten Zytotoxizitat
gegen Zielzellen korreliert.®*%® Diese Daten legen nahe, dass Fc-optimierte Antikorper auch
bei der Tumortherapie zu besseren Ergebnissen fiihren.%® Daher gibt es mittelweile eine
nachste Generation an anti-Tumorantikbrpern, wie z.B. den ebenfalls gegen CD20
gerichteten Antikérper Obinutuzumab, bei welchen durch Modifikation des Fc-Teils die
Affinitdt zum Fc-Rezeptor gesteigert und so die immunmstimulatorische und auch klinische
Wirksamkeit verbessert wurde.%°

24 Die Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-Familie

Die Mitglieder der TNF-Familie spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation von
Proliferation, Aktivierung, Differenzierung und Apoptose von verschiedenen Komponenten
des Immunsystems, aber auch von Tumorzellen.’® Neben dem namensgebenden Mitglied
TNF und seinen Rezeptoren TNFR1 und TNFR2, sind inzwischen zahlreiche weitere
Rezeptor-Liganden-Paare bekannt (Tabelle 1)."°' Die Zugehorigkeit zur TNF/TNFR-Familie
wird Uber Sequenz- und Strukturhomologien in den extrazelluldren Doménen der Molekule
bestimmt: mehrere Cystein-reiche Domanen bilden das charakteristische Element der
Rezeptoren, wahrend die Liganden der TNF-Familie als Typ-lI-Transmembranproteine mit
einer extrazelluldren (C-terminalen) Doméane (TNF homology domain) charakterisiert sind.
Die Mitglieder der TNF-/TNF-Rezeptor-Familie vermitteln eine Vielzahl verschiedenster
Effekte. So ist z.B. der Todesrezeptor CD95 (APO-1, Fas) ebenso ein Mitglied dieser Familie
wie CD40 Ligand (CD40L), der nach Bindung durch seinen Rezeptor (CD40) eine starke
Genexpression induziert, somit maBgeblich zur Aktivierung der ligandentragenden Zelle
beitragt und z.B. eine zentrale Rolle bei der Interaktion von T-Zellen und DC spielt.'? Fir
viele Molekile der TNF-Familie gilt interessanterweise, dass dasselbe Molekil je nach
Zelltyp und dem jeweiligen Kontext sehr verschiedene, teils sogar gegensétzliche Effekte
vermitteln kann.2® So kann z.B. TNF zum einen als klassisches inflammatorisches Zytokin
wirken, wahrend es zum anderen auch die Fahigkeit besitzt, Apoptose zu induzieren.
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Rezeptor Nomenklatur Ligand
TNFR1 TNFRSF1A TNF
TNFR2 TNFRSF1B TNF
LTBR TNFRSF3 LTa, LTB, LIGHT
OX40 TNFRSF4 OX40L
CD40 TNFRSF5 CD40L
Fas (CD95, APO-1) TNFRSF6 FasL (CD95L)
DCR3 TNFRSF6B FasL, VEGI
CD27 TNFRSF7 CD27L
CD30 TNFRSF8 CD30L
4-1BB TNFRSF9 4-1BBL
DR4 (APO-2) TNFRSF10A TRAIL
DR5 TNFRSF10B TRAIL
DCR1 TNFRSF10C TRAIL
DCR2 TNFRSF10D TRAIL
RANK TNFRSF11A RANKL
OPG TNFRSF11B RANKL, TRAIL
FN14 (TWEAKR) TNFRSF12A TWEAK
TACI TNFRSF13B APRIL, BAFF
BAFFR TNFRSF13C BAFF
HVEM TNFRSF14 LIGHT, TNF
VEG TNFRSF15 VEGI (TL1)
NGFR TNFRSF16 NGF
BCMA TNFRSF17 APRIL, BAFF
GITR TNFRSF18 GITRL
TROY TNFRSF19 ?
RELT TNFRSF19L ?
DR6 TNFRSF21 ?
DR3 (APO-3) TNFRSF25 VEGI, LIGHT
EDAR EDA-A1
XEDAR EDA-A2

Tabelle 1: Ubersicht iiber die TNF-Familienmitglieder nach Aggarwal, 2003 (modifiziert).

2.4.1 Rezeptoren der TNF-Familie

Die Mitglieder der TNFR-Familie sind Typ-I-Transmembranproteine, welche durch 2-6 ca. 40
Aminosauren umfassende Cystein-reiche Domé&nen (CRD) im extrazellularen Teil des
Rezeptors charakterisiert sind.'® Ein Teil der Rezeptoren weist zudem Sequenzhomologien
im intrazellularen Bereich auf: die ca. 80 Aminosduren umfassende sogenannte death
domain (DD). Diese wurde erstmals bei der Analyse von Fas-Mutanten als eine intrazellulére
Region beschrieben, die zur Induktion von Apoptose notwendig ist.'® Durch Struktur- bzw.
Sequenzanalysen an den intrazellularen Doménen von TNFR1 und Fas konnte gezeigt
werden, dass die DD ein gemeinsames essentielles Strukturmotiv der Todesrezeptoren
innerhalb der TNF-Familie darstellt. CD40 besitzt ebenfalls in einem ca. 40 Aminosauren

umfassenden Bereich limitierte Sequenzhomologien zur DD,'® wird aber aufgrund seiner
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Uberwiegend proliferativen Funktionen nicht direkt zur Gruppe der Todesrezeptoren
gerechnet.

Eine weitere Gemeinsamkeit vieler Mitglieder der TNFR-Familie ist die Fahigkeit, direkt an
TRAF-Molekile (TNF-receptor associated factor) zu binden und Uber diese Adaptorproteine
intrazellulare Signale weiterleiten zu koénnen.'% In Saugerzellen sind mittlerweile sechs
TRAF-Molekile (TRAF1-6) beschrieben worden, welche die fir TRAFs charakteristischen
Sequenzhomologien im C-terminalen Proteinbereich (TRAF-Doméne) aufweisen. Da TRAFs
sowohl an Rezeptoren mit DD, als auch an Rezeptoren ohne diese Doméane binden kdnnen,
fungieren sie als Schaltelement zwischen den apoptose-induzierenden und anti-
apoptotischen Effekten der TNFR-Familienmitglieder.

Ein zentraler Uber TNFR-Familienmitglieder gesteuerter Signalweg ist die Translokation des
Transkriptionsfaktors NF-kB in den Zellkern durch Beteiligung der Adaptormolekile TRAF2,
TRAF5 und TRAF6. Durch TRAFs kénnen zwei NF-kB-Signalwege aktivieren werden: zum
einen der klassische Signalweg, welcher vor allem (ber inflammatorische Zytokine, TLR-
Liganden und Pathogenkontakt aktiviert wird und zum anderen der alternative Signalweg. In
unstimulierten Zellen liegt NF-kB im Zytoplasma vor und ist dort an das inhibitorische Protein
IkB (inhibitor of NF-kB) gebunden. Nach Aktivierung werden N-terminale Serine des IkB
durch den IkB-Kinase-Komplex phosphoryliert.””” Dieser Komplex besteht aus drei
Untereinheiten: IKKa, IKKB und der regulatorischen Einheit IKKy, die auch als NEMO
bezeichnet wird.'"”1% Die Phosphorylierung des IkB-Komplex flihrt zu seiner Degradation
und damit zur Freigabe von NF-kB. Im Zuge des klassischen Signalwegs werden nun die
NF-kB-Komponenten RelA und p50 in den Nukleus transloziert, wahrend der zweite,
alternative, Signalweg die Translokation der NF-kB-Molekiile p52 und RelB in den Zellkern
induziert.® Uber die Bindung an spezifische Promotoren wird im Nukleus die Transkription
verschiedener Gene aktiviert, was z.B. die Expression verschiedener entzindungsférdernder
Zytokine, Chemokine und Adhé&sionsmolekuile reguliert. NF-kB vermittelt des Weiteren anti-
apoptotische Effekte, indem es z.B. den Zellzyklus beeinflusst und in viele Aspekte der
Onkogenese eingreift. In Zellen von Patienten mit Chronisch Myeloischer Leukamie (CML)
konnte NF-kB so z.B. als essentielle Komponente der onkogenen Aktivitdt von bcr-abl
nachgewiesen werden.'°

Ein Bindeglied zwischen den Rezeptor-assoziierten TRAF-Molekilen und der Aktivierung
von NF-kB ist die Kinase NIK (NF-kB inducing kinase), die erstmals als TRAF2-gebundenes
Signalprotein isoliert wurde'" und die IKKa-Einheit des IKK-Komplexes effektiv
phosphoryliert."? IKKa ist an der Aktivierung des alternativen Signalwegs von NF-kB beteiligt
und fOhrt zur nukledren Translokation von p52/RelB-Heterodimeren.'"® NIK interagiert Uber
ein Konsensus-Motiv mit den TRAF-Molekilen 1, 2, 3, 5 und 6,'"* wobei die Bindung an
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TRAF4 in diesem Zusammenhang nicht untersucht wurde. Neben NIK binden TRAFs an
weitere zytoplasmatische Proteine, die inhibitorisch auf die Aktivierung von NF-kB wirken:
clAP (inhibitor of apoptosis protein), TTRAP (TRAF and TNF-receptor associated protein)
und A20.'"511% So konnte gezeigt werden, dass clAP in der Lage ist, Kaspasen direkt zu
hemmen und so Apoptose zu regulieren. TTRAP gehort zur Gruppe der Mg?*/Mn?+-
abhéngigen Phosphodiesterasen und nimmt so Uber seine Endonukleaseaktivitat Einfluss
auf den Signalweg.""” A20 ist hingegen ein effektiver Inhibitor der TRAF- bzw. MAP-Kinasen-
vermittelten Aktivierung von NF-kB.''8119 Neben der Aktivierung von NF-kB und der Induktion
von Apoptose regulieren TRAFs zudem die Aktivitat weiterer Kinasen und
Transkriptionsfaktoren. So vermitteln TRAF2 und TRAF6 z.B. die Aktivierung von JNK (c-Jun
N-terminal kinase) und beeinflussen so die transkriptorische Aktivitat von AP-1,2° wahrend
TRAF6 zudem ERK aktivieren kann.'?' Die Funktion von TRAF1, TRAF3 und TRAF4
hingegen ist in diesem Zusammenhang noch nicht ausfihrlich untersucht.’

2.4.2 Liganden der TNF-Familie

Bei den Liganden der TNF-Superfamilie handelt es sich typischerweise um Typ-II-
Transmembranproteine, die ihre Homologien zu TNF im extrazelluldaren, C-terminalen
Bereich besitzen. Wie u.a. bei TNF und CD40L nachgewiesen, liegen die Liganden in
biologisch aktiver Form typischerweise als Homotrimere vor.'?2'2* Jedes Monomer ist dabei
aus anti-parallelen B-Faltblattern aufgebaut, die eine Sandwichstruktur mit jelly roll topology
bilden. Die zwischen den verschiedenen TNF-Liganden konservierten Sequenzbereiche des
B-Faltblatt-Sandwich sorgen fir die nicht-kovalente Bindung an die beiden anderen
Monomere und dienen so zur Stabilisierung der trimeren Gesamtstruktur. Die Proteinanteile
in den loop regions, die zur Verbindung der einzelnen Strange der B-Faltblatter dienen, sind
dagegen sehr spezifisch flr den jeweiligen Liganden und ermdéglichen die Erkennung des
jeweils spezifischen Rezeptormolekiils.

Zahlreiche Liganden der TNF-Familie liegen nicht nur als membranstandige Molekile vor,
sondern konnten zudem in léslicher Form nachgewiesen werden. Diese kdénnen durch
alternative splicing oder durch proteolytische Abspaltung der extrazellularen Doméne des
membransténdigen Liganden (shedding) generiert werden.®” TNF wird z.B. durch TACE
(TNF-a converting enzyme, ADAM17) von der Zelloberflache abgespalten,'?® wobei in vielen
anderen Fallen die verantwortlichen Proteasen noch nicht identifiziert werden konnten. Die
biologische Aktivitat der I6slichen Liganden ist, im Vergleich zur membranstandigen Form,
teilweise unterschiedlich. So weist z.B. die I6sliche Form des Fas-Liganden eine stark
verringerte funktionelle Aktivitat auf, kompetitiert dabei mit dem membranstandigen Liganden
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um die Bindung an den Rezeptor und kann so die apoptose-induzierende Wirkung des
membransténdigen Molekils antagonisieren.®®

Nach Interaktion eines Rezeptormolekils der TNF-Superfamilie mit seinem
membransténdigen Liganden kénnen bidirektionale Signale vermittelt werden, d.h. Signale
werden sowohl in die rezeptortragende Zelle (forward signaling) als auch in die
ligandentragende Zelle (reverse signaling) Ubertragen. Dies erméglicht eine beiderseitige
Kommunikation nach Zell-Zell-Kontakt.'%3126 Mittlerweile sind fiir einige TNF-Liganden die
durch reverse signaling induzierten Zellantworten bekannt. So kann die Bindung von CD40
an seinen Liganden auf T-Zellen spezifische T-Zell-Antworten und die Differenzierung zu T-
Helferzellen initiieren und die Produktion von IL-4 stimulieren.'? 3% |n ruhenden T-Zellen
wurde dagegen eine CD40L-abhangige Induktion von Apoptose beschrieben.'! Signale tber
den OX40-Liganden induzieren die Differenzierung von Monozyten und DC und fihren damit
zu einer gesteigerten Produktion von TNF, IL-1, IL-6 und IL-12, sowie zu einer Steigerung
der Expression von CD40, CD54, CD80 und CD86."32 Zudem konnte gezeigt werden, dass
Signale lber CD95L die Proliferation von CD8* T-Zellen kostimulieren, in CD4* T-Zellen
dagegen Apoptose einleiten.’®® Signale Uber den CD30-Liganden konnen sowohl
kostimulierende als auch negativ-regulatorische Effekte in T-Zellen vermitteln.13413%

Trotz konservierter Sequenzen innerhalb der zytoplasmatischen Domanen nutzen die
Liganden der TNF-Familie wohl unterschiedliche Signalwege, die nur wenig bekannt sind.
Nach der Stimulation von CD40L konnte bei T-Zellen die Phosphorylierung der
Phospholipase C (PLC), resultierend in verstarkter Ausschittung von Ca?* und Aktivierung
der Proteinkinase C (PKC), nachgewiesen werden.'® Die induzierten Signale der TNF-
Liganden lésen verschiedenste Zellreaktionen aus, scheinen daher sehr divers und zudem

vom zelluldren Kontext und Aktivierungsgrad abhéngig zu sein.'3

2.4.3 Das BAFF/APRIL-System

In dieser Arbeit liegt der Fokus auf dem TNF-Familienmitglied BAFF (auch bekannt als BLyS,
TALL-1, zZTNF4, TNFSF13B und THANK). BAFF ist wie die meisten TNF-Familienmitglieder
ein Typ Il Transmembranprotein und agiert entweder als membrangebundener oder I6slicher
Faktor, welcher mittels proteolytischer Prozessierung durch eine Furin-Konvertase generiert
wird."®” Losliches BAFF oligomerisiert wie die meisten TNF-Familienmitglieder zu Trimeren,
kann sich aber auch zu einer héher geordneten Kapsid-ahnlichen Struktur aus 20 Trimeren
(60-mer) zusammenschlieBen.'® Eine Expression von BAFF ist hauptsachlich flr Zellen
myeloischen Ursprungs wie Monozyten, Makrophagen, neutrophile Granulozyten und DC
beschrieben. Daneben wurde auch fur T-Zellen, aktivierte murine B-Zellen und nicht-
hamatopoetische Zellen wie Epithelzellen, Adipozyten oder Keratinozyten eine BAFF-
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Expression berichtet.13%140

Funktionell spielt BAFF eine wichtige Rolle bei der Entwicklung, Reifung und dem Uberleben
von B-Zellen und beeinflusst deren Immunglobulinproduktion und die Class-switch
recombination (CSR).'3"4! Seine Effekte werden Uber die Interaktion mit drei verschiedenen
Rezeptoren, dem BAFF receptor (BAFFR), dem transmembrane activator-calcium modulator
and cyclophilin ligand interactor (TACI) und/oder dem B-cell maturation antigen (BCMA),
welche auf B-Zellen, aber auch auf aktivierten oder regulatorischen T-Zellen exprimiert
werden, vermittelt.'*? Die unterschiedlichen Effektormechanismen von BAFF hangen von
seinem Oligomerisierungszustand, dem jeweils involvierten Rezeptor und der damit
verbundenen Rekrutierung verschiedener TRAF-Molekille ab. So kann BAFF sowohl als
Trimer als auch 60-mer Signale Uber BAFFR vermitteln. An TACI dagegen kénnen BAFF-
Trimere zwar binden, eine Signalweiterleitung findet jedoch nur nach Bindung von BAFF-
Multimeren statt.'?

Eine Bindung von BAFF fUhrt zur Trimerisierung von BAFFR, wodurch es zur Rekrutierung
von TRAF3 und dessen TRAF2-vermittelter Degradierung kommt. Dies hat die Stabilisierung
von NIK zur Folge, was zur Aktivierung des alternativen NF-kB-Signalwegs fuhrt. Stimulation
von BAFFR reguliert so das B-Zellliiberleben und die Reifung unreifer B-Zellen. Eine Bindung
von BAFF an TACI hat hingegen die Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalwegs zur
Folge, wobei es hier zur Rekrutierung von TRAF2 oder TRAF6 an den ausschlieBlich Uber
BAFF 60-mer trimerisierten Rezeptor kommt. TACI agiert eher als negativer Regulator des
B-Zelliberlebens und reguliert hauptsachlich die CSR und die IgA Produktion.'3%144 BCMA,
welcher Uber die Interaktion mit TRAF1, 2 und 3 oder TRAF5 und 6 ebenfalls den
klassischen NF-kB-Signalweg aktiviert,'*® wird hauptsachlich eine Rolle bei der Regulation
des Uberlebens von Plasmazellen zugeschrieben. 46

TACI und BCMA, nicht jedoch BAFFR, kénnen neben BAFF auch A Proliferation-Inducing
Ligand (APRIL) binden, welches eine hohe Sequenzhomologie zu BAFF aufweist.'” APRIL
wird neben Zellen des Immunsystems, die auch BAFF exprimieren, vornehmlich in
Tumorgewebe, aber auch in nicht-Immunzellen wie Epithelzellen und Osteoklasten
exprimiert.’® April wird ebenfalls von einer Furin-Konvertase prozessiert, anders als bei
BAFF geschieht dies jedoch ausschlieBlich intrazellular am Golgi-Apparat, so dass APRIL
direkt 16slich freigesetzt und nicht als membranstandiges Molekll exprimiert wird.'® Auch
APRIL verbessert das B-Zelliberleben, agiert als Co-Stimulus fur die B-Zellproliferation und
beeinflusst die CSR. Weiterhin verstarkt es die Antigenprésentation und verbessert so die
APC-Funktion von B-Zellen. Es existiert eine alternative Form von APRIL, TWE-PRIL,
welche durch trans-splicing der nebeneinander liegenden Gene fir APRIL und TWEAK,
einem weiteren TNF-Familienmitglied, entsteht. TWE-PRIL besteht aus der Zytoplasma- und
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Transmembrandoméane von TWEAK, fusioniert an die carboxy-terminale TNF-Domé&ne von
APRIL und reprasentiert die einzige membrangebundene Form von APRIL.

Uber die physiologische Rolle von TWE-PRIL ist bis heute allerdings wenig bekannt. 139147
Aus klinischer Sicht ist BAFF vor allem hinsichtlich seiner Rolle bei Autoimmunerkrankungen
bekannt. Wahrend die Rolle von APRIL umstritten ist, tragen erhéhte BAFF-Level vor allem
zur Pathophysiologie des SLE, des Sjérgen’s Syndrom und der Rheumatoiden Arthritis
bei.147:150-152 Aufgrund dessen ist seit 2011 der neutralisierende BAFF-Antikérper Belimumab
(Benlysta®), welcher das BAFF-induzierte B-Zell-Uberleben und die Antikdrperproduktion
hemmt, zur Behandlung von SLE zugelassen. 53154

Laut zahlreicher Studien ist BAFF durch seine Uberlebensférdernde und anti-apoptotische
Wirkung auch in die Pathophysiologie von B-Zell Malignomen involviert. So exprimieren
maligne Zellen der Akuten (ALL) und Chronisch Lymphatischen Leukamie (CLL), des Non
Hodgkin Lymphoms (NHL) und des Multiplen Myeloms (MM) nicht nur einen oder mehrere
BAFF-Rezeptoren, sondern auch BAFF und/oder APRIL selbst.'®>'® Darliber hinaus
beginstigt die BAFF-Produktion durch Zellen des Tumormikromillieus, wie z.B.
microvasculare Endothelzellen oder nurse like cells (NCL), welche unter Anwesenheit von
CLL-Zellen aus CD14* Zellen differenzieren und groBe Mengen von BAFF produzieren,'®'.162
das Uberleben der malignen Zellen. 55158163164 E5 konnte gezeigt werden, dass die Blockade
von endogenem BAFF das Uberleben von NHL B-Zellen reduziert, die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB hemmt und zur Herunterregulation von anti-apoptotischen und
Hochregulation von pro-apoptotischen Proteinen fiihrt.'® Auch beziglich ALL und MM
existieren einige wenige Daten, die BAFF aufgrund seiner anti-apoptotischen Wirkung eine
Uberlebensférdernde Rolle zusprechen.!%6:159.160.165 Die meisten Daten liegen zur Rolle von
BAFF in der CLL vor: die Expression von BAFF und seinen Rezeptoren auf CLL-Zellen
wurde bereits 2002 von Novak et al. beschrieben und 2004 von Kern et al. bestétigt.!”163
Dabei wurde die Expression der einzelnen Moleklle sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene auf der Zelloberflache nachgewiesen. Die Zugabe von exogenem BAFF
schitze laut beiden Arbeitsgruppen vor Apoptose, wahrend Blockade des endogenen BAFF
durch BCMA-Fusionsproteine Apoptose induzierte. Spater konnte weiterhin gezeigt werden,
dass, wie in gesunden B-Zellen, BAFF Uber BAFFR den alternativen und tber TACI und
BCMA den klassischen NF-kB-Signalweg aktiviert. Im Gegensatz zu gesunden B-Zellen,
hatte eine Blockade des durch BAFFR aktivierten alternativen NF-kB-Signalwegs jedoch
keinen Einfluss auf den Pro-Uberlebenseffekt von BAFF fiir die CLL-Zellen, eine Blockade
des kanonischen NF-kB-Signalwegs hingegen schon.'®® Auch im CLL-Mausmodell mit Ep-
TCL1-Méausen konnte eine Rolle von BAFF bei der Pathophysiologie der CLL nachgewiesen
werden: Tiere, welche eine BAFF-Uberexpression aufwiesen, zeigten einen aggressiveren
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Krankheitsverlauf und kiirzeres Uberleben als die Kontrolimause.'®”

25 Chronisch Lymphatische Leukamie (CLL)

Die Chronisch Lymphatische Leukamie (CLL) ist ein niedrig-malignes Non-Hodgkin-
Lymphom und beruht auf einer klonalen Akkumulation reifer, funktionell inkompetenter
Lymphozyten in peripherem Blut, Knochenmark und sekundaren lymphatischen Organen.
Bei etwa 95% der CLL-Patienten sind dabei Zellen der B-Zell-Linie (B-CLL) und nur selten T-
Zellen betroffen, weshalb hier zur Vereinfachung die Bezeichnung CLL zur Beschreibung der
B-CLL verwendet wird. Die jahrliche Inzidenz liegt bei 5 Neuerkrankungen je 100.000
Menschen, damit ist die CLL die haufigste Leukdmie im Erwachsenenalter (30%). Das
mediane Alter bei Diagnosestellung liegt bei etwa 70 Jahren, wobei etwa 15% der Patienten
im Alter unter 50 Jahre liegen und Manner haufiger betroffen sind als Frauen (2:1).'®® Da bei
Uber 80% der Patienten chromosomale Aberrationen detektiert werden kénnen, die z.T. auch
von prognostischer Bedeutung sind, wird angenommen, dass genetische Veranderungen in
der Pathogenese der CLL eine Rolle spielen.

Von der Transformation sind zumeist reife B-Zellen betroffen. lhre Akkumulation beruht
jedoch nicht auf verstarkter Zellteilung — die meisten Zellen befinden sich in der G1/GO-
Phase des Zellzyklus — sondern auf der Inhibition von Apoptose, wodurch es zu einer
deutlich verldngerten Lebenszeit kommt. So konnte bei CLL-Zellen eine im Vergleich zu
normalen B-Zellen deutlich erhdhte Expression anti-apoptotischer Proteine, wie Bcl-2, Bel-xL
und Bax nachgewiesen werden. Die zugrunde liegenden Ursachen sind jedoch nicht
vollstandig verstanden.'® Die Infiltration des Knochenmarks oder sekundarer lymphatischer
Organe scheint bei der CLL eine wichtige Rolle zu spielen. Es wird angenommen, dass die
Infiltration und ein adaptiertes Mikromilieu zum verlangerten Uberleben der CLL-Zellen
beitragen. Die Anwesenheit verschiedener akzessorischer Zellen — Stromazellen, follikulare
Dendritische Zellen und nurse-like cells — moduliert dabei die Akkumulation und vermindert
die Apoptose der Leukamie-Zellen. Dies erfolgt entweder durch direkte Interaktion Uber Zell-
Zell-Kontakt oder durch Ausschittung von Zytokinen, wie unter anderem auch BAFF oder
APR|L_164,170

In frihen Stadien ist die CLL meist asymptomatisch, daher erfolgt die Erstdiagnose der
Erkrankung oftmals zufallig im Rahmen einer Blutbilduntersuchung durch den Nachweis
einer Leukozytose. Nur in 20% der Félle treten bereits bei Diagnosestellung Symptome wie
Mudigkeit, Fieber, Nachtschwei3 und Gewichtsverlust auf. Mit fortschreitender Erkrankung
kommt es zur Schwellung von Lymphknoten, Hepato- und Splenomegalie und aufgrund
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zunehmender Infiltration des Knochenmarks und Verdrangung der gesunden Blutbildung zu
Andmie, Thrombozytopenie und erhdhter Infektanfalligkeit. Die Immundefizienz geht
einerseits auf die unzureichende Produktion von Immunglobulinen zurlick, andererseits auch
auf die zunehmende, CLL-vermittelte Immunsuppression, die zu Funktionsstérungen von T-
Zellen und NK-Zellen fihrt. Der Krankheitsverlauf ist dabei sehr variabel ausgepragt: neben
prolongierten Verlaufen mit nahezu normaler Lebenserwartung kann es auch zu aggressiven
Verlaufen kommen. In seltenen Fallen kann die CLL in ein hochmalignes Non-Hodgkin-
Lymphom (bergehen, einhergehend mit starker Proliferation der CLL-Zellen (Richter-
Transformation). CLL-Patienten versterben im Verlauf der Erkrankung héaufig an
systemischen Infektionen, Pneumonie oder Sepsis.

Neben der Untersuchung im Blutausstrich, in welchem CLL-Zellen als kleine, reife
Lymphozyten erkennbar sind, die wegen ihrer Instabilitdt leicht platzen und dann als
,Gumprecht’'sche  Kernschatten* vorliegen, dient zur  Diagnosestellung die
Immunphé&notypisierung der Zellen mittels Durchflusszytometrie, mit der sich auch bei kleiner
Tumorlast transformierte B-Zellen zuverlassig erkennen lassen. Dabei wird die Diagnose
einer CLL aufgrund einer anhaltenden Lymphozytose im peripheren Blut (Lymphozytenzahl
gréBer als 5.000 / pl mit typischem Immunphéanotyp) gestellt. Neben den klassischen B-Zell-
Antigenen CD19, CD20 und CD23, ist vor allem das T-Zell-Antigen CD5 ein
charakteristischer Oberflachenmarker von CLL-Zellen. Im Vergleich zu normalen B-Zellen
fehlt zudem die Expression von FMC?7, die Expression von CD79b ist nur schwach oder gar
nicht nachweisbar und auch monoklonale Immunglobuline (meist IgM) mit
Leichtkettenrestriktion (k oder A) als Marker monoklonaler Zellen, sind nur schwach
exprimiert. Da CLL-Patienten mit einem normalen Karyotyp die beste Prognose haben,
werden auch die haufig auftretenden chromosomalen Aberrationen analysiert, von welchen
oftmals die Chromosomen 13, 12, 11 und/oder 17 betroffen sind.

Die klinische Klassifizierung erfolgt anhand der Einteilung nach Rai (Tabelle 2) oder Binet
(Tabelle 3). Wahrend sich die Einteilung nach Rai zentral an der Lymphozytenzahl im
peripheren Blut orientiert, basiert die Einteilung nach Binet wesentlich auf der Erfassung
infiltrierter Lymphknotenregionen. Zusétzlich sind fur beide Einteilungen der Hamoglobinwert
und die Thrombozytenzahl von Bedeutung.
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Stadium Definition Medianes Uberleben

Niedriges Risiko
0 Lymphozytose (> 15.000 / pl) und Knochenmarkinfiltration (> 40%) > 10 Jahre

Intermediéres Risiko
| Lymphozytose und LymphknotenvergréBerung 7 Jahre

Il Lymphozytose und Hepatomegalie und/oder Splenomegalie
(mit/ohne LymphknotenvergréBerung)

Hochrisiko
1 Lymphozytose und Andmie (Hb < 11 g/dl) 2-3,5 Jahre
(mit/ohne LymphknotenvergréBerung und/oder Organomegalie)
\" Lymphozytose und Thrombozytopenie (< 100.000 / pl)

(mit/ohne Anamie, LymphknotenvergréBerung, Organomegalie)

Tabelle 2: Stadieneinteilung der CLL nach Rai, 1975.

Stadium Definition Medianes Uberleben

A héchstens 2 Lymphknotenregionen befallen > 10 Jahre
Hb = 10 g/dl und Thrombozyten = 100.000 / pl

B mindestens 3 Lymphknotenregionen befallen 5 Jahre
Hb = 10 g/dl und Thrombozyten > 100.000 / pl

C Befall der Lymphknotenregionen irrelevant 2 -3 Jahre
Hb < 10 g/dl oder Thrombozyten < 100.000 / pl

Tabelle 3: Stadieneinteilung der CLL nach Binet, 1981.

Beide Einteilungen sind in der Klinik verbreitet, weisen jedoch Schwéchen bei der
Beurteilung friher Stadien auf. Aufgrund der Heterogenitdt der CLL mit sehr
unterschiedlichen klinischen Verldufen sind Prognose und Abschatzung der optimalen
Therapie schwierig.

Die einzige kurative Therapieform der CLL stellt derzeit die allogene
Stammzelltransplantation dar. Diese kommt jedoch aufgrund des meist hohen Alters der
Patienten oftmals nicht in Frage. Da die Erkrankung meist bei alteren Menschen auftritt und
oftmals lange Zeit asymptomatisch verlauft, erfolgt eine therapeutische Intervention erst beim
Auftreten von Symptomen (bei Binet A oder B) oder fortgeschrittener Erkrankung (bei Binet
C). Bei Patienten mit niedrigem Progressionsrisiko wird zumeist die sogenannte watch and
wait-Strategie verfolgt. Die standardmaBige Erstlinientherapie bei Patienten mit hohem
Progressionsrisiko umfasst in den meisten Fallen eine Therapie mit Fludarabin und/oder
Cyclophosphamid in Kombination mit dem CD20-Antikérper Rituximab (FCR)."”" Dabei
werden gute Ansprech- und Remissionsraten erzielt, allerdings sind die progressionsfreien
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Intervalle bis zum Rezidiv oft nur kurz. In Abhangigkeit von Alter und Komorbiditat der
Patienten kann FC auch durch die weniger effektiven aber besser vertraglichen Zytostatika
Bendamustin oder Chlorambucil ersetzt werden. Wesentlicher Bestandteil von CLL-
Behandlungsstrategien ist die Immuntherapie, im Zuge derer die malignen Zellen durch die
Verwendung von Antikérpern gegen spezifische — Oberflachenmolekile zielgerichtet
ausgeldscht werden sollen. Bisher sind die Antikdrper Alemtuzumab (anti-CD52) und
Rituximab far die Klinik zugelassen und werden vor allem in Kombination mit verschiedenen
Chemotherapeutika eingesetzt, wobei einzig fir Rituximab bislang eine signifikante
Verlangerung des Gesamtlberlebens von CLL-Patienten nachgewiesen werden konnte.'”2
Damit scheint ein Zusammenhang zwischen Rituximab-induzierten Signalen und der
Wirksamkeit parallel verabreichter Zytostatika zu bestehen.%:173

Die Wirkmechanismen solcher therapeutischer monoklonaler Antikérper sind bis heute nicht
vollstandig aufgeklart. Neben der direkten Induktion von Apoptose kdénnen sie das
Komplementsystem aktivieren (complement dependent cytotoxicity, CDC) und die
sogenannte Antikérper-abhdngige zelluldre Zytotoxizitat (antibody dependent cellular
cytotoxicity, ADCC) von z.B. NK-Zellen induzieren.'”® Wird durch Bindung von Rituximab an
CD20 auf der Zelloberflache von z.B. CLL-Zellen Apoptose induziert, kommt es zur
Aktivierung von proteolytischen Kaspasen und damit zum Abbau von zellularen Proteinen
und zur Fragmentierung der DNA. CLL-Zellen weisen jedoch eine verstarkte Expression von
anti-apoptotischen Molekilen der Bcl-2-Familie auf, welche in der Lage sind die
Aktivierungskaskade der Kaspasen zu unterbrechen. Ein weiterer Wirkmechanismus von
Rituximab ist die Aktivierung des Komplementsystems, welches aus zahlreichen
verschiedenen Plasmaproteinen besteht. Eine proteolytische Kaskade generiert dabei u.a.
das Protein C3b, welches die Zielzelle flr phagozytierende Zellen opsoniert und die Bildung
des membrane attack complex (MAC) zur Zerstdérung der Zellmembran der Zielzelle
ermoglicht.®® Der wahrscheinlich entscheidendste Wirkmechanismus von Rituximab ist die
Induktion von ADCC. Dabei werden Antigen-gebundene Antikérper Uber ihren Fc-Teil von
Fc-Rezeptoren auf verschiedenen Immuneffektorzellen erkannt. Von zentraler Rolle ist dabei
die Bindung des Fc-Teils an den Fc-Rezeptor auf NK-Zellen (FcyRllla, CD16), dessen
Aktivierung sowohl die Lyse der Antikdrper-markierten Zielzelle als auch die Freisetzung des
immunmodulatorischen Zytokins IFN-y bewirkt. Neben NK-Zellen exprimieren auch
Granulozyten und Monozyten bzw. Makrophagen Fc-Rezeptoren und kénnen so zur
Rituximab-abh&ngigen Zytotoxizitat gegen Tumorzellen beitragen.

Mittlerweile stehen neben Rituximab zwei weitere CD20-Antikérper zur Behandlung der CLL
zur Verfigung: Ofatumumab unterscheidet sich durch die Bindung an ein anderes CD20-
Epitop von Rituximab und weist eine héhere Affinitdt zum Zielantigen auf. Wahrend dies zu
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einer verstarkten CDC flhrt, ist die Frage nach einer im Vergleich zu Rituximab verbesserten
ADCC umstritten.'”#17¢ Obinutuzumab weist aufgrund von glycoengeneering des Fc-Teils
eine im Vergleich zu Rituximab héhere Affinitdt zum Fc-Rezeptor und dadurch eine deutlich
verbesserte Fahigkeit zur Induktion von ADCC auf. Darliber hinaus ist Obinutuzumab in der
Lage, Lysosom-vermittelten direkten, nicht-apoptotischen Zelltod zu induzieren.®”'77 So
zeigte sich in neueren Studien, dass bessere Ergebnisse bei der Behandlung komorbider
Patienten mit CLL erzielt werden, wenn z.B. bei der Standardtherapie mit Chlorambucil und
Rituximab letzteres durch Obinutuzumab ersetzt wird.'”817°

Die Behandlung eines CLL-Patienten mit CD20-Antikérpern fihrt aufgrund der oben
genannten Mechanismen nicht nur zur Eliminierung von malignen, sondern auch gesunden
CD20-positiven B-Zellen, wobei sich die B-Zell-Population in der Regel nach 9-12 Monaten
wieder erholt.®® Ein verbreitetes Phanomen bei der Behandlung mit CD20-Antik6rpern ist
jedoch die Herunterregulation der CD20-Expression bei CLL-Zellen.’® Dies fiihrt zur
Resistenz der Tumorzellen gegeniber der Antikérper-Therapie und macht die Suche nach
anderen Zielantigenen oder alternativen Behandlungsstrategien notwendig. Solch alternative
Behandlungsstrategie stellen die neuen small molecules lbrutinib, Idelalisib und Abt-199
dar.™®' Die Kinase-Inhibitoren lbrutinib und Idelalisib greifen in den fiir B-Zellen essentiellen
B-Zell-Rezeptor (BCR) Signalweg ein und induzieren so Apoptose in den CLL-Zellen.
Ibrutinib bindet dabei an die Bruton-Tyrosinkinase (BTK), was zu einer verminderten
Migration und Proliferation der malignen Zellen fiihrt und Apoptose induziert.'®? Idelalisib ist
ein Inhibitor der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), welcher (berlebensférdernde Signale
blockiert, die Chemotaxis zu Zellen aus dem Tumormikromillieu verhindert und die CLL-
Zellen so suszeptibler fir Chemotherapeutika macht.'® Abt-199 ist ein Antagonist des anti-
apoptotischen Proteins Bcl-2 und flhrt so zur Induktion von Apoptose in sowohl gesunden
als auch malignen B-Zellen.818

Die Wirksamkeit all dieser Substanzen wurde in klinischen Studien gezeigt. So flhrte
lbrutinib in  Phase Ib/ll  Studien mit rezidivierten/refraktdren CLL-Patienten zu
beeindruckenden Uberlebensraten und ist seit 2014 fiir die Behandlung bereits behandelter
CLL-Patienten zugelassen.'® Idelalisib ist bisher nur als Kombinationstherapie mit Rituximab
zugelassen, wobei diese in einer Phase Il Studie mit rezidivierten Patienten sowohl die
Gesamtansprechrate als auch nach 12 Monaten das Gesamtuberleben im Vergleich zur
Rituximab-Monotherapie deutlich verbesserte.'® Auch Abt-199, welches sich derzeit noch in
der Kklinischen Entwicklung als Monotherapie oder in Kombination mit Immun- oder
Chemotherapie befindet, fihrte ebenfalls zu klinischen Erfolgen bei der Behandlung von
Hoch-Risiko CLL-Patienten.'®”
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So gibt es mittlerweile zahlreiche neue Reagenzien mit unterschiedlichen Wirkmechanismen,
die in kombinatorischen oder sequentiellen Behandlungsstrategien das zukinftige
Therapieparadigma der CLL verandern kdnnten.

2.6 NK-Zell-vermittelte Immuniberwachung maligner hamatopoetischer
Neoplasien

NK-Zellen spielen als zytotoxische Lymphozyten eine zentrale Rolle bei der Immunabwehr
von Tumoren.'® Insbesondere ihre Bedeutung bei der Immuniberwachung maligner
hamatopoetischer Erkrankungen kann durch klinische Daten belegt werden. So geht z.B. die
durch haploidente Stammzelltransplantation hervorgerufene Alloreaktivitat von NK-Zellen mit
klinischen Vorteilen einher.® Aber auch autologe NK-Zellen scheinen eine Rolle bei der
Immuniberwachung leukdmischer Erkrankungen zu spielen. So ist nicht nur die Anzahl und
Aktivitdt von NK-Zellen bei Leukamiepatienten im Vergleich zu gesunden Personen
reduziert, es scheint zudem, dass die Aktivitit autologer NK-Zellen mit dem Uberleben von
Leukamiepatienten assoziiert ist. 819

NK-Zellen spielen dariiber hinaus eine wichtige Rolle bei der Immuntherapie von malignen
hamatopoetischen Erkrankungen. Von zentraler Bedeutung ist dabei der Fc-Rezeptor von
NK-Zellen (FcyRllla, CD16), dessen Aktivierung ADCC und die Produktion von Zytokinen
auslost.8%% Der erste jemals zur Krebstherapie zugelassene Antikdrper Rituximab ist derzeit
zentraler Bestandteil der Behandlungsstrategie bei der CLL.%® Da therapeutische Antikdrper
groBes Potential zur Behandlung von Tumoren zeigen, zielt die Entwicklung neuer
Generationen therapeutischer Antikdrper u.a. auf die Optimierung ihrer FcyRlIlla-Affinitat ab,
um die Effektorfunktionen von NK-Zellen gegen Tumorzellen zu verstérken.'®2 Ein Beispiel
fir solch einen durch glykoengineering optimierten Antikérper ist der ebenfalls gegen CD20
gerichtete  Antikérper Obinutuzumab (GA101).%® Neben der Verbesserung der
immunstimulatorischen Kapazitat eines Antikdrpers erscheint es jedoch auch sinnvoll, die
Effizient seiner therapeutischen Wirkung durch das Verhindern von immune escape-
Mechanismen zu verbessern.

In den letzten 30 Jahren wurde durch zahlreiche Arbeiten gezeigt, dass die Fahigkeit von
NK-Zellen maligne Zellen zu lysieren in lymphatischen Leukamien, und dabei insbesondere
in der CLL, im Vergleich zu myeloischen Leukdmien deutlich eingeschrankt ist. So wurde
neben einer geringeren Suszeptibilitdt der CLL-Zellen gegentiber der NK-Zell-vermittelten
Lyse, auch eine reduzierte Reaktivitat der patienteneigenen NK-Zellen beschrieben, wobei
dies sowohl fir die direkte Lyse als auch die durch therapeutische Antikérper vermittelte
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ADCC gilt. Die zu Grunde liegenden Mechanismen sind bis heute nicht hinreichend
bekannt,193-203

In diesem Zusammenhang erschien es uns interessant, dass von anderen Untersuchern
eine aktivierungsabhéngige Expression von BAFF in NK-Zellen beschrieben wurde. Zu
dessen funktioneller Rolle, insbesondere auch bei der Interaktion von NK-Zellen mit
malignen Zellen, war bislang jedoch nichts bekannt.2** In der vorliegenden Arbeit wurde
daher zum einen die Expression von BAFF durch NK-Zellen und dessen Rolle bei der NK-
Zell-vermittelten Immuniberwachung der CLL n&her untersucht. Darlber hinaus wurde eine
BAFF-Neutralisation als therapeutisches Konzept zur Steigerung der Suszeptibilitat von CLL-
Zellen fur eine durch therapeutische Antikérper induzierte NK-Immunantwort, aber auchzur
Verbesserung der Effizienz ,konventioneller* Systemtherapeutika evaluiert.
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Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Combi cell Harvester
Brutschrank Heracell

Bolt® Mini Gel-Laufkammer
Durchlichtmikroskop, Axiovert 25
ELISA-Reader, E-max

FACS BD FACS Canto™ ||
FACS Cytomics FC500
Feinwaage, Mettler AT 261 Delta
Geldokumentation BioDocAnalyze
Gelkammern & Powersupply
iBlot® Gel Transfer Device
MACS Separator Magnet
Massenspektrometer LTQ orbitrap XL
Multilabel Counter Victor 1420
Multistepper
Neubauer-Zahlkammer
pH-Meter

Pipetteboy comfort

Pipetten & Multikanalpipette
Sterilbank Herasafe

Tischwaage BL 150S
Tisch-Zentrifugen

UltiMate 3000 RSLCnano UHPLC system
Vortexer

Wasserbad

Wallac 1205 Betaplate

Zentrifuge

Skatron, Lier, Norwegen

Heraeus, Hanau, Deutschland

Life technologies, Darmstadt

Zeiss, Jena, Deutschland

Molecular Devices, Ismaning, Deutschland
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
Sartorius, Géttingen, Deutschland
Biometra, Géttingen, Deutschland

BioRad, Mlnchen, Deutschland
Invitrogen™ Life technologies, Darmstadt
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Thermo Fisher, Waltham, MA, USA

Perkin Elmer Wallac, Turku, Finnland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland
Mettler-Toledo, Greifensee, Schweiz
Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Sartorius, Géttingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland

Thermo Fisher, Waltham, MA, USA
Heidolph, Schwabach, Deutschland
Kéttermann, Minchen, Deutschland

LKB Instruments, Mount Waverley, Autralien
Heraeus, Hanau, Deutschland
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3.1.2 Verbrauchsmaterial

Bolt® Bis-Tris Plus Gele
Combi-Tips
Cryor6hrchen

Einmalpipetten
Einmalspritzen
FACS-Rdéhrchen

MACS Saulen (LS)
PCR-Reaktionsgefal3e
Platten fur ELISA (96 well)

Platten fur FACS (96 well)
Pipettenspitzen
Reaktionsgefal3e (0,5; 1,5; 2 ml)

Vakuum-Filtrationssystem (steril)

Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten (6, 12, 24, 48, 96 well)

Zentrifugenréhrchen (15 ml; 50 ml)

Zentrifugen-Filtereinheiten
Amicon Ultra 15

3.1.3 Chemikalien & Reagenzien

Life technologies, Darmstadt

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Nunc, Roskilde, Danemark

Corning Inc., Corning, NY, USA

Braun, Wertheim, Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Biozym Scientific, Hess. Oldendorf, Deutschland
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Nunc, Roskilde, Danemark

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Millipore, Billerica, MA, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Nunc, Roskilde, Danemark

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Corning Inc., Corning, NY, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA
Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

Merck, Millipore, Billerica, MA, USA

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

oder Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

aTaqg DNA-Polymerase
Agarose

Ampuwa

Amersham ECL Prime
BATDA reagent

BD OptEIA™ Assay Diluent

Promega, Madison, WI, USA

Lonza, Rockland, ME, USA

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland
GE Healthcare, Freiburg, Deutschland
Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
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Bolt® MOPS-SDS-Laufpuffer
Bovines Serum Albumin (BSA)
Carbonat-Bicarbonat-Puffer
CNBr-activated Sepharose 4B
CountBright absolute counting beads
4-O0H-Cyclophosphamid
Dimethylsulfoxid (DMSOQO)
EDTA Solution

Ethanol

Ethidiumbromid

Europium Solution

Fetales Kalberserum (FCS)
Ficoll-Lésung

Fludarabin (Fludara®)
LDS-Puffer

L-Glutamin

SH-Thymidin

Medium DMEM

Medium RPMI 1640
Natriumazid (NaNs)

Natrium Pyruvate Solution
NEAA Solution
Penicillin/Streptomycin (P/S)
PBS

Pfu DNA-Polymerase (rek.)
Phosphate Substrate (P4744)
Phosphorsaure

Polystyrene Latex beads
Szintillationsfllssigkeit Ultima gold
Reducing Agent

RIPA-Puffer

TMB MicroWell Peroxidase Substrate
Triton X-100

Triton X-114

Trypan Blue Stain 0,4%
Trypsin

Life technologies, Darmstadt

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK
Life technologies, Carlsbad, CA, USA
Niomech, Bielefeld, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Cambrex, Rockland, ME, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Medac, Hamburg, Deutschland

Life technologies, Darmstadt

Lonza, Verviers, Belgien

Hartmann Analytic, Braunschweig
Gibco Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Gibco Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Lonza, Verviers, Belgien

Lonza, Verviers, Belgien

Lonza, Verviers, Belgien

PAA, Pasching, Osterreich
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
PerkinElmer, Waltham, MA, USA

Life technologies, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
KPL, Gaithersburg, MD, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich, St. Louis, MO
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Trypsin-EDTA Solution

Tween 20

ZipTipC18
Zellproliferationsreagenz WST-1

Lonza, Verviers, Belgien

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Millipore, Schwalbach, Germany

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

3.1.4 Antikorper, Fusionsproteine und Zytokine

APRIL (clone Aprily 1; migG1)
BAFF (rekombinant)

BAFF (clone 1D6; migG1)
BAFF (clone 137314; migG1)
BAFF (clone 148725; migG2b)
BAFFR (clone 11c1; migG1)
BAFFR-Ig

BCMA (clone Vicky-1; ratlgG1)
CD40L (rekombinant)
Belimumab (Benlysta®)
Bevacizumab (Avastin®)
Goat-anti-mouse-PE
Humanes IgG (hlgQG)

IL-2, IL-15, IFN-g (rekombinant)
Mouse anti-human-IgG1-PE
Mouse IgG1

Mouse lgG2b

Obinutuzumab (Gazyvaro®)
Ofatumumab (Arzerra®)
PARP p85 Fragment

Rat 1gG1

Rituximab (Mabthera®)

TACI (clone 165604; mlgG1)

Enzo Life Sciences, Lausen, Schweiz
Immunotools, Friesoythe, Deutschland
eBioscience, San Diego, CA, USA
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
Biolegend, San Diego, CA, USA
Adipogen, Liestal, Switzerland

Enzo Life Sciences, Lausen, Schweiz
Immunotools, Friesoythe, Deutschland
GlaxoSmithKline, Brentford, UK
Roche, Basel, Switzerland

Jackson Immunoresearch, West Grove, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Immunotools, Friesoythe, Deutschland
SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA
BD Pharmingen, San Diego, CA, USA
BD Pharmingen, San Diego, CA, USA
Roche, Basel, Switzerland
GlaxoSmithKline, Brentford, UK
Promega, Madison, WI, USA

BD Pharmingen, San Diego, CA, USA
Roche, Basel, Switzerland

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA

Direkt-markierte FACS-Antikérper und die zugehdrigen Isotyp-Kontrollen wurden von BD

Pharmingen (San Diego, CA, USA) bezogen.
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3.1.5 Kits

AnnexinV-PE/7-AAD BD Pharmingen, San Diego, CA, USA
Cytofix/Cytoperm™ BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

April ELISA Platinum eBioscience, San Diego, CA, USA

BAFF ELISA, matched pair detection set  Adipogen, Liestal, Switzerland

High Pure RNA Isolation Kit Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
LIVE/DEAD fixable aqua staining Kit Life technologies, Carlsbad, CA, UDA

Monocyte Isolation Kit Il Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
NK Cell Isolation Kit Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
SuperScript® Synthesis System Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

3.1.6 Zelllinien

293 Universitat Lausanne, Schweiz

293-BAFF Universitat Lausanne, Schweiz

Raji DSMZ, Braunschweig, Deutschland

K562 Universitat Tlbingen, Deutschland
K562-1L15-41BBL St. Jude’s Children’s Research Hospital, USA

3.1.7 Medien, Puffer und Lésungen

Agarosegele 1x TAE-Puffer + 2% (w/v) Agarose + 0,01% EtBr

ELISA-Waschpuffer PBS + 0,5% Tween 20

FACS-Puffer PBS + 1% FCS + 0,01% NaNs

MACS-Puffer PBS + 0,5% FCS + 2 mM EDTA

TAE-Puffer (50 x) 2 M Tris-HCI pH 8,0 + 5,75% (v/v) Essigsaure + 50 mM
EDTA

Western Blot-Transferpuffer 195mM Glycin + 0,01% SDS + 12,5mM Tris-Base + 10%
Methanol

Western Blot-Waschpuffer PBS + 0,1% Tween 20

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

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

Medium (Zellkulur) DMEM/F-12 + 10% FCS + 1% P/S
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3.1.8 Verwendete Primer

Alle Primer wurden von Biomers (UIm, Deutschland) bezogen. Nachfolgend sind die

Sequenzen angegeben.

BAFF

APRIL

GAPDH

5’- CCTCACGGTGGTGTCTTTCT -3
5’- AAAGCTGAGAAGCCATGGAA -3

5-CCAGAATGGGGAAGGGTATC-3
5’-CGCCCCTCATCTACACACAC-3

5- GAGTCAACGGATTTGGTCGT -3
5- TTGATTTTGGAGGGATCTCG -3
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3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 RNA-Extraktion

Zur Gewinnung von RNA wurden 5 x 106 Zellen mit PBS gewaschen, der Uberstand komplett
abgesaugt und das Pellet anschlieBend bis zur Aufarbeitung bei -20°C gelagert. Die Isolation
zellularer Gesamt-RNA erfolgte mit dem High Pure RNA Isolation Kit von Roche Diagnostics
und wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt. AnschlieBend wurde die Konzentration
photometrisch bestimmt und die RNA direkt zur cDNA-Synthese verwendet oder bei -80°C
gelagert.

3.2.1.2 Herstellung von cDNA durch Reverse Transkription (RT)

Bei der Reversen Transkription kann mit einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase RNA in
komplementére, einzelstrangige DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Zur Herstellung von
cDNA aus der zuvor praparierten Gesamt-RNA wurde das Kit SuperScripi® Synthesis
System von Invitrogen verwendet. Dazu wurde 1 pg RNA in 25 pl DEPC-behandeltem
Wasser aufgenommen, 2,5 pl dNTP-Mix (10 mM) und 1,5 pyl Random Hexamer Primern
(50 ng/pl) zugesetzt und diese Mischung fir 5 min bei 65°C erhitzt. AnschlieBend wurde ein
Mix aus 5 ul RT-Puffer (10 x), 10 pul MgClz (25 mM), 5 ul DTT (0,1 M) und 1 pl RNaseOUT
(40 U/ul) zugegeben, fir 2 min bei 42°C inkubiert und 1 pl SuperScript I RT (50 U/ul)
zugesetzt. Der Ansatz wurde fir 50 min bei 42°C inkubiert, die Reaktion durch Erhitzung far
15 min bei 70°C beendet, zum Verdau der RNA 1 ul RNaseH zugegeben und 20 min bei
37°C inkubiert. Die fertige cDNA wurde anschlieBend direkt verwendet oder bei -20°C
gelagert.

3.2.1.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur qualitativen Bestimmung der Genexpression wurde cDNA der zu analysierenden Proben
in einer RT-PCR eingesetzt. Dazu wurde ein Mix aus 2,5 pl Puffer (10 x), 1,5 pl MgClz
(25 mM), 0,5 ul dNTP-Mix (10 mM), je 0,25 pul der beiden Primer (je 25 uM) und 0,125 pl
aTaq DNA-Polymerase (5 U/ul) angesetzt und mit Wasser auf 24 ul aufgefillt. AbschlieBend
wurde 1 pl cDNA zugegeben und die Reaktion im Thermocycler gestartet. Zur Amplifikation
wurde die Probe zun&chst fir 3 min bei 95°C denaturiert, anschlieBend erfolgten 25-35
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Zyklen aus 30 s bei 95°C (Denaturierung), 30 s bei 57°C (Annealing) und 30 s bei 72°C
(Elongation). Zur Elongation aller Fragmente wurde die Probe abschlieBend fir 10 min bei
72°C inkubiert und bis zur Weiterbearbeitung auf 4°C gekuhlt oder bei -20°C eingefroren. Die
Analyse erfolgte durch Agarosegel-Elektrophorese

3.2.1.4 Agarosegel-Elektrophorese

Zum Nachweis von PCR-Produkten bei optimaler Auftrennung der DNA-Fragmente wurden
Gele mit einer Agarosekonzentration von 2% verwendet und 0,01% Ethidiumbromid
zugesetzt. Nach Auftragung von GréBenmarker bzw. 10 ul des PCR-Produktes, jeweils
vermischt mit DNA-Probenpuffer, wurden die DNA-Fragmente bei 100 Volt aufgetrennt. Zur
Detektion wurde das Gel unter UV-Licht analysiert.

3.2.2 Zellbiologie

Samtliche Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37°C, 95% relativer Luftfeuchtigkeit und
5,0% CO: kultiviert. Die Zellzahl wurde unter Ausschluss toter Zellen durch Trypanblau-
Anfarbung in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Wenn nicht anders angegeben, erfolgte
eine Zentrifugation der Zellen bei 1.500 rpm fir 5 min.

3.2.2.1 Kultivierung von Zelllinien

Ein Mediumwechsel bei den verwendeten Zelllinien wurde alle 2-3 Tage durchgefiihrt. Bei
Suspensionszelllinien wurden die Zellen zentrifugiert und in frischem Medium auf die
gewunschte Zelldichte eingestellt. Zum Umsetzen (semi-) adhéarenter Zellen wurde der
KulturGberstand abgenommen, vorsichtig mit PBS gewaschen, Trypsin-EDTA Solution
zugegeben und fir etwa 5 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen vorsichtig
vom Flaschenboden abgeklopft und frisches Medium zugesetzt. Alternativ wurden die Zellen
mit einem Zellschaber direkt vom Boden der Zellkulturflasche abgeschabt. Die
Zellsuspension (ggf. vermischt mit aufbewahrtem Kulturiberstand semi-adharenter Zellen)
wurde anschlieBend zentrifugiert und das Zellpellet in frischem Medium aufgenommen. Fir
geplante Versuche mit den Zellen wurden diese am Vortag frisch versorgt, um zu
gewahrleisten, dass sich diese zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfihrung in der
Wachstumsphase befinden.

Die Versorgung der Zelllinien sowie die entsprechend verwendeten Medien koénnen
nachfolgender Ubersicht entnommen werden:
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Zelllinie Zelldichte (Split) Kulturmedium

293 4x10%/10 ml (1:3) DMEM/F-12 + 10% FCS + 1% P/S
293-BAFF 4x108 /10 ml (1:3) DMEM/F-12 + 10% FCS + 1% P/S
Raji 1x107 /20 ml (1:3) RPMI 1640 + 10% FCS + 1% P/S
K562 1x107 /20 ml (1:3) RPMI 1640 + 10% FCS + 1% P/S
K562-1L15-41BBL  1x107 /20 ml (1:3) RPMI 1640 + 10% FCS + 1% P/S

3.2.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zur Konservierung von Zellen wurden diese einen Tag nach dem Umsetzen aus der
Kulturflasche entnommen, zentrifugiert und der Uberstand verworfen. AnschlieBend wurden
die Zellen in Einfriermedium resuspendiert und mit einer Zelldichte von 5 x 106 je ml in sterile
Cryoréhrchen (je 1 ml) eingefroren (-80°C). Nach wenigen Tagen wurden die Réhrchen zur
Langzeitlagerung in Stickstoff-Tanks Gberfihrt.

Um eingefrorene Zellen in Kultur zu nehmen, wurde das Cryoréhrchen bei 37°C im
Wasserbad aufgetaut, die Zellen sofort in Medium resuspendiert und zentrifugiert.
AnschlieBend wurden die Zellen in Medium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche
gegeben.

3.2.2.3 Spender primaren Materials

GemaB den Richtlinien der Ethikkommission und mit dem freiwilligen Einverstandnis der
Spender wurde Material zur Isolation mononukledrer Zellen des peripheren Blutes
(peripheral blood mononuclear cells, PBMC) oder aus dem Knochenmark (KM) sowohl von
Leukamie-Patienten als auch von gesunden Spendern gewonnen. Material von Patienten
wurde zum Zeitpunkt der Diagnosestellung vor Beginn der Therapie entnommen.

3.2.2.4 lIsolation von PBMC

Zur Isolation von PBMC von gesunden Spendern wurden frisch abgenommenes Vollblut, zur
Gerinnungshemmung mit Heparin versetzt, Buffy-Coat- oder Leukaphereseprodukte der
Blutbank des Universitatsklinikums Tibingen verwendet. Patientenmaterial wurde, ebenfalls
mit Heparin versetzt, direkt nach der Abnahme aufgearbeitet.

Die mononukledren Zellen wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation aus dem
gespendeten Material isoliert. Die isotonische Ficoll-L6sung (Ficoll-Hypaque) enthalt ein
synthetisches, stark verzweigtes und vernetztes Polymer aus Saccharose und Epichlorhydrin
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(Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer) und besitzt daher eine Dichte von etwa 1,077 g/ml.
Wahrend sich mononukleére Zellen (Lymphozyten und Monozyten) bei der Fraktionierung
aufgrund ihrer niedrigeren Dichte in der Interphase zwischen Plasma (enthéalt die
Thrombozyten) und Ficoll-Lésung anreichern, durchdringen Zellen mit einer héheren Dichte
(Erythrozyten und Granulozyten) die Ficoll-Lésung und bilden ein Sediment.

Zum Auftragen der Blut-Probe wurden diese zumeist 1:3 mit PBS verdinnt. 15 ml
vorgelegter Ficoll-Lésung wurden anschlieBend mit 35 ml des Blut-PBS-Gemisches
Uberschichtet. Nach der Zentrifugation (2.000 rpm fir 18 min; ohne Bremse) wurden die
Zellen der Interphase abgenommen und anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen
(1.500 rom for 5 min). Zur Entfernung der Thrombozyten erfolgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt (800 rpm fir 10 min). AnschlieBend wurden die Zellen je nach
Verwendungszweck in Kulturmedium oder PBS resuspendiert und die Zellzahl bestimmt.
Gesunde PBMC fir nachfolgende Experimente wurden mit 5 x 108 Zellen je ml in Kultur

genommen.

3.2.2.5 lIsolation ruhender/naiver NK-Zellen und Monozyten

Zur Gewinnung von hochreinen Zellpopulationen wurde das Prinzip der MACS-Separation
(Magnetic Activated Cell Sorting) angewendet. Dieses basiert auf der negativen Selektion
der gewunschten Zellen (diese bleiben unbeeinflusst) durch magnetische Markierung aller
unerwiinschten Zellen mittels derer spezifischen Oberflachenmolekile (z.B. CD3 fur T-Zellen
und CD19 flir B-Zellen). Die genaue Zusammensetzung des primaren Antikdrper-Cocktails
(Biotin-markiert) ist unbekannt, richtet sich jedoch gegen alle Zellen innerhalb der PBMC
auBBer NK-Zellen bzw. Monozyten. Der sekundare Antikdrper (anti-Biotin) ist mit Magnet-
Beads gekoppelt und bindet spezifisch an den primaren Antikérper. So werden die
Antikdrper-markierten Zellen in einem starken Magnetfeld in der MACS-S&ule zuriick-
gehalten, wahrend die nicht-markierten NK-Zellen bzw. Monozyten diese durchlaufen und so
angereichert werden. Die Reinheit der Populationen wurde anschlieBend mittels FACS-
Analyse bestimmt (CD56*CD3" fur NK-Zellen bzw. CD14* fir Monozyten) und lag in der
Regel bei Uber 95%. Zur Gewinnung von reinen NK-Zellen oder Monozyten aus frisch
isolierten PBMC wurden das NK Cell Isolation Kit bzw. Monocyte Isolation Kit II gemaR den
Herstellerprotokollen verwendet.
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3.2.2.6 Generierung polyklonaler NK-Zellen (pNKC)

Zur Herstellung polyklonaler NK-Zellen wurden zunadchst PBMC aus Vollblut oder
Leukaphereseprodukten mittels Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Die Zellen wurden in
Kulturmedium aufgenommen, auf 1 x 107 Zellen je ml eingestellt, in eine Zellkulturflasche
Uberfihrt und anschlieBend fir 1 h im Brutschrank inkubiert. Durch vorsichtige Entnahme
des Uberstandes konnten die an die Kunststoffoberflache adharierten Monozyten aus dem
Zeligemisch entfernt werden. Der Uberstand wurde zentrifugiert und die Zellen anschlieBend
in Kulturmedium (mit dem Zusatz von 2 mM L-Glu und 50 U IL-2 pro ml) aufgenommen und
auf 8 x 10° Zellen pro ml eingestellt. Zellen der Linie K562-41BBL-IL15 dienten als Feeder-
Zellen. Diese wurden mit 30 Gray bestrahlt, einmal mit PBS gewaschen (1.500 rpm fir 5
min) und in Kulturmedium (versetzt mit 2 mM L-Glu) auf 2 x 10° Zellen je ml eingestellt. Von
beiden Zellsuspensionen wurden nun jeweils 500 pl in die inneren 8 wells einer 24 well-
Platte pipettiert; in die duBeren wells wurde jeweils 600 pl PBS als Verdunstungsschutz
gegeben. Die Platten wurden fiir 10 Tage im Brutschrank inkubiert. Aller zwei Tage wurde
jedem well 200 pl Uberstand entnommen und 200 pl frisches Medium (mit 25 U IL-2 je ml)
zugesetzt. An Tag 10 wurde die Reinheit der polyklonalen NK-Zellen (CD56*CD3") mittels
FACS-Analyse ermittelt.

3.2.3 Durchflusszytometrie

Die Expression verschiedener Proteine auf der Zelloberfliche wurde mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. Die zu untersuchenden Zellen wurden dazu mit Zielmolekul-
spezifischen Antikérpern, direkt oder indirekt mit Fluorezenzfarbstoffen markiert, angefarbt.
Die Analyse erfolgte mit dem Cytomics FC 500 oder dem FACS BD FACS Canto™ II, zur
Auswertung wurde die integrierte Software bzw. das Analyse-Programm FlowJo vX.0.7
verwendet.

Bei der Messung werden die Zellen durch hydrodynamische Fokussierung vereinzelt und
durch einen geblndelten Laserstrahl gefihrt. So kommt es zur Anregung der gekoppelten
Fluoreszenzfarbstoffe, die daraufhin Licht bestimmter Wellenlange emittieren. Dieses Licht
kann durch ein komplexes System von Spiegeln und Filtern im Durchflusszytometer
geblndelt und zerlegt werden. Fir jeden unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoff bekommt
man somit ein spezifisches Signal. Unabhangig von den gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffen
lasst sich eine Aussage Uber die GréBe und Granularitat der Zellen treffen.
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3.2.3.1 Allgemeines Protokoll

Zur Farbung wurden unmarkierte (priméare) Antikbrper mit einer Konzentration von 10 pg/ml
(ebenso die Isotyp-Kontrollen) eingesetzt. Sekundare Antikdrper wurden 1:100 bis 1:200
verdinnt und direkt markierte Antikbrper wurden 1:25 verdinnt eingesetzt. Alle
Antikérperverdiinnungen wurden in FACS-Puffer mit humanem 1gG (10 pg/ml) hergestellt
und jeweils mit 50 pl zur Farbung eingesetzt.

Zum Blockieren unspezifischer Bindungsstellen wurden die zu untersuchenden Zellen in
FACS-Puffer mit 10 pg/ml humanem IgG aufgenommen und 1 h bei 4°C inkubiert. Danach
wurden die Zellen in einer 96 well-Platte verteilt und in der Platte zentrifugiert (2.000 rpm fir
2 min). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in der primaren Antikérperldsung
resuspendiert. Nach der Inkubation (30 min bei 4°C) wurden die Zellen zweimal mit FACS-
Puffer gewaschen, um ungebundene Antikérper zu entfernen. Um gebundenen priméren
Antikérper zu detektieren, wurde das Zellpellet anschlieBend in sekundérer Antikérperlésung
resuspendiert und die Zellen fir 20 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Im Anschluss wurde
erneut zweimal gewaschen und ggf. erfolgte ein weiterer Inkubationsschritt mit direkt-
markierten Antikérpern (20 min bei 4°C im Dunkeln). Danach wurden die Zellen noch einmal
gewaschen und das Zellpellet wurde in 300 pl FACS-Puffer resuspendiert und bis zur
Messung bei 4°C im Dunkeln gelagert.

3.2.3.2 Messung der Bindung von Fusionsproteinen

Zum Nachweis der Bindung des BAFFR-Ig Fusionsproteins an BAFF auf der Oberflache von
Zielzellen wurden die Zellen in FACS-Puffer (ohne humanes IgG oder alternativ mit 10 pg/ml
mouse IgG) aufgenommen, in eine 96 well-Platte gegeben und anschlieBend zentrifugiert.
Das BAFFR-Ig wurde auf 5 pug/ml in FACS-Puffer (ohne humanes IgG) verdinnt und mit
50 pl zur Farbung eingesetzt. Nach einer Inkubation von 30 min bei RT wurde zweimal
gewaschen und das Zellpellet in sekundarer Antikérperldsung (mouse-anti-human-lgG1-PE;
1:200 in FACS-Puffer) resuspendiert. Nach einer Inkubation von 15 min bei RT wurde erneut
gewaschen. Optional wurden die Zellen anschlieBend mit direkt-markierten Antikérpern
gefarbt (10 min bei RT), anschlieBend in FACS-Puffer resuspendiert und bis zur Messung
bei 4°C gelagert.

3.2.3.3 Messung intrazellularen BAFF-Proteins

Zur Analyse der intrazellularen BAFF-Expression wurde das Cytofix/Cytoperm™ Kit von BD
Biosciences verwendet. Hierbei erfolgte zunachst eine Selektion der CD56*CD3" NK-Zellen
mittels extrazelluldrer Farbung mit direkt gelabelten Antikérpern genal dem in Punkt 3.2.3.1
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beschriebenen Protokoll. AnschlieBend wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und
zur Farbung toter Zellen fir 20 min mit 200 pl fixable aqua auf Eis im Dunkeln inkubiert.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS erfolgten Fixierung, Permeabilisierung und
intrazelluldare Farbung geman Herstellerangaben.

3.2.3.4 Messung apoptotischer und toter Zellen mittels AnnexinV/7-AAD

Zum Nachweis apoptotischer und toter Zellen wurde das AnnexinV-PE/7-AAD Kit von BD
Pharmingen verwendet und nach Herstellerangaben durchgefiihrt. AnnexinV bindet an das
im Zuge der Apoptose von der Membraninnenseite auf die —auBenseite translozierte
Phospholipid Phosphatidylserin, wahrend 7-AAD in die DNA toter Zellen interkaliert. Lebende
Zellen sind damit als AnnexinV/7-AAD", frih-apoptotische Zellen als AnnexinV+*/7-AAD" und
spat-apoptotische oder tote Zellen als AnnexinV+*/7-AAD* definiert.

3.2.4 Analyse der NK-Zell-Reaktivitat

3.2.4.1 NK-Zell-Zytotoxizitat (BATDA-Europium-Assay)

Die Zytotoxizitdt von NK-Zellen gegen eine spezifische Zellpopulation wurde mit Hilfe des
BATDA-Europium-Assay analysiert. Dazu wurden die Zielzellen mit BATDA (2,2°:6°,2"-
terpyridine-6,6"-dicarboxylacid acetoxymethylester) vorinkubiert, dessen Esterbindung nach
Aufnahme in die Zelle hydrolysiert wird, wodurch der aktivierte Ligand (TDA) in der Zelle
verbleibt und nur durch Lyse der Zielzellen in den Kulturliberstand abgegeben wird. Durch
Bindung des freigesetzten Liganden an das zugegebene Europiumsalz bildet sich ein stabiler
Chelat-Komplex (EuTDA), dessen Fluoreszenzsignal direkt mit der Anzahl lysierter Zellen
korreliert. Die spezifische Lyse wurde folgendermafen berechnet:

Lyse [o/o] = (WertProbe - Wertspontan) / (Wertmaximal - Wertspontan) X 100

Die Zielzellen wurden mit 2 x 10® in 2 ml Kulturmedium aufgenommen, mit 4 ul BATDA-
Lésung versetzt und fir 1 h unter regelmaBigem Schitteln bei 37°C inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen finfmal mit warmen Medium gewaschen (Zentrifugation bei 300 g fur
7 min) und auf 5 x 10* Zellen je ml eingestellt. AnschlieBend wurden die Zellen mit 100 pl je
well in eine 96 well-Platte (5 x 10° Zielzellen je well) gegeben. Optional wurde nun 10 ug/ml
Rituximab zugesetzt und fir 30 min bei 37°C inkubiert. Die Effektorzellen wurden
entsprechend des gewilnschten Verhaltnisses von Effektor- zu Zielzelle (E:T Ratio)
eingestellt und mit 100 upl je well zu den vorgelegten Zielzellen pipettiert. Anstatt
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Effektorzellen wurden 100 pl Medium fir den Spontanrelease bzw. 100 pl 1%-ige Triton X-
100-Lésung zur Bestimmung des Maximalrelease zu den Zielzellen gegeben. AnschlieBend
wurden die Platten kurz zentrifugiert (100 g flr 2 min) und 2 h bei 37°C inkubiert. Danach
wurde erneut zentrifugiert (200 g fiir 5 min), 20 ul des Uberstandes entnommen, mit 200 pl
Europium-Lésung in einer 96 well-Platte vermischt und anschlieBend die Fluoreszenz
bestimmt.

Zur Analyse des Einflusses von BAFF auf die NK-Lyse von CLL-Zellen wurden die Zielzellen
vor dem Zytotoxizitatsassay fur 24 h mit BAFF bzw. BAFF und Belimumab oder einer
Isotypkontrolle mit 2,5 x 108 Zellen in 500 pl Zellkulturmedium vorbehandelt, gewaschen und
anschlieBend auf die fir den Assay benétigte Zellzahl von 2 x 108 in 2 ml eingestellt.

3.2.4.2 NK-Zell-Degranulation und —Aktivierung (CD107a- und CD69-Assay)

Die Oberflachenexpression von CD107a bei NK-Zellen dient als Nachweis far die
Ausschittung lytischer Granula (Degranulation), da dieses Protein bei der Verschmelzung
von Vesikel- mit Zellmembran an die Zelloberflache gelangt. Die CD107a-Expression
korreliert mit der NK-Zell-vermittelten Lyse der Zielzellen und kann als Surrogatmarker far die
NK-Zell-Reaktivitat verwendet werden. Ein weiterer klassischer Aktivierungsmarker ist das C-
Typ Lektin CD69, welches als das friheste durch Aktivierung induzierbare
Oberflachenprotein auf Lymphozyten gilt.

Zur Messung der NK-Reaktivitat im allogenen System wurden primére CLL Zellen aufgetaut,
auf 5 x 108 Zellen/ml eingestellt und in An- oder Abwesenheit von BAFF (500 ng/ml) in einer
24-well Platte fir 24 h bei 37°C kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen neu gezahli, in
frisches Zellkulturmedium aufgenommen und zusammen mit pNKC mit einer Zellzahl von
jeweils 1 x 10® (E:T Ratio 1:1) in einem Endvolumen von 400 pl in einer 24-well Platte in An-
oder Abwesenheit von Rituximab (10 pg/ml) inkubiert. Nach 4 h bzw. 24 h erfolgte nach
Selektion der NK-Zellen (CD56*CD3") die Analyse der CD107a- bzw. CD69-Expression auf
der Oberflache der NK-Zellen mittels FACS. Zur Erh6hung der Sensitivitdt wurde im Falle
des CD107a-Assays der CD107a- bzw. Isotypkontrollantikérper direkt zum Ansatz
hinzugegeben, war also wahrend der vierstindigen Inkubationszeit anwesend, wahrend im
Falle der CD69-Analyse erst nach Ablauf der 24 h wie gewohnt gefarbt wurde.

Zur Analyse der Reaktivitdt autologer NK-Zellen innerhalb der Patienten-PBMC wurde
Primarmaterial mit moderater Leukamiezellzahl (40-80%) aufgetaut, auf 5 x 10° Zellen/ml
eingestellt und alleine oder mit BAFF (500 ng/ml) in einer 24-well Platte fir 24 h bei 37°C
inkubiert. Fir den CD107a-Assay wurden die Zellen anschlieBend neu gezahlt und mit
1,5 x 108 Zellen in 100 pl in eine 96-well Platte transferiert. Die Zellen wurden nun entweder
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alleine oder mit Rituximab (10 pg/ml) in Anwesenheit des CD107a- bzw. Isotyp-Antikérpers
fir weitere 4 h inkubiert. Zur Bestimmung der CD69-Expression wurden die Zellen nach der
24-stlindigen Vorbehandlung auf 3 x 10® Zellen in 300 ul in einer 48-well Platte eingestellt,
ebenfalls mit Rituximab behandelt und flir weitere 24 h inkubiert. Nach Beendigung der
Inkubationszeiten wurden die NK-Zellen innerhalb der Patienten-PBMC mit CD56*CD3"
selektiert bzw. zusatzlich mit CD69 gefarbt und anschlieBend im FACS analysiert.

3.2.4.3 Autologe Lyse

Zur Bestimmung der NK-Zell-vermittelten Lyse von primdren CLL-Zellen im autologen
System wurden PBMC von Leukamiepatienten mit moderater Leuk&miezellzahl (40-80%) im
sogenannte FACS based lysis assay verwendet. Hierfir wurden die Patienten-PBMC mit
1 x 108 Zellen in 500 pl in einer 24-well Platten ausplattiert und mit oder ohne BAFF bzw.
BAFF zusammen mit Belimumab oder einem Isotypkontrollantikbrper inkubiert. Nach 48 h
wurde Rituximab (10 pg/ml) zugegeben und flr weitere 24 h inkubiert. AnschlieBend wurden
die CLL-Zellen mittels CD19- und CD5-Antikérpern selektiert und zur Bestimmung toter
Zellen mit 7-AAD gefarbt. Um die Analyse gleicher Assay-Volumina und somit eine
quantitative Bestimmung der in jeder Probe verbleibenden Anzahl lebender Zellen zu
ermoglichen, wurde jeder Probe die gleiche Menge an ungeférbten Kalibrierungsbeads
zugegeben. Im FACS erfolgte dann die Messung der lebenden Zellen pro 200000
aufgenommenen beads. Der prozentuale Anteil lebender Zellen bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle berechnete sich anschlieBend wie folgt: 7-AAD negative Zellen in der
zu analysierenden Probe/7-AAD negative Zellen in der Kontrollprobe x 100.

3.2.5 Generierung von Kulturiiberstanden zur Analyse der BAFF- Freisetzung

Zur Untersuchung, ob NK-Zellen BAFF I8slich freisetzen, wurden die Zellen (ruhende NK-
Zellen oder pNKC) mit einer Zellzahl von 2,5 x 10° in 24-well Platten in einem Endvolumen
von 500 pl far 72 h kultiviert. Zur Analyse der Induktion der BAFF-Freisetzung nach
Aktivierung der Fc-Rezeptoren (CD16) durch die Fc-Anteile von Antikérpern, wurden NK-
Zellen mit Rituximab, Obinutuzumab oder Ofatumumab inkubiert. Die Antikérper wurden
zuvor auf 24-well Platten Uber Nacht bei 4°C immobilisert und ungebundener Antikdrper mit
PBS weggewaschen. Zur Aktivierung der NK-Zellen durch Zytokine wurden IL-2 (200 U/ml)
oder IL-15 (10 ng/ml) direkt zum well dazu gegeben. Nach 72 h wurden die Kulturiberstande
zentrifugiert (3.000 rpm fir 5 min) und direkt im ELISA analysiert.
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3.2.6 ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

Ein ELISA ist ein immunologisches Verfahren, basierend auf einer enzymatischen
Farbreaktion, zum Nachweis verschiedenster Molekule mittels spezifischer Antigen-
bindender Antikérper (Sandwich-ELISA). Der erste Antikdrper (capture) wird immobilisiert
und nach dem Blocken (zur Minimierung unspezifischer Bindungen) mit Antigen-haltiger
Probe inkubiert. Nach dem Waschen verbleibt Antikérper-gebundenes Antigen auf der Platte
und die Bindung des zugegebenen sekundaren Antikérpers (detection) fihrt zur Bildung
eines Antikérper-Antigen-Antikérper-Komplexes. Zum quantitativen Nachweis des Antigens
wird anschlieBend Streptavidin-HRP (bei Biotin-Markierung des sekundaren Antikdrpers)
oder ein HRP-gekoppelter tertiarer Antikdrper zugegeben. Nach Zugabe eines chromogenen
Substrats fuhrt die enzymatische Aktivitat der HRP zu einem Farbumschlag, der die
Berechnung der Antigen-Konzentration ermdéglicht.

Fir den BAFF-ELISA wurde ein matched pair detection set von Adipogen, fir den April-
ELISA der April ELISA Platinum von eBioscience eingesetzt und jeweils nach
Herstellerangaben durchgefihrt.

3.2.7 Aufreinigung und Analyse von BAFF aus Zellkulturiiberstanden von
pNKC

3.2.7.1 BAFF-Aufreinigung

pNKC wurden wie unter Punkt 3.2.2.6 aufgefthrt generiert. An Tag 10 ihrer Herstellung
wurden die Zellkulturiberstadnde durch zweimaliges zentrifugieren (bei 1500 rpm far 5 min)
geerntet und bei 4°C gelagert. Zur Generierung ausreichender Mengen Uberstandes,
wurden die Zellkulturiberstande verschiedener pNKC-Chargen gepoolt und Uber mehrere
Wochen gesammelt, bis ein Ausgangsvolumen von ca. 2 Litern erreicht war. Der gepoolte
Uberstand wurde mittels GréBenausschlussfiltration auf ein Volumen von ca. 20 ml
konzentriert. AnschlieBend erfolgte die BAFF-Aufreinigung. Hierfir wurden Belimumab bzw.
Rituximab als Kontrolle auf einer CNBr-aktivierten Sepharose 4B Saule nach
Herstelleranleitung immobilisiert. Der konzentrierte pNKC-Zellkulturiberstand zirkulierte
dann Gber Nacht bei 4°C Uber ein seriell geschaltetes zwei-Saulen-System. Das Eluat wurde
anschlieBend mit Natriumzitrat pH 2,5 eluiert und mittels GréBenausschlussfiltration mit PBS
neutralisiert, konzentriert und gewaschen. Um die Reinheit des aufgereinigten BAFF zu
erhéhen, wurde das Eluat der Belimumab-Saule einer zweiten Aufreinigungsrunde unter

identischen Bedingungen unterzogen.
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3.2.7.2 Peptidmassenfingerprint-Analyse von aufgereinigtem BAFF

Das Eluat der Belimumab-S&ule wurde mit Dithiothreitol und lodacetamid vorbehandelt und
anschlieBend mit Trypsin verdaut. Nach Aufreinigung und Entsalzung mit einer Cig-Matrix
(ZipTipCas), wurden die Peptide mittels eines an Ultrahochleistungs-
flissigkeitschromatographie (ultra high performance liquid chromatography, UHPLC)
gekoppeltes Massenspektrometers (liquid chromatography - mass spectrometry, LC-MS/MS)
analysiert. Die verwendete Software Proteome Discoverer 1.4 Ubermittelte die Rohdaten des
Massenspekirometers an einen lokalen MASCOT-Server (Mascot software ver 2.2.04), um
mit der Datenbank Uniprot/Swiss-Prot (www.uniprot.org, Taxonomie homo sapiens) die
Fragmentspekiren zu annotieren. Eine mdgliche Oxidation von Methioninen, sowie
Carbamidomethyl-Modifikationen von Cysteinen wurden als dynamische Modifikation
zugelassen. Um die Qualitat der generierten Daten zu sichern, wurde eine Falschpositiv-
Rate (false discovery rate, FDR) von g<0.01 angelegt. In der Auswertung wurden nur
Peptide mit einem tryptischen Schnittmuster berlcksichtigt.

3.2.8 Bestimmung der Metabolischen Aktivitat

Zur Bestimmung der metabolischen Aktivitat von CLL-Zellen wurde der WST-1 Assay von
Roche verwendet. Das Prinzip dieses Assays basiert auf der Spaltung des Tetrazolium
Salzes WST-1 (4-[3-(4 Jodophenyl)-2-(4-Nitrophenyl) -2H-5-Tetrazolio]-1,3-
Benzendisulfonat) durch mitochondriale Dehydrogenasen in den Farbstoff Formazan. Da
diese Enzyme nur in vitalen Zellen aktiv sind, dient die WST-1 Reduktion als Maf3 fir die
Zellviabilitdt. Ein Anstieg der Zahl an lebenden Zellen fuhrt zu einer Erhéhung der
enzymatischen Aktivitdt in einer Probe, was wiederum zu einer verstarkten Bildung des
Farbstoffes Formazan fihrt, was damit direkt mit der Zahl metabolisch aktiver Zellen in der
Probe korreliert. Die Menge an gebildetem Formazan kann photometrisch bei einer
Wellenlange von 450 nm - 650 nm gemessen werden. Zur Bestimmung der metabolischen
Aktivitat von CLL-Zellen wurden je 2x10° in 100 pl Endvolumen in einer 96-well
Flachbodenplatte fir 72 h in An- oder Abwesenheit von BAFF und ggf. Belimumab oder
Isotypkontrollantikbrper  kultiviert.  Die  Messung  erfolgte  anschllieBend  nach
Herstellerangaben.

3.2.9 Bestimmung der Proliferation

Zur Messung der Zell-Proliferation diente der [*H]-Thymidin-Uptake. Grundlage dieser
Methode ist der Einbau von [*H]-markiertem Thymidin in die im Zuge der mitotischen
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Zellteilung neu gebildete DNA der betreffenden Zellen. Hierfir wurden die zu
untersuchenden Zellen (primare CLL-Zellen oder Raji) zunachst in einer 96-well Platte in
100 pl ausgesat und mit 14,8 kBq (20 pl) *H-Thymidin beladen. Nach Inkubation von 16-18 h
bei 37°C wurden die Zellen mit Hilfe eines Erntegerates geerntet und zum Trocknen auf
FlieBpapier aufgebracht. SchlieBlich wurde das FlieB zusammen mit Szintillationsfllssigkeit
verschwei3t und die Radioaktivitat in cpm (counts per minute) im B-Counter bestimmt.

3.2.10 Western-Blot

Im Western-Blot kénnen Proteine innerhalb von Proteingemischen mittels Antikdrper
identifiziert und quantifiziert werden. Hierflir missen die zuvor aus Zellen isolierten
Proteingemische mittels SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) aufgetrennt
und anschlieBend auf eine Membran Ubertragen werden. Die auf der Membran fixierten
Proteine kdnnen dann mit Hilfe spezifischer Antikdrper identifiziert werden.

3.2.10.1 Proteinisolation

Protein wurde aus pelletierten Zellen isoliert, welche entweder frisch verwendet oder bis zum
Zeitpunkt der Isolation bei -80°C gelagert wurden. Zunachst wurden 5 x 108 Zellen in 100 pl
RIPA-Puffer, welcher zuvor mit 17,5 ng PMSF pro ml versetzt wurde, lysiert. Die Zellen
wurden mit Hilfe einer Spritze und Kanule (25G) aufgeschlossen und fir 5 min auf Eis lysiert.
Die verbliebenen zellularen Bestandteile wurden bei 13000 rpm fir 10 min bei 4°C
zentrifugiert. Das im Uberstand enthaltende Proteinlysat wurde anschlieBend quantifiziert.

3.2.10.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe der Roti®-Nanoquant-Lésung nach Bradford
bestimmt. Hierfir wurden in einer 96-well Platte jeweils 49 pl ddH2O vorgelegt und je 1 ul der
zuvor 1:10 in RIPA-Puffer vorverdiinnten Proteinlésung bzw. des Standards (0 mg/ml —
4 mg/ml) zugegeben. AnschlieBend wurden je 200 pl der 1:5 in ddH20 vorverdinnten Roti®-
Nanoquant-Arbeitslésung zugegeben und 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die
Proteinkonzentration wurde mit Hilfe der Standardgeraden anhand des Quotienten der im
ELISA-Gerat gemessenen Optischen Dichte (590 nm/450 nm) bestimmt.

3.2.10.3 SDS-Page

Unter SDS-PAGE versteht man die elektrophoretische Auftrennung eines Proteingemischs
auf einem Polyacrylamidgel aufgrund der molekularen Masse der Proteine. Voraussetzung
dafir ist die vorrausgegangene Denaturierung der Proteine und Uberlagerung ihrer
Eigenladung mittels  des anionischen Detergens SDS (Sodium-Dodecylsulfat). Zur
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Durchfihrung der SDS-PAGE wurden zunéchst je 20 pg Protein mit 5 pl LDS-Puffer und 2pl
reducing agent versetzt, mit ddH2O auf ein finales Volumen von 20 pl aufgefillt und fir
10 min bei 70°C erhitzt. Die Bolt® Bis-Tris Plus Gele wurden gemaf Herstellerangaben in
eine mit 400 ml 1x MOPS-Laufpuffer geflllte Gelkammer installiert und mit den Proben bzw.
2-3 pl des Proteinstandards beladen. Die Proteinauftrennung erfolgte anschlieBend bei
165 V fir ca. 45 min.

3.2.10.4 Semi-Dry Blotting und Western Blot

Die mit Hilfe der SDS-page aufgetrennten Proteine wurden mittels Semi-Dry Blotting auf eine
PVDF-Membran transferiert. Hierfir wurden das Filterpapier und die Membran zunéchst in
Transferpuffer gelegt. Die Membran wurde zuvor kurz in MeOH geschwenkt und
anschlieBend mit Wasser gewaschen. Zum blotten wurden Filterpapier, Gel und Membran
wie folgt auf dem Semi-Dry Blotter angeordnet (von unten nach oben, unten befindet sich die
Anode): Filterpapier, Gel, Membran, Filterpapier. AnschlieBend wurde fir 75 min mit 75 mA
geblottet. Nach der Proteinlbertragung wurde die Membran fir 15 min in Waschpuffer
gewaschen und freie Bindestellen anschlieBend fir 1 h mit Roti-Block blockiert. Die
anschlieBende Inkubation mit dem in Roti-Block gelésten Primarantikérper erfolgte entweder
fir 2 h bei RT oder Uber Nacht bei 4°C. Nach finfmaligem Waschen fur je 10 min mit
Waschpuffer wurde die Membran far 1 h bei RT mit dem Sekundéarantikérper inkubiert,
gefolgt von abermaligem Waschen. Substrat- und Réntgenfilmexposition erfolgten nach
Herstellerangaben.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression von BAFF und APRIL in NK-Zellen

4.1.1 Oberflachenexpression von BAFF und APRIL

Von anderen Untersuchern wurde mittels Western Blot eine Expression von BAFF-Protein in
NK-Zellen gezeigt.?®* Ob BAFF jedoch auf der Zelloberflache exprimiert oder l6slich
freigesetzt wird, wurde dabei nicht untersucht. Zur Analyse der BAFF-Expression auf der
Zelloberflache wurde die Methode der Durchflusszytometrie verwendet. Hierflr wurden
zundchst  verschiedene  Reagenzien hinsichtlich  ihrer  Eignung zur  BAFF-
Oberflachendetektion, vor allem unter Berlcksichtigung ihrer Spezifitdt und Sensitivitat,
charakterisiert. Dabei dienten 293-BAFF Transfektanten und IFN-y-stimulierte Monozyten als
Positiv- bzw. untransfizierte parentale 293-Zellen und die Lymphomzelllinie Raji als
Negativkontrollen. Untersucht wurden neben drei verschiedenen monoklonalen Antikérpern
(mAb; Klone 1D6, 148725 und 137314) ein BAFFR-lIg Fusionsprotein, sowie der
therapeutische mAb Belimumab (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Charakterisierung von Reagenzien zur Detektion von BAFF auf der
Zelloberflache. Parentale und BAFF-transfizierte 293-Zellen, IFN-y-stimulierte Monozyten und Raji-
Zellen wurden mittels FACS auf die Expression von BAFF untersucht. Verwendet wurden hierfur ein
BAFFR-Ig Fusionsprotein, verschiedene anti-BAFF mAb (1D6, 148725 und 137314) und Belimumab

(ausgefullte Histogramme) mit den jeweiligen Isotypkontrollen (offene Histogramme).
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Sowohl mit dem BAFFR-Ig als auch dem anti-BAFF mAb 1D6 wurde ein positives Signal auf
den BAFF-Transfektanten und den Monozyten, aber nicht auf den parentalen 293-Zellen
oder der Raji-Zelllinie detektiert. Obwohl auch die beiden anti-BAFF mAb 148725 und
137314 BAFF auf der Oberflache der Positivkontrollzellen ein Signal ergaben, zeigten diese
auch eine unspezifische Bindung an die 293-Parental- und die Raji-Zellen, was diese mAb
Klone fir weitere Untersuchungen ausschloss. Der therapeutische Antikérper Belimumab
ergab ebenfalls ein positives Signal auf BAFF-Transfektanten, welche unphysiologisch hohe
BAFF-Level exprimieren, aber nicht auf den anderen Zelltypen. Dies schlieBt auch
Belimumab als Reagenz zur BAFF-Oberflachendetektion aus. Insgesamt wurde mit den
Reagenzien, die humane Fc-Teile enthalten, einschlieBlich der Kontrollreagenzien, ein
starkes Signal auf Monozyten detektiert, was eine unspezifische Bindung an Fc-Rezeptoren
andeutet. Dies wurde nicht mit mlgG1 beobachtet, was darauf hindeutet, dass der BAFF
mAb 1D6 tatséchlich zur Detektion von BAFF geeignet ist. Da auch mit dem BAFFR-Ig auf
den Monozyten eine im Vergleich zur Isotypkontrolle etwas starkere Bindung zu detektieren
war, wurden zunachst sowohl das BAFFR-Ig Fusionsprotein als auch der mAb 1D6 zur
Analyse von BAFF auf der Zelloberflache von NK-Zellen verwendet. Aufgrund der hdheren
Sensitivitdt des mAb 1D6, wurde im weiteren Verlauf der Untersuchungen jedoch nur noch

dieser eingesetzt.
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Abbildung 3: Analyse der BAFF-Expression auf NK-Zellen. Ruhende NK-Zellen innerhalb von
PBMC gesunder Spender oder pNKC wurden mittels CD56+*CD3- selektiert und mit dem mAb 1D6
oder BAFFR-Ig Fusionprotein mittels FACS auf die Expression von BAFF untersucht. Ausgeflltes
Histogramm, BAFF mAb/BAFFR-Ig; offenes Histogramm, Isotyp-Kontrolle (links). Die spezifischen
Fluoreszenz-Indices (SFI) von jeweils 10 Spendern mit dem mAb 1D6 sind in der Abbildung rechts

kombiniert dargestellt. SFI-Werte >1,5 gelten als positive Expression; der Median ist angezeigt als (-).
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Mit beiden Reagenzien konnte weder auf ruhenden, CD56*CD3" selektierten NK-Zellen
innerhalb von PBMC gesunder Spender, noch auf gemas eines Protokolls flr adoptiven
Transfer generierten polyklonalen NK-Zellen (pNKC) BAFF detektiert werden (Abbildung 3).
Dies deutet darauf hin, dass NK-Zellen entweder kein oder nur sehr geringe und unterhalb
des Detektionslimits liegende BAFF-Level auf der Zelloberflache exprimieren. Auch APRIL,
welches Untersuchungen Anderer zufolge direkt I6slich freigesetzt und nicht auf der
Oberflache exprimiert wird'*® konnte weder auf ruhenden noch polyklonalen NK-Zellen
detektieren werden (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Analyse der APRIL-Expression auf NK-Zellen. CD56+CD3- NK-Zellen innerhalb von
PBMC gesunder Spender sowie pNKC wurden mittels FACS auf die Oberflachen-Expression von
APRIL untersucht. Ausgefillites Histogramm, APRIL mAb; offenes Histogramm, Isotyp-Kontrolle.

4.1.2 Expression von BAFF und APRIL mRNA in NK-Zellen

Zur Analyse der BAFF- und APRIL-Expression auf mRNA-Ebene wurde eine RT-PCR
durchgefiihrt. Hierfir wurden zunachst ruhende NK-Zellen aus frisch isolierten PBMC
gesunder Donoren mittels MACS isoliert und dabei eine Reinheit von ca. 95% erreicht.
Sowohl aus den ruhenden als auch polyklonalen NK-Zellen, welche ebenfalls eine Reinheit
von ca. 90% aufwiesen, wurde RNA gewonnen und die nach Reverser Transkription
erhaltene cDNA fir die Analyse der BAFF- und APRIL-mRNA-Expression eingesetzt. Als
Positiv- bzw. Negativkontrollen fir eine BAFF-Expression diente RNA von 293-BAFF
Transfektanten und untransfizierten Parentalzellen, sowie von IFN-y-stimulierten Monozyten
und Raji-Zellen. Als Positivkontrolle fir eine Expression von APRIL mRNA dienten ebenfalls
IFN-y-stimulierte Monozyten. In nahezu allen von uns getesteten Spendern von sowohl
ruhenden als auch  polyklonalen NK-Zellen konnte mRNA fir BAFF und APRIL
nachgewiesen werden (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Analyse der mRNA-Expression von BAFF und APRIL in NK-Zellen. MACS isolierte
ruhende NK-Zellen und pNKC von jeweils drei reprasentativen Donoren, sowie parentale und BAFF-
transfizierte 293-Zellen, IFN-y-stimulierte Monozyten und Raji-Zellen wurden mittels RT-PCR auf die
Expression von BAFF (links) und APRIL (rechts) mRNA untersucht. Die Expression von GAPDH

mRNA diente dabei als Kontrolle.

Um auszuschlieBen, dass die detektierte BAFF mRNA auf eine geringfligige Kontamination
der NK-Zellpopulation durch BAFF-exprimierende andere Zelltypen, wie z.B. Monozyten oder
aktivierte B- oder T-Zellen, zurlckzufiihren ist, wurden diese mittels FACS-Sorting unter
Verwendung spezifischer Antikérper gegen CD14, CD19 und CD3 durchflusszytometrisch
aus der pNKC-Zellsuspension aussortiert. Es zeigte sich, dass sowohl die sortierten pNKC,
welche eine Reinheit von nahezu 100% aufwiesen, ebenso wie die unsortierten pNKC BAFF
mRNA exprimieren (Abblidung 6).

BAFF | -
GAPDH ‘ -.--‘

Abbildung 6: Analyse der Expression von BAFF mRNA in hochreinen pNKC. Mittels FACS-
Sorting wurden CD19+, CD14+ und CD3* Zellen aus der pNKC-Zellsuspension aussortiert und die
Expression von BAFF mRNA mittels RT-PCR untersucht. Abermals dienten parentale bzw. BAFF-

transfizierte 293-Zellen und die Expression von GAPDH mRNA als Kontrolle.

4.1.3 Freisetzung von BAFF und APRIL in Iéslicher Form

Wie bereits erlautert, wird BAFF in der Regel membranstandig exprimiert und durch
proteolytische Spaltung durch eine Furin-Konvertase als I6slicher Faktor abgespalten. APRIL
wird ebenfalls von einer Furin-Konvertase prozessiert. Anders als bei BAFF geschieht dies
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jedoch intrazellular, so dass April direkt I6slich freigesetzt wird, ohne dass es zu einer
membransténdigen Expression kommt. Zur ndheren Analyse einer mdéglichen Freisetzung
von BAFF und APRIL durch NK-Zellen wurden Zellkulturiberstdnde mittels ELISA
untersucht. Hierfir wurden abermals ruhende NK-Zellen aus PBMC gesunder Spender
mittels MACS isoliert und fur 72 h kultiviert. pNKC wurden an Tag 10 ihrer Generierung in
frisches Kulturmedium Uberfihrt und nach anschlieBender ebenfalls 72-stindiger Kultur
analysiert. Die Spezifitdt des ELISA wurde anhand hoher BAFF Spiegel in Kulturiiberstanden
von 293-BAFF Transfektanten und IFN-y-stimulierten Monozyten, sowie anhand nicht
detektierbaren Proteins in Uberstanden der Negativkontrolizellen (293- Parentalzellen, Raji)
belegt. BAFF wurde sowohl von ruhenden als auch polyklonalen NK-Zellen [6slich
freigesetzt, wobei in den Kulturiberstdnden der pNKC immer héhere BAFF-Level als in
denen der ruhenden NK-Zellen detektiert wurden (Abbildung 7, links). Um auszuschlie3en,
dass das I8sliche BAFF von kontaminierenden anderen Zelltypen stammt, wurden
Zellkulturiberstdnde von unsortierten und, wie oben beschrieben durch FACS-Sorting
gewonnenen, reinen pNKC nach 72-stiindiger Kultur miteinander verglichen. Es zeigte sich,
dass sowohl unsortierte als auch reine pNKC l6sliches BAFF freisetzen (Abbildung 7,

rechts).
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Abbildung 7: Analyse der BAFF-Freisetzung durch NK-Zellen. MACS isolierte ruhende NK-Zellen
und pNKC wurden fir 72 h kultiviert und die Kulturliberstdnde anschlieBend mittels ELISA auf
I6sliches BAFF untersucht. Zur Kontrolle wurden auBerdem Kulturiiberstande von 293-BAFF
Transfektanten und untransfizierten Parentalzellen, sowie von IFN-y-stimulierten Monozyten und Raji-
Zellen analysiert (links). Mittels FACS-Sorting wurden CD19+, CD14+ und CD3+ Zellen aus der pNKC-
Zellsuspension aussortiert. Die Freisetzung von léslichem BAFF wurde im Vergleich zu unsortierten
pNKC desselben Spenders mittels ELISA der Zellkulturiberstande nach 72 h untersucht (rechts).

Die l6sliche Freisetzung, trotz nicht nachweisbarer Expression auf der Zelloberflache von
NK-Zellen, kénnte durch eine intrazelluldre Prozessierung und direkte Freisetzung von
BAFF, wie es fur APRIL grundsatzlich gilt und auch fir BAFF schon bei Neutrophilen
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beobachtet wurde, erklart werden.'%2%% APRIL hingegen konnte in Zellkulturiiberstanden von
ruhenden und polyklonalen NK-Zellen auch nach Aufkonzentrierung der Uberstande nicht
detektiert werden. Als Positivkontrolle dienten unbehandelte und IFN-y-stimulierte
Monozyten, in deren Uberstinden die APRIL-Level nach Aufkonzentrierung deutlich
anstiegen (Abbildung 8). Da aus dem Vorliegen von APRIL mRNA nicht notwendigerweise
eine Freisetzung von Protein in léslicher Form zu resultieren scheint, ist dies ein Indiz far
eine mogliche post-transkriptionelle oder post-translationale Regulation der APRIL-

Expression bei NK-Zellen.
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Abbildung 8: Analyse der APRIL-Freisetzung durch NK-Zellen. MACS isolierte ruhende NK-Zellen
und pNKC wurden fir 72 h kultiviert und die Kulturiberstdénde anschlieBend direkt oder nach
Aufkonzentrierung mittels  Ultrafiltration auf 16sliches APRIL mittels ELISA  untersucht.

Kulturliberstande von unbehandelten und IFN-y-stimulierten Monozyten dienten als Positivkontrolle.

4.1.4 Intrazellulare Expression von BAFF

Nachfolgend wurde die BAFF-Expression in NK-Zellen von CLL-Patienten mittels
intrazellularem FACS untersucht. Dies erlaubt eine Analyse der NK-Zellen von CLL-
Patienten mittels Selektion fir CD56*CD3  auch bei einem sehr geringen NK-Zellanteil
innerhalb der PBMC. Zuséatzlich wurde auch die intrazellulare BAFF-Expression von NK-
Zellen gesunder Spender und pNKC analysiert. Die im FACS detektierten BAFF-Level der
patienteneigenen NK-Zellen waren dabei héher als die der gesunden NK-Zellen, wobei, in
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Ubereinstimmung mit den ELISA-Daten, die BAFF-Expression der pNKC wiederum héher
war als die der ruhenden NK-Zellen (Abbildung 9).
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Abbildung 9: FACS-Analyse der intrazellularen BAFF-Expression in NK-Zellen. Ruhende und
polyklonale NK-Zellen gesunder Spender, sowie NK-Zellen von CLL-Patienten wurden mittels
CD56+CD3- selektiert und im FACS auf die intrazelluldre Expression von BAFF untersucht. Die SFI-
Werte von jeweils mindestens 10 Spendern mit mAb 1D6 sind kombiniert dargestellt. SFI-Werte >1,5
gelten als positive Expression; der Median mit SEM ist angezeigt als ().

4.1.5 Einfluss der NK-Zell Aktivierung auf die BAFF-Expression

4.1.5.1 Regulation der Oberflachenexpression von BAFF

Um zu untersuchen, ob und wie die BAFF-Expression in NK-Zellen reguliert wird, wurden
PBMC gesunder Spender alleine oder in Gegenwart von IL-2, IL-15 oder auf Plastik
immobilisiertem Rituximab kultiviert. Die Zytokine fihren dabei eine eher generelle
Aktivierung herbei, wahrend Rituximab eine Stimulation des Fc-Rezeptors, welche fir die
Wirkung dieses therapeutischen Antikdrpers in der CLL-Therapie entscheidend und damit
hier von besonderem Interesse ist, induziert. FACS-Analysen zeigten die erwartete
Hochregulation des Aktivierungsmarkers CD69 auf den NK-Zellen im Laufe der Zeit mit allen
drei Stimuli. BAFF konnte jedoch zu keinem Zeitpunkt und unter keinem Stimulus auf der
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Oberflache detektiert werden. Monozyten innerhalb derselben PBMC-Praparation als
Positivkontrolle zeigten hingegen ein deutliches Signal fir BAFF (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Analyse der BAFF-Expression auf aktivierten NK-Zellen. PBMC gesunder Spender
wurden alleine oder in Gegenwart von IL-2 (200 U/ml), IL-15 (10 ng/ml) oder immobilisiertem
Rituximab (10 pg/ml) kultiviert. Die Expression von CD69 (oben) und BAFF (unten links) auf der
Zelloberflache der CD56+CD3- NK-Zellen wurde zum jeweils angegebenen Zeitpunkt mittels FACS
untersucht. Zum Zeitpunkt 0 h wurden auBerdem Monozyten mittels CD14 selektiert und auf die
Expression von BAFF analysiert (unten rechts). Ausgefiilltes Histogramm, spezifischer mAb; offenes

Histogramm, Isotyp-Kontrolle.

4.1.5.2 Regulation der Freisetzung von BAFF in l6slicher Form

Zur Analyse einer moglichen aktivierungsabhéngigen Regulation der BAFF-Freisetzung
wurden ruhende NK-Zellen aus PBMC gesunder Spender mittels MACS isoliert.
AnschlieBend wurden diese alleine oder in Anwesenheit von IL-2, IL-15 oder immobilisiertem
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Rituximab kultiviert und die BAFF-Level im Zellkulturiberstand zu verschiedenen
Zeitpunkten mittels ELISA gemessen. Alle drei Stimuli fihrten zu einer im Vergleich zu
unbehandelten Zellen verstarkten BAFF-Freisetzung, wobei durch die Stimulation mit den
Zytokinen im Vergleich zu Rituximab héhere BAFF-Spiegel detektiert wurden (Abbildung
11).
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Abbildung 11: Analyse der BAFF Freisetzung durch NK-Zellen nach Aktivierung. MACS isolierte
NK-Zellen wurden fiir die angegebenen Zeiten alleine, mit IL-2 (200 U/ml), IL-15 (10 ng/ml) oder
immobilisiertem Rituximab (10 pg/ml) kultiviert und die Kulturliberstdnde anschlieBend mittels ELISA
auf I8sliches BAFF untersucht. Die Mittelwerte aus drei unabh&ngigen Experimenten sind dargestellt
als relative Freisetzung bezogen auf unbehandelte NK-Zellen (zu jedem Zeitpunkt auf 1 gesetzt,

gestrichelte Linie) mit SEM.

Mittlerweile kommen neben Rituximab auch die beiden neuen, im Vergleich zu Rituximab
immunstimulatorisch potenteren CD20-Antikérper Obinutuzumab und Ofatumumab in der
CLL-Therapie zum Einsatz. W&hrend letzterer sich durch die Bindung eines anderen CD20-
Epitops von Rituximab unterscheidet, wurde durch glycoengeneering des Fc-Teils die
Affinitdt von Obinutuzumab zum Fc-Rezeptor verbessert, was zu einer verstarkten ADCC
fuhrt. In einem weiteren Versuchsansatz wurden nun pNKC in Gegenwart von IL-2, IL-15
oder jeweils einem der an Plastik immobilisierten CD20-Antikérpern fur 72 h kultiviert.
AnschlieBend wurde die BAFF-Freisetzung mittels ELISA der Zellkulturiberstande
analysiert. Die beiden neuen CD20-Antikérper fihrten zu einer im Vergleich zu Rituximab
verstarkten BAFF-Freisetzung der NK-Zellen, wobei der Unterschied mit Obinutuzumab
statistische Signifikanz erreichte. Insgesamt flihrte die CD16-Stimulation der pNKC zu einer
im Vergleich zur Zytokin-Stimulation geringeren Induktion der BAFF-Freisetzung (Abbildung
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12, links). In einzelnen Fallen und in Abhangigkeit vom jeweiligen Spender konnte jedoch
nach NK-Stimulation mit den CD20-Antikdrper auch eine im Vergleich zur Zytokin-
Stimulation starkere BAFF-Freisetzung beobachtet werden (Abbildung 12, rechts, Spender
2) (alle p<0.05, Student’s t-test).
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Abbildung 12: Analyse der BAFF-Freisetzung durch NK-Zellen nach unterschiedlicher CD16-
Stimulation. pNKC wurden flr 72 h unbehandelt belassen, mit IL-2 (200 U/ml), IL-15 (15 ng/ml) oder
mit jeweils 10 pg/ml immobilisiertem Rituximab (R), Obinutuzumab (Obi) oder Ofatumumab (Ofa)
kultiviert. Die Zellkulturiberstdnde wurden anschlieBend mittels ELISA auf 16sliches BAFF untersucht.
Mittelwerte aus Daten sechs verschiedener Spender sind in der Abbildung links als relative
Freisetzung, bezogen auf unbehandelte pNKC, welche in jedem individuellen Datensatz auf 1 gesetzt
wurden, mit SEM dargestellt. In der Abbildung rechts sind exemplarische Ergebnisse zweier
verschiedener Donoren dargestellt, um die Spenderabhangigkeit der Ergebnisse zu verdeutlichen.

Statistisch signifikante Unterschiede (p<0.05, Student’s t-test) sind mit * gekennzeichnet.

4.1.5.3 Regulation der Expression von intrazellularem BAFF-Protein durch CD16

Neben der Freisetzung als l6sliches Protein wurde auch die intrazellulare BAFF-Expression
in CD16-stimulierten pNKC untersucht. Hierfir wurden abermals pNKC in Anwesenheit der
an Plastik immobilisierten CD20-Antikérper Rituximab, Obinutuzumab oder Ofatumumab fir
72 h inkubiert und anschlieBend mittels FACS hinsichtlich ihrer intrazellularen BAFF-
Expression analysiert. In Ubereinstimmung mit den ELISA-Daten, konnte auch hier ein
Anstieg der intrazellularen BAFF-Level nach FcR-Stimulation beobachtet werden.
Obinutuzumab flhrte dabei abermals zu einer im Vergleich zu Rituximab statistisch
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signifikanten Steigerung der BAFF-Expression, wahrend Ofatumumab eine mit Rituximab
vergleichbare BAFF-Expression induzierte (Abbildung 13) (alle p<0.05, Student’s t-test).
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Abbildung 13: Analyse der intrazellularen BAFF-Expression in NK-Zellen nach CD16-
Stimulation. pNKC wurden fiir 72 h unbehandelt belassen oder mit jeweils 10 pg/ml immobilisiertem
Rituximab (R), Obinutuzumab (Obi) oder Ofatumumab (Ofa) kultiviert. Intrazelluldére BAFF-Proteinlevel
wurden mittels FACS mit mAb 1D6 bestimmt. Die SFI dreier verschiedener Spender sind kombiniert
dargestellt als Mittelwert mit SEM. Statistisch signifikante Unterschiede (p<0.05, Student’s t-test) sind

mit * gekennzeichnet.

4.2 Einfluss von BAFF auf die Immunevasion von CLL-Zellen vor der NK-

Zell-vermittelten Immuniiberwachung

4.2.1 Einfluss von BAFF auf die Stoffwechselaktivitdt von CLL-Zellen

Um Signale in eine Zelle vermitteln zu kénnen, muss BAFF an einen oder mehrere seiner
drei Rezeptoren - BAFFR, TACI und BCMA - binden. Mittels FACS wurden daher zunachst
primdre CLL-Zellen hinsichtlich ihrer Oberflaichenexpression der drei BAFF-Rezeptoren
charakterisiert. In Ubereinstimmung mit Daten anderer Untersucher,'®® wurden in allen
analysierten Patientenproben hohe Level von BAFFR und TACI auf der Oberflache der
CD19*CD5* CLL-Zellen detektiert, wahrend in nur 9 von 25 (36%) Féllen auch BCMA
exprimiert wurde (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Expression der BAFF-Rezeptoren auf priméaren CLL-Zellen. Primare CLL-Zellen
wurden mittels CD19+CD5+* selektiert und auf die Oberflachenexpression von BAFFR, TACI und
BCMA im FACS untersucht. Links ist die FACS-Analyse eines CLL-Patienten exemplarisch gezeigt.
Ausgefiilltes Histogramm, spezifischer mAb; offenes Histogramm, Isotyp-Kontrolle. Die SFI-Werte von
jeweils 25 Spendern sind in der Abbildung rechts kombiniert dargestellt. SFI-Werte >1,5 gelten als

positive Expression; der Median ist angezeigt als (-).

Von anderen Untersuchern wurde BAFF bereits eine flir CLL-Zellen (berlebensférdernde
und anti-apopotische Wirkung zugeschrieben.%”:163.166 Damit (ibereinstimmend konnte nach
Inkubation primarer CLL-Zellen mit rekombinantem humanem BAFF (rhBAFF) in WST-1
Assays eine dosisabhangige Steigerung der metabolischen Aktivitat festgestellt werden
(Abbildung 15).
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Abbildung 15: Einfluss von BAFF auf die Stoffwechselaktivitat primérer CLL-Zellen. PBMC von
CLL-Patienten (> 80% Lymphozytenanteil) wurden mit ansteigenden Konzentrationen (0-2000 ng/ml)
von rhBAFF inkubiert. Nach 72 h wurde mittels WST-1 Assay die Stoffwechselaktivitéat bestimmt.
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4.2.2 Isolation und Charakterisierung des von NK-Zellen freigesetzten BAFF
(nkBAFF)

Als nachstes sollte untersucht werden, welchen Effekt das von NK-Zellen freigesetzte BAFF
auf primare CLL-Zellen hat. Hierfir wurden zunachst Zellkulturiberstande von pNKC
verschiedener Spender gesammelt und mittels Ultrafiltration aufkonzentriert. Aus diesem
aufkonzentrierten Uberstand (Ausgangsmaterial) wurde BAFF mit Hilfe einer Sepharose-
Saule, auf welcher zuvor der therapeutische anti-BAFF mAb Belimumab immobilisiert wurde,
isoliert. Als Negativkontrolle diente die Durchfiihrung des selben Aufreinigungsprozesses
Uber eine Rituximab-gecoatete Kontroll-Saule. Mittels ELISA konnte im Eluat der
Belimumabsaule BAFF in hoher Konzentration detektiert werden (nkBAFF), wahrend im
Eluat der Kontrollsdule keine relevanten BAFF-Levelgemessen werden konnten (Abbildung
16).
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Abbildung 16: Nachweis von Iléslichem BAFF nach der Aufreinigung aus pNKC-
Uberstand.BAFF  wurde mit Hilfe einer Belimumab-gecoateten Sepharose-Saule aus
aufkonzentriertem pNKC-Uberstand isoliert. Zur Kontrolle diente eine Rituximab-gecoatete Saule.
Mittels ELISA wurden die Eluate der beiden Saulen (Belimumab- bzw. Kontrollsdule), der Durchfluss
der Belimumabsaule, sowie der aufkonzentrierte pNKC-Uberstand (Ausgangsmaterial) auf BAFF

untersucht.

AnschlieBend sollten die ELISA-Ergebnisse mittels LC-MS/MS bestéatigt und gesichert
werden, dass es sich bei dem mit der Belimumabs&dule erhaltenem Praparat tatséchlich um
BAFF handelt. Als Positivkontrolle wurde hierfir BAFF aus Zellkulturiberstdanden von 293-
BAFF Transfektanten auf dieselbe Weise isoliert und ebenfalls mittels LC-MS/MS analysiert.
Einige der in der Positivkontrolle gefundenen tryptischen Peptide (Tabelle 4), die einen
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GroBteil der BAFF-Peptidsequenz abdecken, konnten auch im nkBAFF identifiziert werden,

was bestétigt, dass es sich bei dem aus den pNKC Uberstanden aufgereinigtem Produkt
tatséchlich um BAFF handelt (Tabelle 5).

Peptid Sequenz Position* | qg-value
#1 TYAMGHLIQR 205-214 0
#2 LEEGDELQLAIPR 253-265 0
#3 AVQGPEETVTQDcLQLIADSETPTIQK 134-160 0
#4 cIQNMPETLPNNScYSAGIAK 232-252 0
#5 TYAmGHLIQR 205-214 0.001
#6 VHVFGDELSLVTLFR 217-231 0
#7 GSYTFVPWLLSFK 161-173 0.002
#8 cIQNmPETLPNNScYSAGIAK 232-252 0

*amino acid residue position within the BAFF sequence according to Uniprot.org (accession Q9Y275 or TN13B_HUMAN)

m = methionine sulfoxide
¢ = carbamidomethyl-cysteine

Tabelle 4: Mittels MS/MS identifizierte tryptische Peptide von BAFF in Zellkulturiiberstidnden

der 293-BAFF Positivkontrollzellen (FDR of >1%).

Replikat Peptid g-value
il LEEGDELQLAIPR 0
AVQGPEETVTQDcLQLIADSETPTIQK 0
#2 LEEGDELQLAIPR 0
#3 LEEGDELQLAIPR 0

¢ = carbamidomethyl-cysteine

Tabelle 5: Mittels MS/MS identifizierte tryptische Peptide von BAFF in Zellkulturiiberstinden

von pNKC (FDR of >1%).

Im nachsten Schritt wurde das aufgereinigte BAFF hinsichtlich seiner Bindungseigenschaften

und Funktionalitdt untersucht.

In einem FACS-basierten Blockade-Experiment wurde

zunéchst die Expression von BAFFR auf Raji-Zellen mittels eines blockierenden BAFFR

mAb analysiert. Eine vorherige Inkubation der Raji-Zellen mit nkBAFF fihrte durch die

Bindung von nkBAFF an BAFFR - und damit einer Blockade der Antikérper-Bindestelle - zu

einem deutlich verringerten BAFFR-Signal auf den Raji-Zellen. Als Kontrolle diente hierfar
die Inkubation der Raji-Zellen mit rhBAFF, sowie CD40 Ligand (CD40L), einem weiteren TNF
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Familienmitglied, das die Bindung des BAFFR mAb an die Raji-Zellen nicht beeinflusste
(Abbildung 17).
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Abbildung 17: Nachweis der Bindungseigenschaften von nkBAFF mittels FACS. Raji-Zellen
wurden unbehandelt belassen (offenes Histogramm, durchgezogene Linie, BAFFR mAb) oder fir 1 h
mit rhBAFF, CD40L oder nkBAFF (jeweils 1 ng/ml; ausgefilltes Histogramm, BAFFR mAb) inkubiert.
AnschlieBend wurde die Expression von BAFFR auf der Zelloberflache mittels eines blockierenden

BAFFR mAb im FACS analysiert. Offenes Histogramm, gestrichelte Linie, Isotypkontrolle.

In einem zweiten Ansatz wurde nkBAFF entweder direkt oder nach einstindiger Inkubation
mit BAFFR-positiven (Raji) oder -negativen (K562) Zellen im ELISA detektiert. Als
Positivkontrolle diente abermals rhBAFF.
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Abbildung 18: Nachweis der Bindungseigenschaften von nkBAFF mittels ELISA. rhBAFF oder
nkBAFF wurden alleine oder in Gegenwart von Raji- (BAFFR*) oder K562- (BAFFR") Zellen fir 1 h
inkubiert. AnschlieBend wurde die BAFF-Konzentration im Zellkulturiberstand mittels ELISA

bestimmt.
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Eine Inkubation sowohl von nkBAFF als auch rhBAFF mit Raji-Zellen fihrte durch die
Bindung an seinen Rezeptor zu einer deutlichen Reduktion der zu detektierenden BAFF-
Spiegel im ELISA, wahrend eine Inkubation mit den BAFFR-negativen K562-Zellen keinen
relevanten Einfluss auf die gemessenen BAFF-Level hatte (Abbildung 18).

Um die Funktionalitat des aus pNKC Uberstanden isolierten nkBAFF weiter zu testen, wurde
ein WST-1 Assay mit primaren CLL-Zellen durchgefihrt. Genau wie zuvor mit rhBAFF
beobachtet, fihrte auch das mit Hilfe der Belimumabséaule aufgereinigte nkBAFF zu einer
deutlichen Steigerung der metabolischen Aktivitdt der priméren CLL-Zellen. Dahingegen
hatten weder das Eluat der Kontrollsgule, noch der Durchfluss der Belimumabsaule einen
relevanten Effekt auf die Stoffwechselaktivitat (Abbildung 19).

o
o
1

o
a1
1L

[OD 450nm-650nm]
o
=

Metabolische Aktivitat

Abbildung 19: Einfluss von nkBAFF auf die Stoffwechselaktivitit primarer CLL-Zellen. PBMC
von CLL Patienten (> 80% Lymphozytenanteil) wurden alleine, mit dem Durchfluss der
Belimumabsaule, dem Eluat der Kontrollsdule oder mit dem Eluat der Belimumabsaule (nkBAFF)

inkubiert. Nach 72 h wurde mittels WST-1 Assay die Stoffwechselaktivitat bestimmt.

4.2.3 Einfluss von BAFF auf die NK-Zell-vermittelte Lyse von CLL-Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass NK-Zellen BAFF l6slich freisetzen, und dass sich das
von NK-Zellen freigesetzte BAFF positiv auf das CLL-Uberleben auswirkt, wurde nun
untersucht, ob BAFF auch einen Einfluss auf die NK-Zell-vermittelte Lyse von
Leukamiezellen hat. Hierfir wurden primare CLL-Zellen unbehandelt belassen oder zunéchst
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fir 24h mit rhBAFF inkubiert und anschlieBend gewaschen. In Europium-
Zytotoxizitédtsassays mit pNKC als Effektorzellen wurden die Leukdmiezellen im Anschluss
hinsichtlich ihrer Sensitivitdt gegenlber einer NK-Lyse untersucht. Eine Behandlung der
CLL-Zellen mit rhBAFF flhrte zu einer signifikant reduzierten Lyse der malignen Zellen im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen. Diese BAFF-vermittelte Reduktion der
Sensitivitdt gegenltber der NK-Lyse wurde auBerdem nach zusétzlicher Behandlung der
CLL-Zellen mit Rituximab auch hinsichtlich der Rituximab-induzierten ADCC beobachtet
(Abbildung 20) (alle p<0.05, Student’s t-test). Analog fihrte auch eine Inkubation der CLL-
Zellen mit nkBAFF - sowohl in An- als auch Abwesenheit von Rituximab - zu einer deutlichen
Reduktion der NK-Zell-vermittelten Lyse der CLL-Zellen (Abbildung 21).
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Abbildung 20: Einfluss von BAFF auf die NK-Zell-vermittelte Lyse priméarer CLL-Zellen. Primére
CLL-Zellen wurden fir 24 h alleine oder mit rhBAFF (500 ng/ml) kultiviert. Nach anschlieBendem
Waschen wurde in 2 h BATDA-Europium-Zytotoxizitatsassays mit pNKC die Lyse der CLL-Zellen in
An- oder Abwesenheit von Rituximab (10 pg/ml) analysiert. In der Abbildung links ist ein
exemplarisches Ergebnis eines Patienten dargestellt. Kombinierte Daten sechs verschiedener
Patienten (E:T 20:1) sind in der Abbildung rechts mit Median und SEM dargestellt. Statistisch

signifikante Unterschiede (p<0.05, Student’s t-test) sind mit * gekennzeichnet.
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Abbildung 21: Einfluss von nkBAFF auf die NK-Zell-vermittelte Lyse primérer CLL-Zellen.
Primare CLL-Zellen wurden fiir 24 h alleine oder mit nkBAFF (1 ng/ml) kultiviert und anschlieBend
gewaschen. Mittels Europium-Zytotoxizitdtsassays mit pNKC als Effektorzellen wurde die Lyse der
CLL-Zellen in An- oder Abwesenheit von Rituximab (10 pg/ml) analysiert. Dargestellt ist ein
exemplarisches Ergebnis von mindestens drei verschiedenen Patienten mit vergleichbaren

Ergebnissen.

Um der Situation im Menschen noch naher zu kommen, wurden schlie3lich die Effekte von
BAFF im autologen System mit PBMC von CLL-Patienten mit moderater Leuk&mielast
untersucht. Dieser experimentelle Ansatz entspricht am ehesten der Situation im Menschen,
da er Aufschluss Uber den Einfluss von BAFF auf die Lyse der Leuk@dmiezellen durch die
patienteneigenen NK-Zellen gibt. In einem FACS-basierten Ansatz wurden PBMC von CLL-
Patienten flr 72 h in An- oder Abwesenheit von rhBAFF inkubiert. 24 h vor Versuchsende
wurden die Zellen unbehandelt belassen oder mit Rituximab stimuliert. SchlieBlich wurde die
Zahl der in der jeweiligen Probe verbliebenen lebenden CLL-Zellen durchflusszytometrisch
mit Hilfe von beads quantifiziert.
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Abbildung 22: Einfluss von rhBAFF auf die Lyse von CLL-Zellen durch autologe NK-Zellen.
PBMC von CLL Patienten mit moderater Leukdmiezellzahl (40-80%) wurden unbehandelt belassen
oder fir 48 h mit rhBAFF (500 ng/ml) inkubiert. Rituximab (10 pg/ml) wurde, wie angezeigt,
zugegeben und die Zellen fur weitere 24 h inkubiert. AnschlieBend wurde die Zahl der in jeder Probe
verbliebenen lebenden CD19+CD5+ CLL-Zellen mittels FACS mit Hilfe von beads quantitativ bestimmt.
Die Anzahl der lebenden CLL-Zellen in der unbehandelten Probe wurde auf 100% gesetzt. In der
Abbildung links ist das exemplarische Ergebnis eines Patienten als Mittelwert von
Dreifachbestimmungen mit SEM dargestellt. Kombinierte Daten sechs verschiedener Patienten sind
rechts mit Mittelwert und SEM abgebildet. Statistisch signifikante Unterschiede (p<0.05, Student’s t-

test) sind mit * gekennzeichnet.

Es zeigte sich, dass eine Behandlung der PBMC von Patienten mit Rituximab - und damit
eine Stimulation der patienteneigenen NK-Zellen - zu einer deutlichen und statistisch
signifikanten Reduktion der Zahl an lebenden CLL-Zellen, und, daraus abgeleitet,
verminderten Lyse der CLL-Zellen durch die NK-Zellen fUhrt. Die Rituximab-induzierte Lyse
wurde durch rhBAFF jedoch nahezu aufgehoben (alle p<0.05, Student’s t-test) (Abbildung
22). Auch mit nkBAFF wurde eine Protektion der CLL-Zellen vor der Rituximab-induzierten
NK-Zell Lyse in diesem autologen System beobachtet (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Einfluss von nhkBAFF auf die Lyse von CLL-Zellen durch autologe NK-Zellen.
PBMC von CLL-Patienten mit moderater Leuk@mielast wurden unbehandelt belassen oder fir 72 h
mit nkBAFF (1 ng/ml) inkubiert. 24 h vor Versuchsende wurden die Zellen wo angegeben zusétzlich
mit Rituximab (10 pg/ml) behandelt. Im Anschluss wurde die Lyse der CD19+CD5+ CLL-Zellen im
FACS mit Hilfe von beads quantitativ bestimmt und die Anzahl unbehandelter CLL-Zellen auf 100%
gesetzt. Dargestellt ist das exemplarische Ergebnis eines Patienten von mindestens drei mit &hnlichen

Ergebnissen als Mittelwert von Dreifachbestimmungen mit SEM.

4.2.4 Einfluss von BAFF auf NK-Zell Degranulation und Aktivierung

Um herauszufinden, ob die beobachtete verminderte Lyse der CLL-Zellen auf eine durch
BAFF ausgeldste abgeschwachte NK-Reaktivitat zurlickzufiihren ist, wurde die NK-Zell
Degranulation und Aktivierung untersucht. Hierfir wurden CLL-Zellen mit oder ohne rhBAFF
fir 24 h inkubiert, gewaschen und anschlieBend ohne rhBAFF mit pNKC in An- oder
Abwesenheit von Rituximab kultiviert. Das Waschen der Targetzellen vor Ansetzen der
Cokultur schlieBt zum einen direkte Effekte von BAFF auf die NK-Zellen aus. Zum anderen
werden dadurch I6sliche Faktoren, deren Freisetzung potentiell durch BAFF in den CLL-
Zellen induziert worden sein kénnte, und die sich inhibitorisch auf die NK-Reaktivitat
auswirken koénnten, entfernt. NK-Zell Degranulation und Aktivierung wurden mittels FACS
der Oberflachenmolekile CD107a bzw. CD69 bestimmt. Allein die Anwesenheit der CLL-
Zellen fuhrte zu einer leicht verstarkten Expression beider Molekiile auf den pNKC. Wahrend
die Stimulation mit Rituximab sowohl die CD107a- als auch CD69-Expression der pNKC
deutlich steigerte, hatte die BAFF-Vorbehandlung der CLL-Zellen keinen Effekt auf die NK-
Reaktivitat, weder in An- noch in Abwesenheit von Rituximab (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Einfluss von BAFF auf die NK-Zell Degranulation. Primare CLL-Zellen wurden mit

oder ohne rhBAFF (500 ng/ml) fiir 24 h inkubiert, gewaschen und anschlieBend mit allogenen pNKC in

An- oder Abwesenheit von Rituximab (10 pg/ml) kultiviert. Nach 4 h bzw. 24 h wurde die

Oberflachenexpression des Degranulationsmarkers CD107a (oben) bzw. des Aktivierungsmarkers
CD69 (unten) auf den CD56+CD3- NK-Zellen im FACS analysiert. In der Abbildung links ist jeweils der

prozentuale Anteil von CD107a-/CD69-positiven NK-Zellen eines exemplarischen Versuchs angeben.

Rechts sind kombinierte Daten sechs verschiedener Spender als relative CD107a-/CD69-Expression,

bezogen auf pNKC, welche mit unbehandelte CLL-Zellen kultiviert und deren Expression in jedem

individuellen Datensatz auf 1 gesetzt wurden, mit Mittelwert und SEM dargestellt. ns, nicht signifikant

(Student’s t-test).
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Um abermals die Situation im Menschen besser widerzuspiegeln, wurde der Einfluss von
BAFF auf die NK-Reaktivitdt auch im autologen System untersucht. Die Stimulation mit
Rituximab flhrte zu einer im Vergleich zu unbehandelten Zellen deutlichen Steigerung der
Expression von CD107a und CD69 auf der Oberflache der patienteneigenen NK-Zellen.
Jedoch hatte auch hier eine BAFF-Vorbehandlung keinen Einfluss auf die Rituximab-
induzierte Aktivierung und Degranulation der autologen NK-Zellen (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Einfluss von BAFF auf die NK-Reaktivitat autologer NK-Zellen. PBMC von CLL
Patienten mit moderater Leuk@miezellzahl (40-80%) wurden unbehandelt belassen oder fir 24 h mit
rhBAFF (500 ng/ml) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen und mit Rituximab
(10 pg/ml) behandelt. Nach 4 h bzw. 24 h wurde die Expression von CD107a bzw. CD69 auf den
autologen CD56+CD3- NK-Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Dargestellt sind kombinierte Daten
sechs verschiedener Patienten mit Mittelwert und SEM als relative CD107a- bzw. CD69-Expression,
bezogen auf pNKC, welche mit unbehandelte CLL-Zellen kultiviert und in jedem individuellen

Datensatz auf 1 gesetzt wurden. ns, nicht signifikant (Student’s t-test).

4.2.5 Einfluss von BAFF auf die Expression immunregulatorischer Molekiile
auf der Oberflache primarer CLL-Zellen

Wie bereits eroértert, wird die Reaktivitat von NK-Zellen durch eine Balance aus aktivierenden
und inhibierenden Signalen reguliert. Eine naheliegende Erklédrung fir die beobachtete
verminderte NK-Lyse ware demnach z.B. eine durch BAFF ausgeldste Hochregulation von
Liganden flr inhibitorische NK-Rezeptoren auf den CLL-Zellen. Die durch BAFF
unveranderte Reaktivitat der NK-Zellen gegen die Leukamiezellen deutet jedoch darauf hin,



Ergebnisse 71

dass BAFF keinen Einfluss auf die Immunogenitat der CLL-Zellen und damit auch keinen
Einfluss auf die Expression von Liganden fiir NK-Rezeptoren hat. Um diese These weiter zu
untermauern, wurde der Effekt von BAFF auf die Oberflachenexpression verschiedener
immunreglulatorischer Mokelile auf den CLL-Zellen untersucht. Hierflr wurden primare CLL-
Zellen unbehandelt belassen oder mit rhBAFF inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten
wurde dann die Expression von Molekllen, welche bekanntermaBen die NK-Reaktivitat
gegen Leuka@miezellen beeinflussen, auf der Oberflache der CLL-Zellen untersucht: die
Liganden des aktivierenden NKG2D-Rezeptors MICA, MICB, ULBP1, ULBP2, ULBP3 und
ULBP2/5/6, sowie Liganden fur inhibierende NK-Rezeptoren, wie die TNF-Familienmitglieder
GITRL, RANKL und HLA Klasse | Molekiille. In Ubereinstimmung mit der beobachteten
unveranderten NK-Reaktivitat, fuhrte BAFF weder zu einer Herunterregulation von
aktivierenden immunregulatorischen Molekilen, noch zu einer Hochregulation von
inhibitorischen NK-Zell Liganden auf den CLL-Zellen (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Einfluss von BAFF auf die Expression immunregulatorischer Molekiile auf der
Oberflaiche von CLL-Zellen. Primare CLL-Zellen wurden unbehandelt belassen (offenes
Histogramm, durchgezogene Linie, spezifischer mAb) oder fir bis zu 72 h mit rhBAFF (500 ng/ml;
ausgefulltes Histogramm, spezifischer mAb) inkubiert. Zum jeweils angegebenen Zeitpunkt wurde die
Expression der angezeigten Molekile auf der Oberflache der CD19+CD5+ CLL-Zellen im FACS

analysiert. Offenes Histogramm, gestrichelte Linie, Isotypkontrolle.
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BAFF hatte weiterhin auch keinen Effekt auf die Expression des Rituximab-Zielantigens
CD20 auf den CLL-Zellen. Eine differentielle Expression von CD20 kann damit als mdgliche
Ursache fiir eine veranderte Rituximab-induzierte NK-Reaktivitdt ausgeschlossen werden
(Abbildung 27).
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Abbildung 27: Einfluss von BAFF auf die CD20-Expression von CLL-Zellen. Primare CLL-Zellen
wurden unbehandelt belassen (offenes Histogramm, durchgezogene Linie, CD20 mAb) oder fir bis zu
72 h mit rhBAFF (500 ng/ml; ausgefiilltes Histogramm, CD20 mAb) inkubiert. Zum jeweils
angegebenen Zeitpunkt wurde die Expression von CD20 auf der Oberflache der CD19+CD5+ CLL-

Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Offenes Histogramm, gestrichelte Linie, Isotypkontrolle.

4.2.6 Einfluss von BAFF auf CLL-Zell Uberleben, Apoptose und Proliferation

Eine durch BAFF veranderte Immunogenitat der CLL-Zellen und eine damit verbundene
veranderte NK-Reaktivitat kommt somit als mdégliche Ursache flir die beobachtete
verminderte NK-Lyse nicht in Frage. Vielmehr zeigte sich, dass sowohl BAFF - und das gilt
auch fur das von NK-Zellen freigesetzte nkBAFF - primare CLL-Zellen vor spontaner
Apoptose schiitzt und sich positiv auf ihr Uberleben auswirkt (alle p<0.05, Student’s t-test).
So konnte mittels FACS fur AnnexinV/7-AAD nach 24-stindiger Inkubation primarer CLL-
Zellen mit rhBAFF oder nkBAFF ein vermehrter prozentualer Anteil lebender bzw. ein
verringerter Anteil friih-apoptotischer und spat-apoptotischer/toter CLL-Zellen im Vergleich
zu unbehandelten Kontrollen gemessen werden (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Einfluss von BAFF auf das Uberleben von CLL-Zellen. Primare CLL-Zellen wurden
unbehandelt belassen oder fur 24 h mit rhBAFF (500 ng/ml) oder nkBAFF (1 ng/ml) inkubiert. Nach
24h wurde im FACS mittels AnnexinV/7-AAD die Zahl lebender (AnnexinV/7-AAD-), frih-
apoptotischer (AnnexinV+/7-AAD-) und spat-apoptotischer bzw. toter (AnnexinV+/7-AAD*) Zellen
bestimmt. Abgebildet sind kombinierte Daten von 10 Spendern mit Mittelwert und SEM als relativer
Anteil bezogen auf unbehandelten CLL-Zellen, deren Ergebnisse in jedem individuellen Datensatz auf
1 gesetzt wurden (gestrichelte Linie).

Waéhrend zwar kein Effekt von BAFF auf die Oberflachenexpression von Todesrezeptoren
(TRAILR, TNFR und CD95/Fas) auf CLL-Zellen beobachtet wurde (Abbildung 29), konnte
der CLL-protektive Effekt mittels der Beobachtung, dass BAFF eine Herunterregulation von
gespaltenem PARP, einer Komponente des Apoptose-Signalweges, welche im Zuge der
Apoptose vermehrt exprimiert wird, bestatigt werden: CLL-Zellen lassen sich nur Uber einen
begrenzten Zeitraum in vitro kultivieren, da sie, wenn keine unterstiitzenden Stimuli
vorhanden sind, apoptotisch werden. So lieB sich nach 24-stiindiger Kultur unbehandelter
CLL-Zellen die Expression von gespaltenem PARP in Form einer 85 kDa Bande im Western
Blot nachweisen. Nach Kultivierung der CLL-Zellen mit rhBAFF oder nkBAFF wurde diese
Bande in ihrer Intensitat deutlich reduziert (Patient 1) oder verschwand ganz (Patient 2)
(Abbildung 30).
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Abbildung 29: Einfluss von BAFF auf die Expression von Todesrezeptoren auf der Oberflache
von CLL-Zellen. Primare CLL-Zellen wurden unbehandelt belassen (offenes Histogramm,
durchgezogene Linie, spezifischer mAb) oder flr bis zu 72 h mit rhBAFF (500 ng/ml; ausgefilltes
Histogramm, spezifischer mAb) inkubiert. Zum jeweils angegebenen Zeitpunkt wurde die Expression
der angezeigten Molekile auf der Oberflache der CD19+CD5+ CLL-Zellen im FACS analysiert.
Offenes Histogramm, gestrichelte Linie, Isotypkontrolle.
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Abbildung 30: Einfluss von BAFF auf die Apoptose von CLL-Zellen. Primére CLL-Zellen wurden
unbehandelt belassen oder flr 24 h mit nkBAFF (1 ng/ml) oder rhBAFF (500 ng/ml) inkubiert. Nach 24
h wurden Zelllysate hergestellt und im Western Blot auf die Expression von gespaltenem PARP
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untersucht. Als Kontrolle fir eine gleichmaBige Gelbeladung diente B-actin. Gezeigt sind beispielhafte
Ergebnisse von zwei resprasentativen Patienten.

AbschlieBend wurde untersucht, ob BAFF die Proliferation von CLL-Zellen beeinflusst.
Hierflr wurden primare CLL-Zellen alleine oder mit rhBAFF bzw. nkBAFF kultiviert und die
Proliferation mittels Aufnahme von [*H]-Thymidin nach 24 h, 48 h und 72 h analysiert.
Waéhrend sich Raji-Zellen als Positivkontrolle in Kultur Gber die Zeit kontinuierlich teilten,
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vollzogen die CLL-Zellen keine Zellteilung, unabhangig von der An- oder Abwesenheit von
BAFF.

Auf die Proliferation der CLL-Zellen hatte BAFF, zumindest in diesem in vitro Setting, somit
zwar keinen Einfluss (Abbildung 31), die verminderte Induktion von Apoptose und Zelltod
nach einer BAFF-Behandlung kdnnte jedoch urséchlich zur reduzierten Sensitivitat

gegenlber der NK-Zell-vermittelten Lyse beitragen.
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Abbildung 31: Einfluss von BAFF auf die Proliferation von CLL-Zellen. Primare CLL-Zellen
wurden alleine, mit nkBAFF (1 ng/ml) oder rhBAFF (500 ng/ml) kultiviert. Zum jeweils angegebenen
Zeitpunkt wurde die Proliferation mittels Aufnahme von [*H]-Thymidin analysiert. Die Ergebnisse

dreier Patienten sind kombiniert dargestellt. Raji Zellen dienten als Positivkontrolle.

4.3 Einfluss von BAFF auf die Suszeptibilitit von CLL-Zellen fir

Systemtherapeutika

Der Standard der CLL-Therapie in der Erstlinie ist eine Kombination aus klassischer
Chemotherapie mit den Zytostatika Fludarabin und Cyclophosphamid (FC), Bendamustin
oder Chlorambucil, zusammen mit monoklonalen Antikérpern wie Rituximab. Im Folgenden
wurde daher untersucht, ob sich BAFF— neben seinem bereits herausgearbeiteten negativen
Einfluss auf die Rituximab-vermittelte Immunantwort von NK-Zellen — auch auf die
Suszeptibilitat von CLL-Zellen fir eine Behandlung mit Chemotherapeutika auswirkt. Als
reprasentatives Beispiel wurde hierfir eine Behandlung mit Fludarabin und
Cyclophosphamid (FC) ausgewahlt. Um geeignete FC-Konzentrationen fir die in vitro
Untersuchungen zu identifizieren, wurden zunachst Dosistitrationen mit PBMC zehn
verschiedener CLL-Patienten durchgefihrt und die zytotoxische Wirkung der
Chemotherapeutika anhand des Einflusses auf die metabolische Aktivitat im WST-1 Assay
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bestimmt. Die eingesetzten FC-Konzentrationen orientierten sich dabei an in Patienten

gemessenen plasma peak Levels (PPL).2%207 Die den PPL entsprechenden Konzentrationen

von Fludarabin und Cyclophosphamid sind in Tabelle 6 genauer aufgeschlisselt.
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Abbildung 32: Dosistitration von Fludarabin/Cyclophosphamid (FC) mit priméaren CLL-Zellen im

WST-1. PBMC von CLL-Patienten (> 80% Lymphozytenanteil) wurden unbehandelt belassen oder mit

ansteigenden Konzentrationen von FC inkubiert.

Nach 72 h wurde mittels WST-1 Assays die

Stoffwechselaktivitat bestimmt. Zur Vereinfachung sind die Dosierungen bezogen auf die in vivo

gemessenen plasma peak Level (PPL) dargestellt. Die tatséchlichen Konzentrationen der beiden

Komponenten kénnen der Tabelle 6 entnommen werden. Dargestellt sind kombinierte Daten zehn

verschiedener Patienten mit Mittelwert und SEM als relative metabolische Aktivitdt bezogen auf

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

plasma peak Level 1500 | 1/50 110 177 1/5 172 1 10
(PPL)

Fludarabin (pg/ml) 0,001 0,01 0,05 0,075 0,1 0,2 0,5 5

Cyclophosphamid 0,001 | 0004 | 002 | 003 | 004 | 008 0,2 25
(ng/ml)

Tabelle 6: Konzentrationen von Fludarabin und Cyclophosmphamid, bezogen auf die jeweiligen

in CLL-Patienten gemessenen plasma peak Level (PPL).
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Waéhrend die Konzentration von 1/500 PPL nur einen geringen Einfluss auf die metabolische
Aktivitat der CLL-Zellen hatte, konnten mit einer zehnfachen PPL kaum noch stoffwechsel-
aktive Zellen detektiert werden. Die in diesem experimentellen Setting identifizierte LCso
(halbmaximal-letale) Konzentration entsprach ca. der Halfte der im Patienten gemessenen
PPL. Um den Einfluss von BAFF auf die Chemosensitivitat der CLL-Zellen zu untersuchen,
wurden neben der LCso.Dosis auch die sich in der S-Kurve der Titration befindlichen
Konzentrationen von 1/5, 1/7 und 1 PPL verwendet. Die Zellen wurden hierfir zusatzlich zur
Chemotherapie mit aufsteigenden Konzentrationen von rhBAFF inkubiert und ihre
metabolische Aktivitdt bestimmt. BAFF schitzte die CLL-Zellen dosisanhangig vor der
Chemo-induzierten Reduktion ihrer metabolischen Aktivitdt. Diese BAFF-vermittelte
Protektion der CLL-Zellen wurde fir alle vier untersuchten FC-Dosierungen beobachtet, war
dabei in ihrer Intensitdt jedoch abhangig von der jeweils eingesetzten Chemotherapie-
Konzentration (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Einfluss von BAFF auf die Suszeptibilitit von CLL-Zellen fiir eine
chemotherapeutische Behandlung. Primare CLL-Zellen wurden unbehandelt belassen oder mit vier
verschiedenen FC-Dosierungen (1/7, 1/5, 1/2, und 1 PPL) inkubiert. BAFF wurde in aufsteigenden
Konzentrationen (0, 1, 10, 100, 500 ng/ml) hinzugegeben und nach 72 h wurde die
Stoffwechselaktivitdt im WST-1 Assay bestimmt. Dargestellt sind kombinierte Daten sechs
verschiedener Patienten als relative metabolische Aktivitdt bezogen auf unbehandelte CLL-Zellen,

welche in jedem individuellen Datensatz auf 100% gesetzt wurde.
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4.4 Einfluss einer BAFF-Neutralisation mit Belimumab auf die
Suszeptibilitat von CLL-Zellen fiir NK-Lyse und Systemtherapeutika

4.41 Einfluss von Belimumab auf die BAFF-vermittelte Reduktion der NK-
Lyse primarer CLL-Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass BAFF CLL-Zellen vor der direkten und Antikdrper-
induzierten NK-Lyse, aber auch vor Standardchemotherapiebehandlung schitzt, wurde
schlieBlich untersucht, ob der therapeutische BAFF-blockierende mAb Belimumab den
protektiven Effekt von BAFF fir die CLL-Zellen neutralisieren und sich somit im Rahmen
eines therapeutischen Konzepts positiv auf eine CLL-Therapie auswirken kdnnte. Zu diesem
Zweck wurden zunachst primare CLL-Zellen far 72 h mit BAFF in An- oder Abwesenheit von
Belimumab oder einer Isotypkontrolle inkubiert und der Effekt der BAFF-Neutralisation auf
die metabolische Aktivitat der CLL-Zellen untersucht. Es zeigte sich, dass die Gegenwart von
Belimumab den BAFF-vermittelten Anstieg der metabolischen Aktivitdt der CLL-Zellen
verhinderte, wahrend die Isotypkontrolle keinen Einfluss hatte (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Einfluss einer BAFF-Neutralisation mittels Belimumab auf die
Stoffwechselaktivitat primarer CLL-Zellen. PBMC von CLL Patienten (> 80% Lymphozytenanteil)
wurden wie angegeben mit oder ohne rhBAFF (500 ng/ml), Belimumab oder einer Isotypkontrolle
inkubiert. Nach 72 h wurde mittels WST-1 Assay die Stoffwechselaktivitat bestimmt. Gezeigt ist ein
reprasentatives Ergebnis eines CLL-Patienten mit Mittelwert und SEM aus Dreifachbestimmungen aus

sechs mit ahnlichen Ergebnissen.

Als nachstes wurde analysiert, ob Belimumab auch die BAFF-vermittelte Resistenz von CLL-
Zellen gegeniiber der NK-Lyse blockieren kann. In Zytotoxizitatsassays, fir welche die CLL-
Zellen zuvor wieder fir 24 h mit BAFF bzw. BAFF zusammen mit Belimumab oder einer
Isotypkontrolle vorbehandelt und anschlieBend gewaschen wurden, verhinderte die Zugabe
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von Belimumab den protektiven Effekt von BAFF auf die CLL-Zellen, so dass sowohl die
direkte als auch Rituximab-induzierte Lyse der CLL-Zellen durch allogene NK-Zellen wieder
hergestellt wurde (Abbildung 35).

+ Rituximab + Rituximab
30 ° 0 = *
* *
% T
14 -am 1{a> ns oP
25+
n o o o
3 3
= =
8 s oo § 5
= 2 o = 2 c o
N 5 N s °
]
[+ 2 o
o
o
o
o
- 0.5 T T T T - 0.5 T T T T
thBAFF _ 4+ + 4+ rhBAFF  _ + o+ + thBAFF — 4 4+ 4 thBAFF  _ + o+ +
Isotyp = - + = Isotyp — - + - Isotyp = - + = Isotyp - - + -
Belimumab _ - - o+ Belimumab — - - + Belimumab - - — 4 Belimumab — - - +

Abbildung 35: Einfluss einer BAFF-Neutralisation auf die NK-Zell-vermittelte Lyse primarer
CLL-Zellen. Primare CLL-Zellen wurden fir 24 h unbehandelt belassen oder mit rhBAFF (500 ng/ml)
alleine oder in Kombination mit Belimumab bzw. einer Isotypkontrolle (je 10 pg/ml) kultiviert. Nach
anschlieBendem Waschen wurde in 2 h BATDA-Europium-Zytotoxizitatsassays mit pNKC die Lyse der
CLL-Zellen in An- (rechts) oder Abwesenheit (links) von Rituximab (10 pg/ml) analysiert. Links ist
jeweils ein exemplarisches Ergebnis eines Patienten dargestellt. Kombinierte Daten sechs
verschiedener Patienten (E:T 20:1) sind rechts als relative Lyse bezogen auf die Lyse unbehandelter
CLL-Zellen, welche in jedem individuellen Datensatz auf 1 gesetzt wurde, mit Median und SEM
dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede (p<0.05, Student’s t-test) sind mit * gekennzeichnet.

ns, nicht signifikant.

Die Blockadekapazitat von Belimumab wurde auch im autologen Assay-System untersucht.
Hier fuhrte die Rituximab-induzierte NK-Reaktivitdt abermals zu einer deutlichen Reduktion
der CLL-Zellen und auch hier verhinderte Belimumab die BAFF-vermittelte Resistenz der
CLL-Zellen gegenlber der Rituximab-induzierten NK-Zell-vermittelten ADCC (alle p<0.05,
Student’s t-test) (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Einfluss einer BAFF Neutralisation auf die Lyse von CLL-Zellen durch autologe
NK-Zellen. PBMC von CLL Patienten mit moderater Leukadmiezellzahl (40-80%) wurden unbehandelt
belassen oder fir 48 h mit rhBAFF (500 ng/ml) alleine oder in Kombination mit Belimumab oder einer
Isotypkontrolle (je 10 pg/ml) inkubiert. Rituximab (10 pg/ml) wurde, wo angezeigt, zugegeben und die
Zellen fir weitere 24 h inkubiert. AnschlieBend wurde die Zahl der in jeder Probe verbliebenen
lebenden CD19+CD5+* CLL-Zellen mittels FACS mit Hilfe von beads quantitativ bestimmt. Die Anzahl
der lebenden CLL-Zellen in der unbehandelten Probe wurde auf 100% gesetzt. In der Abbildung links
ist das exemplarische Ergebnis eines Patienten als Mittelwert von Dreifachbestimmungen mit SEM
dargestellt. Kombinierte Daten sechs verschiedener Patienten sind rechts mit Mittelwert und SEM

abgebildet. Statistisch signifikante Unterschiede (p<0.05, Student’s t-test) sind mit * gekennzeichnet.

4.4.2 Einfluss von Belimumab auf die BAFF-vermittelte Resistenz gegenitiber
chemotherapeutischer Behandlung

Im n&chsten Schritt wurde untersucht, ob Belimumab auch die BAFF-vermittelte Protektion
vor dem Chemotherapeutisch-induzierten Zelltod neutralisieren und die Suszeptibilitat der
CLL-Zellen fir eine FC-Behandlung wiederherstellen kann (Abbildung 37). Es zeigte sich in
WST-1 Assays, dass bei einer FC-Kozentration, die 1 PPL entspricht, die durch BAFF
verminderte Sensitivitat der CLL-Zellen gegenlber der chemotherapeutischen Behandlung
durch Belimumab wieder hergestellt werden konnte.
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Abbildung 37: Einfluss einer BAFF-Neutralisation auf die Chemotherapiesensitivitit priméarer
CLL-Zellen. Primare CLL-Zellen (> 80% Lymphozytenanteil) wurden unbehandelt belassen oder mit 1
PPL FC inkubiert. Zusatzlich wurde, wo angegeben, rhBAFF (500 ng/ml), Belimumab oder eine
Isotypkontrolle zugegeben. Nach 72 h wurde im WST-1 Assay die Stoffwechselaktivitat bestimmt.
Gezeigt sind kombinierte Daten vier verschiedener Patienten mit Mittelwert und SEM als relative
metabolische Aktivitdt bezogen auf unbehandelte CLL-Zellen, welche in jedem individuellen Datensatz
auf 100% gesetzt wurden.

Neben der metabolischen Aktivitdt als Surrogatmarker fir die Zellviabilitdt, wurde der
Einfluss von BAFF und seiner Neutralisation auch auf das tats&chliche Zellliberleben
analysiert. Hierfr wurden primare CLL-Zellen zunachst fir 24 h mit oder ohne BAFF bzw.
mit BAFF in Kombination mit Belimumab oder Isotypkontrolle vorbehandelt. AnschlieBend
wurde 1 PPL FC zugegeben und die Zellen fir weitere 48 h inkubiert. Die absolute Zellzahl
lebender CD19+*CD5* CLL-Zellen wurde dann durchflusszytometrisch anhand ihrer 7-AAD-
Negativitat mit Hilfe von Quantifizierungsbeads bestimmt. Auch in diesem Assay zeigte sich
der protektive Effekt von BAFF im Hinblick auf die durch die FC-Behandlung reduzierte Zahl
lebender CLL-Zellen. Belimumab neutralisierte diesen Effekt und stellte die Suszeptibilitat
der CLL-Zellen fur die FC-Behandlung zumindest teilweise wieder her (Abbildung 38).



82 Ergebnisse

6 x10° 7

4 x 1051 > £

Lebende CLL-Zellen

2 x10° 1 _&'

FC - + +
rhBAFF — - 4
Isotyp — - —
Belimumab - - -

+ + +
I+ + -

|
+

Abbildung 38: Einfluss einer BAFF-Neutralisation mittels Belimumab auf das Uberleben
priméarer CLL-Zellen. CLL-Zellen eines Patienten wurden wie angegeben mit oder ohne rhBAFF
(500 ng/ml), Belimumab oder einer Isotypkontrolle inkubiert. Nach 24 h wurden die Zellen mit 1 PPL
FC behandelt und fir weitere 48 h kultiviert. Im FACS wurden die CLL-Zellen anschlieBend als
CD19+CD5+ selektiert und die absolute Zahl lebender CLL-Zellen mittels 7-AAD und
Quantifizierungsbeads bestimmt. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis eines CLL-Patienten mit

Mittelwert und SEM aus Dreifachbestimmungen aus drei Experimenten mit &hnlichen Ergebnissen.

Mittels Western Blot fir gespaltenes PARP konnte durch einen Anstieg der Expression nach
FC-Behandlung zum einen gezeigt werden, dass es sich bei dem durch FC induzierten
Zelltod um Apoptose zu handelt. Zum anderen wird auch hier durch eine Reduktion der
Bandenintensitat nach BAFF-Behandlung deutlich, dass BAFF vor FC-induzierter Apoptose
schitzt. Eine Neutralisation mit Belimumab blockierte diesen BAFF-vermittelten Effekt
jedoch, so dass die urspringliche Bandenintensitat wiederhergestellt wurde (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Einfluss einer BAFF-Neutralisation mittels Belimumab auf die
chemotherapeutisch induzierte Apoptose. Primare CLL-Zellen wurden wie angegeben mit oder
ohne rhBAFF (500 ng/ml), Belimumab oder Isotypkontrolle (je 10ug/ml) fir 24 h inkubiert. Die Zellen
wurden danach mit 1 PPL FC behandelt und fur weitere 48 h kultiviert. AnschlieBend wurden
Zelllysate generiert und im Western Blot auf gespaltenes PARP hin analysiert. Die Expression von 3-
actin diente als Ladekontrolle. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis eines CLL-Patienten von

mindestens drei mit ahnlichen Ergebnissen.

Zusammenfassend demonstrieren diese Ergebnisse, dass eine Belimumab-Behandlung die
BAFF-vermittelte Resistenz der CLL-Zellen neutralisieren und somit zum einen die direkte
und Rituximab-induzierte NK-Lyse, und zum anderen die Suszeptibilitdt der CLL-Zellen fir

eine chemotherapeutische Intervention wieder herstellen kann.
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5 Diskussion

Die Interaktion transformierter Zellen mit dem Immunsystem entscheidet wesentlich dartber,
ob die entarteten Zellen nach initialen onkogenen Ereignissen eliminiert werden oder ob es
zur Entwicklung einer klinisch apparenten und lebensbedrohlichen malignen Erkrankung
kommt. Dabei scheinen die Induktion von Toleranz der Immunzellen gegen die Tumorzellen
und die Resistenz der malignen Zellen fir die Immunantwort von besonderer Relevanz und
ermoglichen letztlich einen immune escape der Tumorzellen. Entsprechend wird heute
neben den klassischen sechs hallmarks of cancer der immune escape als siebtes betrachtet.
2255208 Die Mechanismen, die initial den immune escape der Tumorzellen ermdglicht haben,
bestehen wohl in den meisten Fallen auch bei therapeutischer Intervention fort. Dadurch
kann insbesondere der Erfolg immunbasierter Behandlungsstrategien, wie z.B. allogene
Stammzelltransplantation oder Applikation therapeutischer Antikdrper, beeintrachtigt werden.
Die Aufklarung von Molekulsystemen, die an der Immunevasion der Tumorzellen beteiligt
sind, ist daher nicht nur von wissenschaftlicher, sondern auch von direkter klinischer
Relevanz.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit standen die NK-Zellen, eine Komponente des angeborenen
Immunsystems, die insbesondere bei der Immuniberwachung von malignen
hamatopoetischen Erkrankungen eine bedeutende Rolle einnimmt. Darliber hinaus spielen
NK-Zellen eine wichtige Rolle fir den Erfolg der allogenen Stammzelltransplantation.5'2%°
Auch bei der Applikation von therapeutischen Antikérpern, wie Rituximab, tragen sie durch
ihre Fahigkeit, nach Bindung des Antikérpers an die malignen Zellen ADCC zu vermitteln, zu
dessen therapeutischer Wirkung bei.®® Insgesamt wird die Reaktivitdt von NK-Zellen durch
eine Balance aus aktivierenden und inhibierenden Rezeptoren reguliert, wozu neben
klassischen Molekilen, wie den inhibitorischen Rezeptoren fiur MHC-Klasse-l oder dem
aktivierenden FcyRllla (CD16) auch zahlreiche Mitglieder der TNF-Familie beitragen.'®

Trotz der bedeutenden Rolle von NK-Zellen bei der Immuniberwachung gerade von
Leukamien, gab es in den letzten 30 Jahren zahlreiche Berichte dariber, dass die Fahigkeit
von NK-Zellen, maligne Zellen anzugreifen und zu téten, in lymphatischen Leukamien im
Vergleich zu Leuk&mien myeloischen Ursprungs eingeschrankt ist. Dazu tragt zum einen die
geringere Suszeptibilitdt der malignen Zellen gegentber einer NK-Zell-Attacke, zum anderen
jedoch auch eine verminderte Reaktivitat der NK-Zellen selbst bei. Interessanterweise wurde
dies sowohl fur die direkte NK-Reaktivitdt, als auch die Antikérper-induzierte ADCC
beschrieben.’®32% Die diesen Beobachtungen zugrunde liegenden Mechanismen sind bis
heute weitgehend unbekannt. Dazu beitragen kénnte die allgemein in lymphatischen im
Vergleich zu myeloischen Leukamien verstarkte Expression von inhibitorischen HLA-Klasse
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I-Molekulen, sowie die geringere Expression von Liganden firr aktivierende NK-Rezeptoren,
wie z.B. CD155 und CD112.'% Speziell in der CLL scheint die Herunterregulation von
NKG2D und NKp30 auf den patienteneigenen NK-Zellen, aber auch die Freisetzung des
l6slichen NKp30-Liganden BAG6 und die deutliche Expression von NK-inhibitorischen
Liganden, wie nicht-klassische HLA-Molekile, eine Rolle zu spielen. Dartiber hinaus konnten
zahlreiche TNF-Familienmitglieder identifiziert werden, die von CLL-Zellen exprimiert werden
und zur Immunevasion vor der NK-Zell-vermittelten Immundberwachung beitragen. So wurde
gezeigt, dass 4-1BB/CD137 Ligand (CD137L) und GITR Ligand (GITRL) eine Hemmung der
NK-Antitumorreaktivitéat, sowohl hinsichtlich der direkten als auch Antikérper induzierten NK-
Reaktivitat, vermitteln. 197201210213 Aych das TNF- Familienmitglied RANK Ligand (RANKL),
welches vornehmlich hinsichtlich seiner zentralen Rolle im Knochenstoffwechsel bekannt ist,
wird auf Leukdmiezellen und Myelomzellen exprimiert und vermittelt Signale, die das
Uberleben der malignen Zellen begiinstigen.242'5

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand das TNF-Familienmitglied BAFF, das hauptséachlich
aufgrund seiner pathophysiologischen Rolle in Autoimmunerkrankungen bekannt ist und zu
dessen Neutralisation der Antikérper Belimumab fir die Behandlung von SLE zugelassen ist.

In dieser Arbeit wurde BAFF hinsichtlich seiner Rolle bei der Interaktion von CLL-Zellen mit
NK-Zellen und einer damit verbundenen Immunevasion der CLL-Zellen vor der NK-Zell-
vermittelten Immuniberwachung charakterisiert. Zudem wurde die Eignung einer BAFF-
Neutralisation mittels des therapeutischen Antikdrpers Belimumab als therapeutisches
Konzept zur Steigerung der Suszeptibilitdt von CLL-Zellen fir eine durch therapeutische
Antikérper induzierte NK-Immunantwort und zur Verbesserung der Effizienz ,konventioneller®
Systemtherapeutika untersucht.

BAFF wird in der Regel von Zellen myeloischen Ursprungs, wie Monozyten/Makrophagen,
DC oder Neutrophilen exprimiert und l6slich freigesetzt. Darlber hinaus wurde eine durch
Aktivierung induzierte BAFF-Expression in B- und T-Zellen, und damit far Zellen der
lymphoiden Linie des Immunsystems, beschrieben.’® Von anderen Untersuchern wurde
auch in den ebenfalls der lymphoiden Linie entstammenden NK-Zellen eine Expression von
BAFF-Protein mittels Western Blot nachgewiesen.?** Da zur membranstandigen Expression
oder Freisetzung als l6slicher Faktor durch NK-Zellen bisher nichts bekannt war, wurde dies
im ersten Teil dieser Arbeit untersucht. Vor Analyse der BAFF-Oberflachenexpression
wurden verschiedene Reagenzien hinsichtlich ihrer Eignung zur BAFF-Detektion evaluiert.
Lediglich der mAb 1D6 und ein BAFFR-Ig wiesen die nétige Spezifitat, und nur im Falle von
mAb 1D6, auch die nétige Sensitivitat zur Detektion von endogenem, membranstandigem
BAFF auf. Mit beiden Reagenzien konnte jedoch weder auf ruhenden noch auf gemas einem
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Protokoll fir den adoptiven Transfer generierten polyklonalen NK-Zellen eine relevante
BAFF-Expression auf der Zelloberflache detektiert werden. Eine Analyse der BAFF-
Expression auf mRNA-Ebene ergab allerdings in beiden NK-Zelltypen ein positives Signal.
Mittels ELISA lieB sich in Ubereinstimmung mit dem positiven PCR-Ergebnis I8sliches BAFF
in Zellkulturiberstanden ruhender und polyklonaler NK-Zellen nachweisen. Die |6sliche
Freisetzung trotz nicht nachweisbarer Expression auf der Zelloberflache von NK-Zellen
unterscheidet sich von Beobachtungen mit anderen Zelltypen, bei welchen BAFF in der
Regel auf der Zelloberflache exprimiert, und durch eine Furinkonvertase abgespalten und so
l6slich freigesetzt wird.'®” Der aufgrund hoher Sequenzhomologien nahe Verwandte von
BAFF, APRIL, wird hingegen intrazellular durch eine Furinkonvertase prozessiert und direkt
I6slich freigesetzt, ohne je membranstandig exprimiert zu werden. Diese Art der Freisetzung
wurde auch for BAFF in Neutrophilen beschrieben und kénnte eine mdogliche Erklarung fur
eine l6sliche Freisetzung trotz nicht detektierbarer Oberflachenexpression in NK-Zellen
bieten.2 Damit Ubereinstimmend wurde BAFF-Protein intrazellular in NK-Zellen von
gesunden Spendern, aber auch CLL-Patienten gefunden. Die Bestimmung der
intrazellularen BAFF-Expression mittels FACS erlaubt durch spezifische Selektion der NK-
Zellen anhand von Oberflachenmarkern eine eindeutige Zuordnung der BAFF-Expression zu
den NK-Zellen. Im Gegensatz dazu bestand bei den vorangegangenen Analysen der
l6slichen Freisetzung und der Expression von BAFF-mRNA in pNKC die Gefahr der
Kontamination durch andere, in der Zellsuspension enthaltene BAFF-exprimierende
Zelltypen (z.B. Monozyten, aktivierte B- oder T-Zellen). Durch FACS-Sorting wurden
nachfolgend diese potentiell kontaminierenden Zelltypen aussortiert und so eine nahezu
reine NK-Population generiert. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der intrazelluliren
FACS-Farbung, wurde diese reine NK-Population ebenfalls positiv auf BAFF-mRNA und
l6sliches BAFF getestet.

Zur Expression von APRIL ist in NK-Zellen bislang nichts bekannt. Trotz der Detektion von
APRIL-mRNA, konnte weder membranstandiges, noch I6sliches APRIL in
Zellkulturberstanden von ruhenden oder polyklonalen NK-Zellen nachgewiesen werden. Die
Spezifitit des APRIL-ELISA wurde anhand von nachweisbarem APRIL-Protein in
Uberstanden von INF-y-stimulierten Monozyten belegt. Da APRIL intrazellular prozessiert
und direkt l6slich freigesetzt wird,'*® entsprach eine fehlende Oberflachenexpression den
Erwartungen. Die Abwesenheit von ldslichem APRIL trotz positiven PCR-Ergebnisses deutet
jedoch auf eine post-transkriptionelle oder post-translationale Regulation der APRIL-
Expression bei NK-Zellen hin.

Sowohl die intrazellulare BAFF-Expression, als auch die Freisetzung von Iéslichem BAFF
wurde nach Stimulation mit den Zytokinen IL-2 und IL-15, welche eine eher generelle NK-
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Aktivierung induzieren, gesteigert. Dies ist in Ubereinstimmung mit Daten Anderer, die eine
Steigerung der BAFF-Expression in NK-Zellen nach IL-2-Stimulation auf Proteinebene
zeigten.2** Auch die mittels ELISA und intrazellularem FACS detektierten héheren BAFF-
Level in unter IL-2-Stimulation generierten pNKC im Vergleich zu ruhenden NK-Zellen
bestatigen diese Beobachtung. Interessanterweise wurde auch nach CD16-Stimulation mit
Rituximab eine gesteigerte BAFF-Expression detektiert. Mit den neuen CD20-Antikérpern
Ofatumumab und Obinutzumab wurde dieser Effekt sogar noch verstarkt. Vor allem
Obinutuzumab, bei welchem die Affinitdt zu CD16 durch glykoengeneering verbessert
wurde, 74 vermittelte eine deutlich starkere BAFF-Induktion als  Rituximab.
Membranstédndiges BAFF konnte jedoch auch nach Aktivierung nicht auf den NK-Zellen
detektiert werden, wohingegen die Expression des Aktivierungsmarkers CD69 nach Zytokin-
oder CD16-Stimulation auf der Oberflache der NK-Zellen erwartungsgemaf anstieg. Dies
deutet weiterhin auf eine intrazellulare Prozessierung und direkte |6sliche Freisetzung von
BAFF bei NK-Zellen hin.

Um das von NK-Zellen freigesetzte BAFF néher zu charakterisieren und dessen Rolle bei
der Interaktion von NK- und CLL-Zellen untersuchen zu kénnen, wurde BAFF mit Hilfe einer
Belimumab-gecoateten S&ule aus Zellkulturiiberstdnden von pNKC isoliert (hkBAFF). Mittels
ELISA konnten im Eluat der Belimumabséaule hohe BAFF-Level detektiert werden, wahrend
im Eluat einer mit einem Kontrollprotein gecoateten Saule nahezu kein BAFF zu finden war.
Mittels LC-MS/MS konnte anschlieBend bestatigt werden, dass es sich bei dem aus pNKC-
Uberstanden isolierten Protein tatsachlich um BAFF handelt: im pNKC-Eluat konnten Peptide
gefunden werden, welche identisch waren mit tryptischen Peptiden im Eluat von ebenfalls
Uber eine Belimumabsaule aufgereinigten Zellkulturiberstanden von 293-BAFF
Transfektanten, welche als Positivkontrolle dienten. Zu erwéhnen ist, dass sich einige dieser
Peptide in ihrer Sequenz von der von bovinem BAFF unterscheiden. Dies schliet aus, dass
das im Eluat der pNKC-Uberstande gefundene nkBAFF von dem fetalen Kalbsserum
stammt, welches im Zellkulturmedium vorhanden ist. Mit Hilfe von Blockade-Assays im
FACS und ELISA konnte anschlieBend zum einen weiter bestéatigt werden, dass es sich bei
dem aufgereinigten Protein um BAFF handelt. Zum andere wurde gezeigt, dass nkBAFF
noch immer die Fahigkeit besitzt, an seine Rezeptoren zu binden und es nicht im Zuge des
Aufreinigungsprozesses zerstort oder derart in seiner Struktur verédndert wurde, dass es zum
Verlust seiner Bindungsféahigkeit kam.

Nachfolgend wurde untersucht, welchen Effekt BAFF auf CLL-Zellen hat und ob es Einfluss
auf die NK-Zell-vermittelte Immuniiberwachung der CLL-Zellen nimmt. In Ubereistimmung
mit Daten anderer Untersucher, konnte auf CLL-Zellen aller untersuchten Patienten eine
starke Expression der BAFF-Rezeptoren BAFFR und TACI und in 36% der Falle auch BCMA
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detektiert werden.'®® Der Uberlebensférdernde Einfluss von BAFF auf CLL-Zellen konnte
durch WST-1 Assays, in welchen die Aktivitdt mitochondrialer Enzyme bestimmt wird,
bestatigt werden: rhBAFF flhrte zu einer konzentrationsabhangigen Steigerung der
metabolischen Aktivitat der CLL-Zellen.

Im Fokus dieser Arbeit stand die Frage, ob BAFF sich neben seiner bereits bekannten
Uberlebensférdernden Wirkung auch auf das NK-Zell-Kiling von CLL-Zellen auswirkt.
Tatsachlich reduzierte eine Exposition von CLL-Zellen mit rhBAFF die NK-Zell-vermittelte
Lyse der CLL Zellen in Europium-Zytotoxizitatsassays deutlich. Beachtenswerterweise wurde
dies sowohl flr die direkte Lyse als auch fir die Rituximab-induzierte ADCC beobachtet.
Dies wurde mit allogenen “gesunden”, aber auch autologen patienteneigenen NK-Zellen
nachgewiesen. Im Hinblick auf diesen CLL-protektiven Effekt von BAFF ist die Beobachtung,
dass auch NK-Zellen BAFF freisetzen - und diese Freisetzung nach CD16-Stimulation durch
therapeutische Antikérper noch gesteigert wird - von besonderem Interesse. Genau wie
rekombinantes BAFF vermittelte auch das von NK-Zellen freigesetzte BAFF - neben seines
ebenfalls beobachteten positiven Einflusses auf die metabolische Aktivitat - eine deutliche
Resistenz der CLL-Zellen gegenlber der direkten und Rituximab-induzierten NK-Lyse im
allogenen und autologen Assay-System. Interessanterweise wurden NK-Aktivierung und
Degranulation, gemessen anhand der Oberflachenexpression von CD69 bzw. CD107a, der
sowohl allogenen als auch autologen NK-Zellen nicht durch eine Vorbehandlung der CLL-
Zellen durch BAFF beeinflusst — weder in An- noch in Abwesenheit von Rituximab. Es ist
daher unwahrscheinlich, dass die verminderte NK-Lyse auf eine durch BAFF verringerte
Immunogenitat der Leuk@miezellen zurlickzufihren ist. Damit Gbereinstimmend konnte auch
kein Effekt von BAFF auf die Expression zahlreicher Oberflachenmolekile, welche
bekanntermafBen die NK-Reaktivitat gegen Leukamiezellen beeinflussen, festgestellt werden.
So fuhrte BAFF weder zu einer Herunterregulation von aktivierenden immunregulatorischen
Molekdlen, noch zu einer Hochregulation von inhibitorischen NK-Zell Liganden auf den CLL-
Zellen. BAFF hatte dariiber hinaus auch keinen Einfluss auf die Oberflachenexpression von
CD20, dem Zielantigen verschiedener in der CLL eingesetzter therapeutischer Antikérper,
was eine differentielle Expression von CD20 als mdgliche Ursache fir eine verénderte
Rituximab-induzierte NK-Reaktivitat ausschlieB3t. Die Tatsache, dass BAFF die metabolische
Aktivitdt der CLL-Zellen steigert, sowie die Apoptose der CLL-Zellen reduziert und das
Uberleben verbessert, deutet vielmehr darauf hin, dass BAFF die Leuk&miezellen vor dem
durch NK-Zellen induzierten Zelltod schitzt. Dies stimmt mit Beobachtungen Anderer
Uberein, die zeigten, dass die Zugabe von exogenem BAFF CLL-Zellen vor Apoptose
schitzt, wahrend eine Blockade des endogenen BAFF durch BCMA-Fusionsproteine
Apoptose induziert. Weiterhin konnte von anderen Untersuchern bereits gezeigt werden,
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dass BAFF CLL-Zellen vor Flavopiridol-induziertem Zelltod schiitzt.'>” 63 In dieser Arbeit
konnten diese Daten durch Versuche mit den heute géangigen Systemtherapeutika
Fludarabin und Cyclophosphamid erganzt werden: es wurde gezeigt, dass BAFF die
Suszeptibilitdt von CLL-Zellen fir eine Behandlung mit diesen Therpeutika reduziert; und
dies lasst sich anhand der Expressionsanalyse von gespaltenem PARP auf eine verminderte
Apoptose-Induktion der CLL-Zellen nach einer BAFF-Exposition zurtickfihren.

NK-Zellen im Patienten sind sicherlich nicht die einzige BAFF-Quelle fir die CLL-Zellen.
Neben Zellen aus dem CLL-Mikromillieu, wie z.B. die in Anwesenheit von CLL-Zellen aus
Monozyten differenzierenden nurse like cells (NCL), kénnen auch die malignen Zellen selbst
BAFF exprimieren.”16316  Dennoch ist es moglich, dass auch das von NK-Zellen
freigesetzte BAFF zu der verminderten Fahigkeit von NK-Zellen, CLL-Zellen zu téten,
beitragt, indem eine durch die maligne Zielzelle selbst ausgeldste NK-Aktivierung zu lokal
erhdhten BAFF-Spiegeln fihrt. Vor allem nach Antikérperbehandlung kénnte die Induktion
der BAFF-Freisetzung durch die NK-Zellen und die daraus resultierende Resistenz der CLL-
Zellen gegeniber der NK-Lyse kontraproduktiv fir die Ausléschung der Leukamiezellen sein
und damit Therapieerfolge in der CLL limitieren.

Basierend auf unseren Beobachtungen wurde weiterhin untersucht, ob der bereits fiir die
SLE-Behandlung zugelassene BAFF-Antikdrper Belimumab den protektiven Effekt von BAFF
auf die CLL-Zellen verringert oder gar aufhebt und dadurch die Wirkung von z.B. CD20-
Antikérpern verbessern kénnte. Denn neben der Mdglichkeit die immunstimulatorische
Kapazitat eines Antikdrpers zu verbessern — wie z.B. durch Erhéhung der Affinitat zum
Zielantigen durch glykoengeneering des Fc-Teils, wie im Falle von Obinutuzumab —kann
man die therapeutische Effizienz mdéglicherweise auch dadurch erhéhen, dass man
Mechanismen, die zur Tumorimmunevasion beitragen, verhindert. Im Falle der CLL erscheint
die Herangehensweise, die Anti-Tumorimmunitat durch eine BAFF-Neutralisation mit
Belimumab - oder anderen BAFF-blockierenden Reagenzien, wie z.B. dem sich bisher noch
in der klinischen Erprobung befindlichen TACI-Ilg Atacicept?®- zu erhdéhen, sehr
vielversprechend. Dies zeigen — wie auch schon die Rolle von BAFF beim Immunescape der
CLL-Zellen vor der NK-Immuniberwachung - unsere Untersuchungen mit primaren CLL-
Zellen und allogenen bzw. autologen NK-Zellen: eine Neutralisation von BAFF mit
Belimumab stellte in beiden Assays-Systemen die Suszeptibilitdit der CLL-Zellen flr die
direkte und Rituximab-induzierte NK-Lyse wieder her. Darlber hinaus sensitivierte die
Belimumab-vermittelte BAFF-Neutralisation die CLL-Zellen fiir eine chemotherapeutische
Behandlung. Diese Ergebnisse werden von Daten einer Phase 1b klinischen Studie mit dem
TACI-lg Atacicept gestiitzt: eine Monotherapie von refraktaren und/oder rezidivierten CLL-
Patienten fllhrte zu einer Stabilisiereung der progressiven Erkrankung.?'” Auch
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Untersuchungen Anderer im Ep-TCL1 CLL-Mausmodell konnten einen Einfluss von BAFF
bei der CLL belegen: Tiere, die zuséatzlich transgen fir BAFF waren, zeigten einen
aggressiveren Krankheitsverlauf und kirzeres Uberleben. Eine Neutralisation von BAFF
flhrte bei den doppelt transgenen Tieren zu einer deutlichen Reduktion der Leukamielast.'®’
Eine BAFF-Neutralisation kénnte des Weiteren einem kirzlich beschriebenen Mechanismus
der Immunevasion von CLL-Zellen entgegenwirken: BAFF beglnstigt Uber TACI-Signalling
die Produktion des Immunsuppressors IL-10 in humanen und murinen CLL-Zellen.?'8

Das hier eingesetzte Versuchsmodel mit autologen NK-Zellen spiegelt am besten die
Situation im Patienten wieder. Es bietet im Vergleich zum Mausmodell den Vorteil, dass es
potentielle Artefakte, die aufgrund der Unterschiede in der Expression und/oder Funktion von
BAFF oder anderen TNF-Familienmitgliedern, aber auch in der Expression/Funktion von Fc-
Rezeptoren und den Mechanismen und Zelltypen, welche ADCC vermitteln, in Maus und
Mensch ausschlief3t.219-223

Zusammengefasst liefern die Ergebnisse dieser Arbeit nicht nur erste Hinweise darauf, dass
BAFF — auch das von NK-Zellen freigesetzte - eine Rolle bei der verminderten Suszeptibilitat
der CLL-Zellen gegenuber der direkten und Rituximab-induzierten NK-Reaktivitat spielt. Sie
legen des Weiteren nahe, dass die Kombination von Belimumab mit Rituximab - oder
maoglicherweise auch Obinutuzumab oder Ofatumumab - und/oder anderen systemischen
Behandlungsmodalitdten wie konventionellen Chemotherapeutika oder den neuen
Inhibitoren der Signaltransduktion lbrutinib, Idelalisib oder Abt-199, sich positiv auf die CLL-
Therapie auswirken koénnte. Diese Annahme wird auch durch einen Kklinischen Fall
unterstitzt, bei welchem ein Patient mit Autoimmunerkrankung mit Belimumab fir die
anschlieBende Rituximab-Behandlung sensitiviert werden konnte.??* Zukulinftige, auf dieser
Arbeit basierende klinische Studien, in welchen Belimumab und Rituximab oder andere
konventionelle Systemtherapeutika miteinander kombiniert werden, sind nétig und befinden
sich bereits in der Planung, um in vivo die Schlussfolgerung, dass Belimumab sowohl die
NK-Zell-Reaktivitdt und Antikérper-induzierte ADCC, als auch die Suszeptibilitdt fur
Systemtherapeutika in der CLL verbessert, zu validieren.
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7.1

ADCC
APC
APRIL
BAFF
BAFFR
BCMA
BSA
CD
CD95L
CDC
CLL
cpm
CRD
CTLA-4
DC

DD
ddH-0
DMSO
DR
ELISA
ERK
FACS
Fas
FC
FCR
FcR
FCS
GvHD
HLA
HRP

Anhang

Abkilirzungsverzeichnis

antibody dependent cellular cytotoxicity
Antigen-prasentierende Zelle (antigen presenting cell)
a proliferation inducing ligand

B cell activating factor

BAFF receptor

B cell maturation antigen

Bovines Serumalbumin (bovine serum albumin)
cluster of differentiation

CD95 Ligand

complement dependent cytotoxicity

Chronisch Lymphatische Leukamie

counts per minute

Cystein-reiche Doméane (cysteine-rich domain)
Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4)
Dendritische Zelle (dendritic cell)
Todesdoméne (death domain)

Aqua bidest.

Dimethylsulfoxid

Todesrezeptor (death receptor)
enzyme-linked immunosorbent assay
extracellular signal-regulated kinase
fluorescence activated cell sorting

factor of apoptosis
Fludarabin/Cyclophosphamid
Fludarabin/Cyclophosphamid-Rituximab
Fc-Rezeptor

Fetales Kalberserum (fetal calf serum)
Graft-versus-Host-Disease

human leukocyte antigen

horseradish peroxidase
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KM
LC-MS/MS
LAG-3
mAb
MACS
MICA/B
MHC
MM
MMP14
NCR
NEAA
NF-kB
NKG2D
NKG2DL
NK-Zelle
PBMC
PD-1
PVDF
PMSF
PRR

P/S

PBS
RANK
RANKL
RT

rh

SCT
SDS
SDS-Page

Hamatopoetische Stammzelle (hematopoetic stem cell)
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

immunoreceptor tyrosine-based activation motif
immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif

killer immunoglobulin-like receptor

Knochenmark

liquid chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry
lymphocyte activation gene-3

Monoklonaler Antikdrper (monoclonal antibody)
Magnetic Activated Cell Sorting

MHC class | related chain A/B

major histocompatibility complex

Multiples Myelom

Matrix-Metalloprotease 14

natural cytotoxicity receptor

Nicht-essentielle Aminosaure (non-essential amino acid)
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
natural killer group 2 member D

NKG2D Ligand

Natlrliche Killerzelle

peripheral blood mononuclear cells

Programmed cell death-1

Polyvinylidendifluorid

Phenylmethylsulfonylfluorid

pattern recognition receptor

Penicillin/Streptomycin

phosphate buffered saline

receptor activator of NF-kB

receptor activator of NF-kB ligand

Raumtemperatur

rekombinant human

Stammzelltransplantation (stem cell transplantation)
Sodium-Dodecylsulfat

SDS- Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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SFI
TACE
TACI
TGF-B
TIM-3
TLR
TNF
TRAF
TRAIL
TRAP
TTRAP
WT
7-AAD

Spezifischer Fluorezenz-Index (specific fluorescence index)
TNF-a converting enzyme

transmembrane activator and CAML interactor
transforming growth factor 8

T-cell immmunoglobulin and mucin containing protein-3
toll-like receptor

Tumor-Nekrose-Faktor

TNF-receptor associated factor

TNF-related apoptosis-inducing ligand

tartrate resistant acid phosphatase

TRAF and TNF-receptor associated protein

wild type

7-Amino-Actinomycin
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