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2 Einfuhrung

2.1 Das Mantelzelllymphom

2.1.1 Zahlen und Fakten zur Epidemiologie

Das Mantelzelllymphom (MZL) ist ein aggressives B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom (B-
NHL), welches durch eine schlechte Langzeitprognose mit einem medianen Uberle-
ben von 4-6 Jahren charakterisiert wird. Bis zu 6% aller NHL in Europa und den USA
sind Mantelzelllymphome, bei einer steigenden Inzidenz von ungefahr 0,4-0,55 pro
100.000 Personenjahre und einem medianen Diagnosealter von 74 Jahren (Dreyling

and Hiddemann 2009, Morton, et al 2006, Smith, et al 2011, Zhou, et al 2008).

2.1.2 Herkunft der Zellen

Das MZL wurde zunachst als Mantelzonen-Lymphom, zentrozytisches Lymphom
oder intermediares lymphozytisches Lymphom in der Literatur beschrieben (Bodrug,
et al 1994, Jiang, et al 1993). Die Kiel-Klassifikation definierte die Krankheit zunachst
als zentrozytisches Lymphom, aufgrund der morphologischen Gleichartigkeit zu den
Zentrozyten der Germinalzone (Lennert, et al 1975). Es wird angenommen, dass die
meisten MZL-Falle von naiven Vorlaufer-B-Zellen ausgehen, die der Mantelzone
entstammen und dem Keimzentrum noch nicht ausgesetzt waren (Banks, et al
1992). Weitere Varianten wirden aus der Marginalzone oder den B-
Gedachtniszellen des peripheren Blutes entspringen. Als Hinweis darauf, dass sich
die Zellen des MZLs von naiven B-Zellen herleiten, lasst sich das Fehlen von soma-
tischen Mutationen der Gene, die die variablen Regionen der schweren Ketten der
Immunglobuline (IgVH) kodieren, deuten. Diese werden als Leitbefund des Durch-
laufens der Germinalzone bewertet (Bertoni, et al 2004a, Walsh, et al 2003). Jedoch

konnten weitere Experimente zeigen, dass auch MZL-Falle mit somatischen Hyper-



mutationen existieren, welche auf eine Keimzellenexposition hinweisen. Somit konn-
ten diese MZL-Falle von Marginalzonen- oder B-Gedachtniszellen aus dem periphe-

ren Blut stammen (Camacho, et al 2003, Kienle, et al 2003, Walsh, et al 2003).

2.1.3 Zellmorphologie

Tolksdorf et al. beschrieben das MZL auf Basis zytomorphologischer Eigenschaften.
Die spater als klassisch beschriebene Variante gleicht morphologisch den Zentrozy-
ten (Tolksdorf, et al 1980). Im Laufe der Jahre wurden weitere Varianten beschrie-
ben. Der kleinzellige Typ mit dichtem Kernchromatin ahnelt den Zellen der chronisch
lymphatischen Leukamie (B-CLL). Sie wird gehauft bei indolenten, leukdmischen
Verlaufsformen und Milzbefall ohne Lymphknoten-Beteiligung gesehen (Campo, et
al 1999, Decaudin, et al 1997, Orchard, et al 2003, Weisenburger and Armitage
1996). Der pleomorphe Typ hat Zellen, welche denen des grof3zelligen B-Zell-
Lymphoms ahneln (Campo, et al 1999, Zucca, et al 1994). Der blastoide Typ imitiert
mit seinen kleinen bis mittelgroen Blasten, lymphoblastische Lymphome oder eine
akute lymphatische Leukamie. Es hat im Vergleich zum klassischen Typ einen er-
hoéhten mitotischen Index (mitotische Figuren/mm?) und hdhere Ki-67 Proliferations-
indexwerte (Laszlo and Matolcsy 1999, Ott, et al 1998, Ott, et al 1997). Zwei weitere
Subtypen mit zytomorphologischen Uberlappungen kénnen differenziert werden: der
klassisch + pleomorphe Typ und der klassisch/pleomorphe Typ (Tiemann, et al
2005). Die blastoide Variante wurde bereits frih mit einem aggressiveren klinischen
Verlauf assoziiert (Bosch, et al 1998, Lardelli, et al 1990). Jedoch konnte man beim
Vergleich des klassischen und kleinzelligen Typs mit dem blastoiden bzw. pleomor-
phen Subtyps keinen Unterschied im Gesamtliberleben aufzeigen. Des Weiteren
zeigten die Analysen, dass der Grolteil der MZL-Falle dem klassischen Typ zuge-

ordnet werden muss und dass die Differenzierung der verschiedenen Subtypen kei-



nen prognostischen Wert hat. Sie diene hauptsachlich der Differenzierung zu ande-
ren Neoplasien (Tiemann, et al 2005). Andere Ergebnisse weisen jedoch daraufhin,
dass die blastoiden Varianten ebenfalls mit einem geringeren Gesamtuberleben as-
soziiert seien (Bernard, et al 2001, Campo, et al 2011). Zur Prognose des klinischen
Verlaufs des MZL werden nun jedoch der Proliferationsindex Ki-67 und der mitoti-
sche Index eingesetzt (Bosch, et al 1998, Katzenberger, et al 2006, Pinyol, et al
1998). Das MZL kann entweder in der Mantelzone, nodal oder diffus wachsen
(Pittaluga, et al 1995, Weisenburger, et al 1981). Allgemein wird davon ausgegan-
gen, dass diese Wachstumsarten mit dem klinischen Progress der Grunderkrankung
und dem Gesamtuberleben assoziiert werden kdnnen. So kommt es sukzessive zur
Ausbreitung von der Mantelzone in den gesamten Lymphknoten und abschliel3end
zum diffusen Wachstum (Majlis, et al 1997). Das Wachstumsmuster kénne als prog-
nostischer Marker betrachtet und nodales Wachstum mit einem langeren medianen

Uberleben assoziiert werden (Tiemann, et al 2005).

2.1.4 Immunophanotyp

Das MZL wird durch die hohe Expression der Oberflachenimmunglobuline IgM und/
oder IgD, sowie einer Lambda-Leichtkettenrestriktion charakterisiert (Bertoni, et al
2004b). Die Zellen exprimieren die Pan-B-Zellmarker CD19, CD20, CD22, CD79a
und CD79b, sowie CDS5, CD43 und FMC7. Des Weiteren sind sie in den meisten
Fallen, im Gegensatz zum follikularen Lymphom, negativ fur CD3, CD11c, CD10,
CD23 und BCL-6. Durch die Expression von CD5 und Negativitat von CD23 lasst
sich das MZL von der B-CLL differenzieren (Williams and Densmore 2005). In selte-
nen Fallen, die gehauft mit blastoiden oder pleomorphen Varianten in Verbindung

gebracht werden, sind die MZL-Zellen negativ fur CD5 oder positiv fur CD10, BCL-6



und MUM1 oder den T-Zellmarkern CD8 und CD7 (Gao, et al 2009, Gualco, et al

2010).

2.1.5 Pathogenese: zyto- und molekulargenetische Grundlagen

Trotz einer hohen histologischen Variabilitat sind die meisten Falle des MZL durch
die Translokation t(11;14)(q13;932) definiert, welche zu der Uberexpression von
Cyclin D1 fGhrt (Campo, et al 2011). Cyclin D1, welches auch unter den friheren
Bezeichnungen BCL1 (breakage cluster of lymphoma 1) und PRAD1 (parathyroid
adenoma 1) bekannt ist, wird jedoch nicht in normalen B-Lymphozyten exprimiert. Es
bedingt die Transition des Zellzyklus von der G1 zur S-Phase und somit die Prolife-
ration (Motokura, et al 1991, Rosenberg, et al 1991). Cyclin D1 bindet an die Cyclin-
abhangigen Kinasen 4 und 6 (CDK4, CDK®6), was zu einer Phosphorylierung und
konsekutiven Inaktivierung des Retinoblastom-Proteins 1 (RB1) fuhrt, welches zum
Teil fur die Inhibition der Zellzyklusprogression in normalen Zellen verantwortlich
gemacht wird (Matsushime, et al 1994, Meyerson and Harlow 1994, Mittnacht, et al
1994). RB1 bedingt normalerweise eine Inaktivierung des Transkriptionsfaktors E2F,
welcher wiederum durch die Beeinflussung verschiedener Gene, u.a. Cyclin E, fur
den Ubergang einer Zelle in die S-Phase und die Replikation der Desoxyribonuklein-
saure (DNS) nétig ist (Harbour and Dean 2000). Durch die Phosphorylierung von
RB1 durch den Cyclin D1/CDK4-6-Komplex kommt es zur Freisetzung von E2F-
Faktoren, welche wiederum eine Anreicherung des Cyclin E/CDK2 Komplexes be-
wirken. Hierdurch kommt es zu einer irreversiblen Inaktivierung von RB1 und dem
damit verbundenen Ubergang in die S-Phase. Nebenbei kommt es zu einer Bindung
des Cyclin D1/CDK4-6-Komplex mit dem natirlichen CDK-Inhibitor p27Kip1,
wodurch p27 sequestriert und dadurch daran gehindert wird inhibierend auf das

Zellwachstum einzuwirken (Quintanilla-Martinez, et al 2003). Aufgrund dieser Er-



kenntnisse beschaftigt sich der grof3te Anteil der molekularen Forschung am MZL
mit der Entschlisselung von weiteren Zellzyklus-Mechanismen (Fernandez, et al

2005, Perez-Galan, et al 2011).

Die Hochregulierung von Cyclin D1 kann auf diverse Mechanismen zurlickgefihrt
werden. Dazu gehort die Translokation t(11;14)(q13;932), welche die DNS-Sequenz
fur die Kodierung von Cyclin D1 am Chromosom 11q13 mit der Region der schweren
Immunglobulinketten am Chromosom 14 verbindet (Harris, et al 1994, Raffeld and
Jaffe 1991). So konnte gezeigt werden, dass diese Translokation durch die RAG-
(recombinase-activating genes) Rekombinase als auch durch die Cytidin-Deaminase
(AID, activation-induced cytidine deaminase) vermittelte Induktion von Doppel-
strangbrichen induziert wird (Lenz and Staudt 2010). Neuere Experimente zeigten,
dass sich das translozierte Allel des Cyclin D1-Gens in einer perinukleolaren Region
mit RNA Polymerase Il Clustern befindet. Des Weiteren befande sich in diesem Be-
reich der Transkriptionsfaktor Nucleolin, der spezifisch an Bindungsseiten im Cyclin
D1 - Gen binden kdnnte. Somit kdme es zu der transkriptionellen Aktivierung des
entsprechenden Gens (Allinne, et al 2014). Erganzend kann die Erhéhung von Cyc-
lin D1 mRNA durch Punktmutationen und genomische Deletionen bedingt werden
(Wiestner, et al 2007). Ferner hatten ungefahr 50% der MZL-Patienten eine Aktivie-
rung des WNT-Signalweges, welcher eine Hochregulierung von Cyclin D1 vermittelt

(Gelebart, et al 2008).

Jedoch werden auch Cyclin D1-negative Formen des MZL beschrieben. So komme
es zu einer Hochregulierung von Cyclin D2 (CCND2) oder Cyclin D3 mit ahnlichen
klinischen Verlaufen (Fu, et al 2005, Rosenwald, et al 2003). So wurden eine

Translokation des CCND2-Gens vom Chromosom 12p13 zum IgG-k-Locus am
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Chromosom 2p12 oder eine Translokation t(2;14)(p24;932) des N-MYC-Onkogens

bei blastoiden MZL-Fallen identifiziert (Wlodarska, et al 2008).

Erganzend zu den Veranderungen der Cycline D1, D2 und D3 spielen auch sekun-
dare chromosomale Veranderungen einen wichtigen Teil in der Pathogenese des
MZL. Campo und Swerdlow et al. beschrieben unter anderem ,gain-of-function®-
Mutationen oder in 25% der MZL-Falle Trisomien des Chromosoms 12. (Campo, et
al 2011, Cortelazzo, et al 2012). Durch die Analyse von diversen chromosomalen
Alterationen kénnen sogar MZL-Falle prognostisch unterteilt werden (Salaverria, et
al 2007). Ein weiterer Pathomechanismus, der in diesem Zusammenhang zu erwah-
nen ist, ist die Deletion des INK 4a/ARF-Locus auf Chromosom 9p21. Es kodiert flr
die Tumorsuppressorgene p14 und p16, welche wie p27 durch die Bindung an Cyc-
lin/fCDK-Komplexe den Zellzyklus inhibieren. Diese Falle sind mit einer blastoiden

Histologie assoziiert worden (Pinyol, et al 1997, Rosenwald, et al 2003).

Die Hochregulierung des Transkriptionsfaktors SOX11 (SRY (sex determining region
Y)-box 11) fuhrt zu einer gesteigerten Zellproliferation. SOX11, ist ein nuklearer
Transkriptionsfaktor, der unter anderem bei der ZNS-Entwicklung beteiligt scheint.
SOX11 wird in den meisten MZL-Fallen im Gegensatz zu anderen B-NHL oder aus-
gereiften B-Zellen Uberexprimiert (Ek, et al 2008). In einigen Experimenten konnte
gezeigt werden, dass eine Uberexpression von SOX11 zu einem Block bei der Ent-
wicklung maturer B-Zellen wahrend der plasmatischen Differenzierung fuhrt. Dies
konnte sowohl fur primare Tumorzellen als auch im in vitro Modell dargestellt werden
(Vegliante, et al 2013). Des Weiteren wurde dieser Transkriptionsfaktor als reliabler
Biomarker des Cyclin D1-positiven und Cyclin D1-negativen MZL identifiziert

(Mozos, et al 2009, Salaverria, et al 2013).
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Zusatzlich zu den Zellzyklusmechanismen spielen die alterierten DNS-Reparatur-
und Apoptose-Signalwege entscheidende Rollen in der Genese des MZL. So geho-
ren Veranderungen bzw. Deletionen des Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) Tu-
morsuppressorgens (11922-q23) zu wegweisenden Befunden bei bis zu 50% aller
MZL-Falle. ATM spielt eine entscheidende Rolle bei der zellularen Antwort auf DNS-
Schaden (Greiner, et al 2006). Mutationen in diesem Gen kdnnen zu chromosomaler
Instabilitat fUhren (Stilgenbauer, et al 2000). Auch Mutationen des p53 Gens (17p13)
sind in MZL-Fallen (10-25%) nachgewiesen worden. Der Wildtyp des p53 Gens be-
dingt eine Induktion von Wachstumsinhibitionsmechanismen wie Apoptose oder
Zellzyklusarrest. Durch die Mutation werden diese Signalwege gestort und es kommt
zum Ausbleiben der inhibierenden Effekte, was mit einer schlechteren Prognose as-

soziiert ist (Greiner, et al 2006, Greiner, et al 1996).

Des Weiteren weisen Microarray-Daten auf gesteigerte Zelliberlebensstrategien auf
molekulargenetischer Ebene hin. Hierzu gehért die Deregulierung von BCL-2 (B cell
lymphoma 2). Dieses Gen scheint eine entscheidende Rolle bei der Verhinderung
der Apoptose-Induktion zu spielen. So konnten Menendez et. al zeigen, dass 55%
der untersuchten MZL-Félle eine Uberexpression von BCL-2 hatten. Durch dieses
Onkogen kommt es scheinbar zu einem verlangerten Zelluberleben (Menendez, et al

2004).

In den letzten Jahren zeigten weitere Untersuchungen verschiedene Signaltransduk-
tionswege, die ebenfalls einen Teil bei der Tumorproliferation oder bei anti-
apoptotischen Mechanismen spielen. Diese Transduktionskaskaden beinhalten den
Nuclear-Factor-kB (NF-kB) (Martinez, et al 2003, Pham, et al 2003), den B-Zell-

Rezeptor (BZR) (Boyd, et al 2009, Rinaldi, et al 2006) und den PI-3 Kina-
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se/AKT/mammalian target of rapamycin (mTOR) (Cecconi, et al 2008, Dal Col, et al

2008) Transduktionsweg.

Die NF-kB-Familie besteht aus verschiedenen Transkriptionsfaktoren, die entschei-
dende Zellregulationsmechanismen zum Wachstum und Uberleben beeinflussen
und zur Entstehung von Lymphomen und anderer hamatologischer Malignome bei-
tragen kénnen (Baldwin 2001). Pham et al. konnten zeigen, dass NF-kB in bestimm-
ten MZL-Fallen und -Zelllinien konstitutiv aktiviert ist. So konnten Experimente mit
dem Proteasom-Inhibitor PS-341 oder einem spezifischen pl-k-B-alpha Inhibitor,
(BAY 11-7082), einen Zellzyklusarrest oder direkte Apoptose beim MZL einleiten
(Pham, et al 2003). Beim MZL sind der klassische und der alternative NF-kB-
Signalweg aktiviert. Neuere Ergebnisse zeigen, dass eine Untergruppe von MZL-
Fallen, die auf die BZR-Inhibitoren Ibrutinib und Sotrastaurin sensibel reagierten,
eine vermehrte Aktivierung des klassischen BZR-vermittelten NF-kB-Signalwegs
zeigten. MZL-Zellen, die Mutationen verschiedener Gene im alternativen NF-kB-
Signalweg hatten (z.B. TRAF2 oder BIRC3) und nicht auf Ibrutinib ansprachen, zeig-
ten eine Abhangigkeit von der Proteinkinase NIK (mitogen-activated protein 3 kinase

14 oder auch MAP3K14) (Rahal, et al 2014).

Das MZL zeigt eine Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs, welcher eine zentrale
Rolle beim Zellliberleben, -wachstum und der Tumorgenese durch die Inaktivierung
verschiedener Gene, unter anderem der BCL-2-Familie, spielt. So konnten Rudelius
et al. an MZL-Zelllinien zeigen, dass eine Hochregulierung des PI3K/AKT-
Signalwegs zu einer Induktion des NF-kB- als auch des mTOR-Weges fuhrt. Die da-
raus resultierende Abnahme von p53-Levels flhrt zu einem gesteigerten Zelluberle-
ben. Sie konnten weiter zeigen, dass eine Inhibition des PI3K/AKT-Signalwegs zu

einer Zellproliferationshemmung, einem Gq-Arrest und einem Verlust der Cyclin D1-
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Expression fuhrten (Rudelius, et al 2006, Song, et al 2005). Die Inhibition der Bruton-
Kinase (BTK), welche den BZR-Signalweg mit der PISK/AKT und der NF-kB-
Transduktion verbindet, konnte hervorragende klinische Daten beim MZL erzielen
(Wang, et al 2013). Ansonsten wird das Zelluberleben auch BZR-abhangig tUber den

FOXO1-Transkriptionsfaktor vermittelt (Rudelius, et al 2006).

Eine Vielzahl neuerer Substanzen zielt auf die Beeinflussung der oben genannten
Signalwege ab. Eines dieser neuen Substanzen, Ibrutinib, ein BTK Inhibitor, welcher
den BZR-Signalweg beeinflusst, hat erfolgsversprechende Effekte zeigen kdnnen
(Parekh, et al 2011). Isoform-spezifische PI3K-Inhibitoren wie zum Beispiel Idelalisib
haben eine in vitro Apoptose-Induktion bei verschiedenen B-Zell-Malignomen de-

monstrieren kdnnen (Lannutti, et al 2011).

2.2 Risikofaktoren, Klinik, Diagnose und Therapie des Mantelzelllym-

phoms

2.2.1 Potentielle Risikofaktoren

Aktuell gibt es keine Belege fur die Existenz eindeutiger Risikofaktoren fur das MZL.
Eine ,Case-Control“-Studie hat den Verdacht nahegelegt, dass eine Infektion mit
Borrelia burgdorferi das Risiko am MZL zu erkranken erhdhen wirde. Diese Annah-
me basieren auf serologischen Testungen und epidemiologischen Daten, nicht je-
doch auf molekularen Methoden (Cortelazzo, et al 2012, Schollkopf, et al 2008). Bis
auf moégliche Zusammenhange mit bekannten Pestiziden, Herbiziden und Insektizi-
den bei arbeitsbedingter Exposition sind aktuell keine direkten Ausléser des MZL
beschrieben worden (Muller, et al 2005). Einige wenige familiare Haufungen mit fri-

hem Krankheitsbeginn sind veroéffentlicht worden (Tort, et al 2004).
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2.2.2 Kilinische Prasentation

Leider wird das MZL erst spat diagnostiziert, so dass sich die meisten Patienten bei
Diagnose bereits in einem fortgeschrittenen Tumorstadium befinden. So haben ca.
70% der Patienten eine disseminierte Erkrankung (Tiemann, et al 2005). Bei Diag-
nose sind sie in Aktivitdt und Selbstversorgung eingeschrankt, gemessen am Kar-
nofsky-Index bei 70% (Karnofsky DA 1949, Velders, et al 1996). Bis zu 30% der Pa-
tienten haben B-Symptome (s. 2.2.3 Diagnose und Staging). Drei Viertel der Er-
krankten hat initial eine Lymphadenopathie (LAP). Das restliche Viertel zeigt zu Be-
ginn eine Form der extranodalen Infiltration. Ein extranodaler Befall zweier Organ-
systeme ist bei 30-50% zu beobachten (Argatoff, et al 1997). Dazu gehdren die fol-
genden betroffenen Organsysteme (in Prozent der Falle): Splenomegalie 45-60%,
Hepatomegalie 35% (Zucca, et al 1994), Knochenmarksinfiltration (>60%) (Velders,
et al 1996), peripheres Blut (13-77%), Waldeyer'scher Rachenring, Gastrointestina-
ler Trakt (Romaguera, et al 2003) und seltener Brust, Haut, Pleura und Orbita
(Argatoff, et al 1997). Eine Beteiligung des zentralen Nervensystems (ZNS) ist selten
(< 5%). Das Risiko steigt jedoch mit dem Progress der Erkrankung und wird haufiger
bei der blastoiden Variante beobachtet (Ferrer, et al 2008). Eine generalisierte LAP
ist das haufigste klinische Erscheinungsbild beim MZL. Jedoch ist eine isolierte
Splenomegalie, ohne LAP, keine Seltenheit (Pittaluga, et al 1996). Ungefahr 10-15%
der Erkrankten hat einen reinen extranodalen Befall (Bosch, et al 1998). Genomi-
sche und Genexpressionsanalysen konnten zeigen, dass diese Subtypen eine leu-
kamische, indolente Verlaufsform annehmen und meistens durch ein langes Ge-
samtuberleben von 5-12 Jahren und einer SOX177-Negativitat charakterisiert werden
(Fernandez, et al 2010). Obwohl sich nur 15-30 % der Patienten aufgrund gastroin-

testinaler Probleme vorstellen, ist die Beteiligung des Gl-Traktes auf histologischer
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Ebene sehr hoch. So sei eine histologisch nachweisbare Infiltration des oberen Gl-
Trakts in 43% und des unteren Gl-Trakts in 88% der Falle nachweisbar gewesen
(Romaguera, et al 2003). Die bisher aggressivste Form des MZL hat ein medianes
Uberleben von ca. 3 Monaten. Bei dieser blastoiden Variante sind komplexe chro-
mosomale Aberrationen mit 8g24-Mutationen identifiziert worden (Viswanatha, et al
2000). Laborchemisch prasentieren sich die Patienten mit einer Tumoranamie
(50%), erhohten LDH-Werten (Laktatdehydrogenase) und R32-Mikroglobulin-Werten
im Serum. Nur 10-30% der Falle gehen mit erhéhten monoklonalen Immunglobuli-

nen einher (Bosch, et al 1998).

2.2.3 Diagnose und Staging

Die Diagnose des MZL kann anhand einer histologischen Beurteilung einer Lymph-
knotenbiopsie, einer anderen Gewebeprobe, des Knochenmarks oder des Blutes
gestellt werden. Zusatzlich zur visuellen Beschreibung erfolgen weitere Nachweise.
Als definierende chromosomale Aberration gilt die Translokation t(11;14)(q13;q32).
In seltenen Fallen werden bei Cyclin D1-negativen Fallen Cyclin D2 und D3 nach-
gewiesen (Rosenwald, et al 2003). Der Transkriptionsfaktor SOX77 wurde zuletzt als
Diagnosemarker definiert, dessen Absenz flr einen indolenten Verlauf spricht
(Fernandez, et al 2010). Erganzend zu diesen diagnosedefinierenden Alterationen,
schliel3en sich weitere Staging-Untersuchungen an. Hierzu erfolgen die Bestimmung
der LDH, eine Knochenmarksaspiration und -biopsie mit anschlieender Immuno-
phanotypisierung der gewonnenen Zellen mittels Flow-Zytometrie, sowie die Durch-
fuhrung einer Ganzkorper-Computer-Tomographie (Thorax, Abdomen und Becken)
(Vose 2013). Bezluglich der Durchfuhrung einer FDG-PET ((18F)Fluor-
desoxyglukose-Positronen-Emissions-Tomographie) sind keine klaren Leitlinien de-

finiert. Brepoels et al. beschreiben, dass die FDG-PET eine hohe Sensitivitat bei der
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Erkennung von Lymphknotenbeteiligung hat und bei der blastoiden Variante des
MZL eine hdohere FDG-Aufnahme zeigt (Brepoels, et al 2008). Jedoch ist die Sensiti-
vitat geringer bei Patienten mit extranodalem Befall. So sei ein Routineeinsatz auch
nicht als Therapiekontrolle zu empfehlen, denn konventionelle CT-Untersuchungen
hatten die gleiche Aussagkraft bezlglich der Einschatzung des Therapieerfolgs
(Brepoels, et al 2008, Gill, et al 2008). Der Einsatz sei in weiteren Studien, insbe-
sondere bei aggressiven MZL-Varianten bei denen das Ansprechen der Therapie als
Endziel definiert wirde, zu empfehlen (Cheson, et al 2007). Laut American Journal
of Hematology wird jedoch ein Einsatz des FDG-PETs als sinnvoll eingeschatzt
(Vose 2013). Des Weiteren wird die Durchfuhrung einer Gastro- und Koloskopie bei
Patienten mit gastrointestinalen Beschwerden empfohlen (Romaguera, et al 2003).
Liquorpunktionen werden nur bei Patienten mit neurologischen Defiziten empfohlen
(Ferrer, et al 2008). Das Staging-System beim MZL folgt der Ann-Arbor-
Klassifikation der NHL. Anhand der Manifestationsorte werden Lymphome in insge-
samt 4 Stadien eingeteilt. Erganzend kdonnen die Stadien in ,A* oder ,B“ eingeteilt
werden. Bei Patienten mit systemischen Symptomen wie Fieber ohne erklarbaren
Grund, regelmaRigen und starken Nachtschweil} sowie Gewichtsverlust Uber zehn
Prozent des Koérpergewichts innerhalb der letzten 6 Monate wird die Einteilung um
ein ,B“ erganzt. Beim Nichtvorhandensein dieser Symptome wird ein ,A“ angeflgt.
Die extranodalen Infiltrate werden nach ihrer Lokalisation bezeichnet: z.B. ,O0 fur
Knochen, ,L“ fur Lunge. Mit ,X“ bezeichnet man einen Herd von tber 10 cm Durch-

messer (Carbone, et al 1971).
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2.2.4 Prognose und Therapie

Die Einleitung der Therapie des MZL hangt von der Stadieneinteilung und der damit
verbundenen Prognose ab. Zur Einschatzung der Prognose wurde ein MZL-
spezifischer Prognoseindex eingeftihrt. Der MIPI (Mantle cell lymphoma International
Prognostic Index) wird durch vier unabhangige Prognosefaktoren definiert: Alter,
LDH-Wert, Leukozytenzahl und ,ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) Per-
formance Status“ (Hoster, et al 2008). Ein Wert unter 5,7 entspricht der Niedrig-
Risiko-Gruppe, 5,7-6,2 der mittleren und uUber 6,2 der Hoch-Risiko-Gruppe. Die fol-

gende Darstellung entstammt der Originalverdffentlichung von Hoster et al. (Hoster,

et al 2008).
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Abbildung 1: ,Mantle cell ymphoma international prognostic index (MIPI)* entnommen aus (Hoster, et al 2008)

Anhand des MIPI lassen sich Patienten in fortgeschrittenen Stadien (Stadium I11-1V)

in drei verschiedene Prognosegruppen einsortieren. Hiernach haben die Patienten
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der Niedrig-Risiko-Gruppe (44% der Patienten) das mediane Gesamtuberleben wah-
rend des Beobachtungszeitraums nicht erreicht. Die Gruppe mit dem mittleren Risiko
(35% der Patienten) hatte ein medianes Gesamtuberleben von 51 Monaten, die
Hoch-Risiko-Gruppe (21% der Patienten) nur noch 29 Monate (Hoster, et al 2008).
Der MIPI wurde zuletzt auch anhand prospektiver Studien bestatigt und zeigte sich
als signifikanter Prognosemarker bezuglich der Zeit bis zum Therapieversagen (TTF,
time to therapy failure) (Hoster, et al 2014). Ein unterstitzender Prognosemarker ist
der Proliferationsindex Ki-67, welcher bei der Einschatzung der Risiko-adaptierten
Therapieeinleitung helfen kann (Katzenberger, et al 2006). Jedoch sind die Ki-67-
Messungen stark variabel, sodass eine einheitliche Methodik vorgeschlagen wurde

(de Jong, et al 2007, Klapper, et al 2009).

Eine standardisierte Leitlinie zur Therapieeinleitung existiert nicht. Am MIPI orientie-
rend ergeben sich folgende Therapieoptionen aulderhalb von standardisierten klini-
schen Studien: Es besteht zum einen die Option einer konventionellen Immuno-
Chemotherapie mit oder ohne Erhaltungstherapie (z.B. R-CHOP, R-CVP, R-
Bendamustin), zum anderen die Option einer Induktionstherapie mittels Immuno-
Chemotherapie, gefolgt von einer Hochdosis-Chemotherapie und einer autologen
Stammzelltransplantation. Ein weiterer Ansatz ist der alleinige Einsatz einer Hoch-
dosis-Immuno-Chemotherapie (z.B. R-Hyper-CVAD) (Cortelazzo, et al 2012, Vose

2013).

Wenige Patienten werden in einem frilhen Stadium diagnostiziert. Fur diese Patien-
ten existiert ebenfalls kein Standardtherapievorgehen. So werden wenige Zyklen
konventioneller Chemotherapie mit anschlielRender Radiotherapie beschrieben.
Hierbei konnten langfristige Remissionen und Verbesserungen beim progressions-

freien Uberleben (PFS) erzielt werden (Leitch, et al 2003) (Bernard, et al 2013). Ein
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anderer Ansatz fur Patienten mit niedrigem MIPI oder bei alteren asymptomatischen
Patienten entspricht dem ,watch and wait“-Verfahren, welches beim follikularen oder
anderen indolenten Lymphomen eingesetzt wird (Martin, et al 2009, Vose 2013).
Werden diese Patienten symptomatisch, ergibt sich eine potentielle Therapieindika-
tion. Die ,German Lymphoma Study Group“ konnte zeigen, dass eine Addition von
Rituximab zum bewerten CHOP-Schema (Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin
und Prednison) ein verbessertes Ansprechen (ORR) und ein Verbesserung der
Komplettremissionsrate (CR) bewirken konnte. Jedoch fuhrten diese Ergebnisse
nicht zu signifikanten Verbesserungen beim PFS oder beim Gesamtuberleben (OS)
(Lenz, et al 2005). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass R-CHOP ein verbes-
sertes Gesamtuberleben gegenuber R-FC (Rituximab, Fludarabin, Cyclophospha-
mid) erzielte. In der Erhaltungstherapie mit Rituximab nach R-CHOP konnte ein sig-
nifikanter Vorteil bezluglich PFS und OS nachgewiesen werden (Kluin-Nelemans, et
al 2012). In der Bright-Studie konnte die Nicht-Inferioritat einer Rituximab-
Bendamustin-Therapie gegentber der Standardtherapie mit R-CHOP oder R-CVP
(Rituximab, Cyclophosphamid, Vincristin und Prednison) gezeigt werden. Allerdings
hatten die Patienten mehr Ubelkeit und Medikamenten-assoziierte Hypersensitivi-
tatsreaktionen unter R-Bendamustin. Die Standardtherapie erzeugte jedoch héhere

Raten an peripheren Neuropathien sowie Alopezie (Flinn, et al 2014).

Bei Juingeren Patienten (unter 65 Jahren) liegt der Schwerpunkt auf einer intensivier-
ten Induktionstherapie. Erste randomisierte Studien zeigten bereits, dass Patienten,
die nach Induktionstherapie eine autologe Stammzelltransplantation (ASCT) nach
myeloablativer Radiochemotherapie anstelle von Interferonerhaltungstherapie erhiel-
ten, eine signifikante Verbesserung bezlglich PFS aufwiesen (Dreyling, et al 2005).

Weitere Studien zeigten, dass der Einsatz von Rituximab in Kombination mit hyper-
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fraktioniertem Cyclophosphamid, Vincristin, Doxorubicin und Dexamethason ab-
wechselnd eingesetzt mit Hochdosis Cytrabin und Methotrexat ein 7-Jahres-OS von
68% erreichen konnte (Romaguera, et al 2005). Jedoch ist aufgrund der hochgradi-
gen Toxizitat die Durchfuhrung dieses Therapieregimes an nicht-spezialisierten Zen-
tren erschwert (Bernstein, et al 2013). Die Durchfuhrung einer ASCT nach erfolgter
kompletter Remission wurde in einer Retrospektivstudie untersucht. Die jungen Pati-
enten erhielten R-Hyper-CVAD oder R-CHOP gefolgt von einer ASCT. Die Ergeb-
nisse zeigten eine signifikante Verbesserung bezuglich PFS im Vergleich zur alleini-
gen Therapie mit R-CHOP (LaCasce, et al 2012). Beim Rezidiv oder therapierefrak-
taren MZL sind fUr die symptomatischen Patienten neuere Therapieoptionen zu dis-
kutieren. So wurden Patienten mit R-Bendamustin therapiert, die vorher einer ande-
ren Therapie unterzogen waren. Bei 63 Patienten gab es Ansprechraten von 63%

und CR in 60%. PFS lag bei 30 Monaten (Rummel, et al 2005).

Jedoch werden auch andere beim MZL deregulierte Signaltransduktionswege
mit neueren Praparaten beeinflusst. Der Proteasom-Inhibitor Bortezomib zeigte als
Einzelsubstanz (Goy, et al 2009), aber auch in Kombination mit Rituximab und
Bendamustin erfolgsversprechende Ergebnisse mit einer Ansprechrate von 71% bei
der Kombinationstherapie (Friedberg, et al 2011). Wie beschrieben, spielt der
PI3K/AKT-Signaltransduktionsweg eine Rolle in der Genese des MZL. Erste klini-
sche Phase-II-Studien mit Temsirolimus, welches in diesem Transduktionsweg ein-
greift, bei therapierefraktaren oder rezidivierenden Fallen haben eine Gesamtan-
sprechrate (ORR) von 44% gezeigt. Jedoch zeigten Phase-II-Studien ein geringes
PFS von nur 4,8 Monaten (Ansell, et al 2008, Hess, et al 2009). Des Weiteren grei-
fen der BTK-Inhibitor Ibrutinib oder der PI3K-Inhibitor Idealisib in den BZR-

Signaltrans-duktionsweg ein. In einer kleineren Studie zeigte Ibrutinib eine ORR von
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69% und eine CR von 16% (Wang, et al 2013). Eine andere Studie konnte eine ORR
von 40% bei Idealisib nachweisen (Kahl, et al 2014). Ein anderer Ansatz ist der Ein-
satz von Yttrium®-Ibritumomab Tiuxetan, bei dem ein R-Strahler mit dem monoklo-
nalen Antikorper verbunden wurde. Hierdurch kommt es zu einer lokalen Bestrah-
lung des Tumors. Die Ansprechraten lagen bei ca. 31% (Wang, et al 2009). Ergan-
zende Daten zur Konsilidierungstherapie nach R-CHOP zeigen hierfir gute An-
sprechraten (Smith, et al 2012). Andere Gruppen haben das immunmodulatorische
Medikament Lenalidomid eingesetzt. Lenalidomid zeigte eine ORR von 28% als Ein-
zelsubstanz (Goy, et al 2013) und 57% in Kombination mit Rituximab bei MZL-
Rezidiven (Wang, et al 2012). Die Daten zur autologen oder allogenen Stammzell-
transplantation beim rezidivierenden oder therapierefraktaren MZL sind limitiert.
Fenske et al. konnten zeigen, dass der Einsatz bei Chemotherapie-sensiblen Patien-
ten der Zeitpunkt der Transplantation entscheidend ist. Der beste Effekt konnte bei
Patienten nach der ersten CR gesehen werden. Bei therapierefraktaren Patienten
oder Rezidiven ist entweder eine ASZT oder eine intensitats-reduzierte allogene SZT
mdglich. Hierbei sind die langfristigen Ergebnisse und OS signifikant schlechter
(Fenske, et al 2014). So wie bei anderen Lymphomarten ist jedoch die chronische
Graft-versus-Host-Reaktion der limitierende Faktor bei der allogenen Stammzelltran-
plantation, insbesondere bei den alteren und vorbehandelten MZL-Patienten (Tam,
et al 2009). Der wichtigste Schritt bei der Verbesserung der Therapie-Ergebnisse
beim MZL und anderer B-NHL war die EinflUhrung des monoklonalen Antikdrpers
(mAK) Rituximab (Alduaij and lllidge 2011). Das Hinzuflgen zu den Standardchemo-
therapien verbesserte das OS bei jungeren und alteren Patienten signifikant

(Griffiths, et al 2011, Schulz, et al 2007).
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2.3 Anti-CD20-Antikorper

2.3.1 Das CD20-Molekul

Das membranstandige CD20-Molekll ist ein nicht-glykosyliertes Phosphoprotein,
welches als Oberflachenmolekul auf reifen B-Zellen, nicht jedoch auf Plasmazellen
exprimiert wird (Stashenko, et al 1980). Es ist ein 33-35 kDa groRes Protein, wel-
ches zunachst auch unter der Bezeichnung B1 bekannt war (Cragg, et al 2005). Es
besteht aus zytoplasmatischen N- und C-Termini und insgesamt vier hydrophoben
Arealen, die zur Verankerung in der Zellmembran zustandig sind (Einfeld, et al
1988). Obwohl die eindeutige Funktion des CD20-Molekils nicht geklart ist, wird ein
Kalzium-lonen-Kanal-abhangiger Wirkmechanismus nach Aktivierung des BZR-
Transduktionsweges diskutiert (Beers, et al 2010a, Cragg, et al 2005). Es wird zum
Teil davon ausgegangen, dass es nach einer Bindung an das Molekul nicht zu einer
Internalisierung oder einem Abbau des CD20 kommt (Glennie, et al 2007). Neuere
Daten weisen daraufhin, dass es entgegengesetzt alterer Annahmen jedoch zu einer
Modulation des Molekils nach der Bindung von Anti-CD20-Antikdrpern kommen
kann. So kommt es beim MZL haufiger als beim follikularen und diffusen grof3zelli-
gen B-Zell-Lymphom zu einer Internalisierung des CD20/mAk-Komplexes (Beers, et
al 2010b). Des Weiteren wurden frei zirkulierende CD20-Molekile nachgewiesen,
welche mdglicherweise den Anti-CD20-Antikdrper Rituximab von der Bindung an

CLL-Zellen abhalten kdnnten (Giles, et al 2003, Manshouri, et al 2003).

2.3.2 Uberblick und Wirkmechanismen der Antikérper

Seit der Erfindung der monoklonalen Antikoérpertechnologie konnten viele Erkennt-
nisse zum Wirkmechanismus von Anti-CD20-Antikdrpern gewonnen werden (Alduaij
and lllidge 2011, Kohler and Milstein 1975). Anti-CD20-Antikorper sind in verschie-

denen Signaltransduktionswegen beteiligt, die zum Tumorzellsterben fihren (Lim, et
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al 2010). Diese gut bekannten Fc-Fcy Rezeptor (Fc-FcyR) Interaktionen beinhalten
die Antikdrper-abhangige zellulare Zytotoxizitat (engl. antibody-dependent cellular
cytotoxicity, ADCC), die Komplement-abhangige Zytotoxizitat (engl. complement-
dependent cytotoxicity, CDC), die direkte Induktion des programmierten Zelltods
(engl. direct induction of programmed cell death, PCD) als auch die Phagozytose
(engl. antibody-dependent cellular phagocytosis, ADCP) (Alduaij, et al 2011, Lim, et
al 2010). Anti-CD20-Antikérper werden nach ihrem Bindungsverhalten am CD20-
Molekul sowie ihrer primaren Wirkmechanismen unterteilt (van Meerten and
Hagenbeek 2010). Somit kdnnen sie nach ihren Funktionsprofilen in zwei Typen
klassifiziert werden: Typ | und Il (Chan, et al 2003, Glennie, et al 2007). Zu den Typ |
Antikdrpern gehodren Rituximab, Veltuzumab, Ocrelizumab und Ofatumumab, zu den
Typ Il Antikérpern werden Obinutuzumab und Tositumomab gezahlt (van Meerten
and Hagenbeek 2010). Typ | Antikorper, wie zum Beispiel Rituximab, sind in der
Lage CD20-Molekdule in Lipid Rafts, sogenannten cholesterinreichen Domanen von
Zellmembranen (Thomas, et al 2004) umzuverteilen und damit die potente CDC mit-
tels C1g-Bindung zu aktivieren (Cragg, et al 2003). Jedoch bleibt der letztendliche
Beitrag der CDC zur in vivo B-Zell-Depletion ungeklart (Beers, et al 2008). Im Ge-
gensatz zu Typ | mAk sind Typ Il mAk wie z.B. Obinutuzumab oder Tositumomab
effektive Mediatoren des direkten Zelltods, welcher ebenfalls als nicht-klassische
Form der Apoptose bekannt ist (Chan, et al 2003, Glennie, et al 2007). Typ Il Anti-
korper translozieren CD20 nicht in Lipid Rafts und fihren somit zu einer weniger po-
tenten Induktion von CDC (Chan, et al 2003, Ivanov, et al 2008). Des Weiteren sind
Typ Il Antikdrper in der Lage vermehrte homotypische Zellaggregation auszulésen.
(Mossner, et al 2010). Es wurde vorgeschlagen, dass homotypische Zellaggregation

und die PCD-Induktion Uber die Aktin-Relokalisation nach der Antikérperbindung
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verbunden sind. So soll es zu einer Schwellung und Desintegration der Lysosomen
kommen, einem Prozess der als Lysosomen-Membran-Permeabilisation bekannt ist
(lvanov, et al 2009, Jak, et al 2011, Kroemer and Jaattela 2005, Niederfellner, et al
2011). Neuere Erkenntnisse weisen daraufhin, dass diese Form des direkten Zell-
tods nicht die klassischen Merkmale der Apoptose, wie die zum Beispiel die Kaspa-
senabhangigkeit oder die DNS-Schadigung, aufzeigt, sondern Uber die Formierung
von sogenannten ,reactive oxygen species, ROS* ablauft (Honeychurch, et al 2012).
Ein weiterer signifikanter Unterschied ist die Stochiometrie des Bindungsverhaltens.
B-Zellen kdnnen im Verhaltnis 2:1 Typ | mAk im Vergleich zu Typ Il mAk binden
(Mossner, et al 2010). Eine Erklarungsmaglichkeit ist, dass Typ | mAk zwischen zwei
CD20-Tetrameren binden, wohingegen Typ Il mAKk innerhalb eines Tetramers binden
(Cragg 2011, Niederfellner, et al 2011). Abbildung 2 veranschaulicht dieses Prinzip,
wodurch es zu einer Akkumulation der Typ | mAk in den Lipid Rafts kommt (Klein, et
al 2013). Es konnte gezeigt werden, dass Typ Il mAk eine héhere in vivo Wirksam-
keit haben und vielversprechende Effekte in frihen klinischen Studien zeigen (Beers,

et al 2008, Cragg and Glennie 2004, Ogura, et al 2013).

A B

Lipid raft

Abbildung 2: Hypotheti-
sches Modell der 2:1
Bindungsverteilung der
Typ | und 1l mAk.
(CD20-Tetramere: rot).
Teil A zeigt die inter-
tetramere Bindung der
Typ | mAk. Teil B zeigt
die intra-tetramere Bin-
dung der Typ Il mAKk.

g ) Entnommen aus (Klein,
Type Il CD20 antibody Type Il CD20 antibody et al 2013)

Inter-tetramer binding Intra-tetramer binding

4+

-

Type |
Type |
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2.3.3 Rituximab

Rituximab ist ein chimarer Typ | IgG1 Anti-CD20 Antikorper, bestehend aus konstan-
ten humanen und variablen murinen Anteilen, welcher zum aktuellen Zeitpunkt der
wichtigste Anti-CD20 Antikdrper in der Therapie diverser Lymphome darstellt (Boye,
et al 2003, Reff, et al 1994). Rituximab wurde 1997 als erster Anti-CD20 Antikorper
zur Therapie zugelassen. Erste Ergebnisse bei therapierefraktaren Lymphomen flhr-
ten rasch zur Etablierung der neuen Substanz (Maloney 2012, Maloney, et al 1997).

Rituximab hat eine in vivo Eliminationshalbwertszeit von 22 Tagen (Roche).

2.3.4 Obinutuzumab (GA101)

Obinutuzumab ist ein neuer voll-humanisierter Typ 1l IgG1 Anti-CD20 Antikorper,
welcher vom murinen Antikdrper B-Ly 1 entstammt. Die vermehrte ADCC wird mit-
tels der durch Glykoengineering am Fc-Teil angeflgten afukosylierten Oligosaccha-
ride vermittelt (Mossner, et al 2010, Niwa, et al 2004). Obinutuzumab ist durch die
Induktion von homotypischer Adhasion und nicht-apoptotischen programmierten
Zelltod charakterisiert. Der Typ Il mAk weist weiter eine geringere CDC-Aktivitat auf
und fUhrt nicht zur Relokalisation der CD20-Molekdile in Lipid Rafts (Mossner, et al
2010). PCD wird lysosomal und abhangig von der Aktin-Relokalisation und nicht von
BCL-2-Expression oder Kaspasen-Aktivierung vermittelt (Alduaij, et al 2011). Epito-
pencharakterisierungen und Strukturanalysen haben gezeigt, dass Obinutuzumab
anders als Typ | mAk an CD20-Molekule bindet. Der Antikorper weist zwei entschei-
dende Eigenschaften auf: es verflgt Uber einen nicht-fukosylierten Fc-Teil und eine
modifizierte ,elbow-hinge“-Region (,Ellenbogengelenks-Region“) (Mossner, et al
2010, Niederfellner, et al 2011). Durch diesen modifizierten Fc-Teil kommt es Uber
erhohte Bindungsaffinitaten zu FcyRIlla-158F und FcyRIlla-158V Varianten zur ver-

starkten Induktion von ADCC via der Rekrutierung und Bindung von Effektorzellen
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(Mossner, et al 2010). Durch den Austausch der Aminosaure Valin beim murinen B-
Ly 1 Antikorpers an Kabatposition 11 durch Leucin, kommt es zu einer Erweiterung
des ,elbow-hinge“-Offnungswinkels um 30° fiir Obinutuzumab im Vergleich zu Ritu-
ximab (Niederfellner, et al 2011), welches ebenfalls zu einer Verbesserung der
ADCC fuhren kann (Mossner, et al 2010). Die 2:1 Stéchiometrie des Bindungsver-
halten der Typ | Antikérper im Vergleich zu Obinutuzumab weist auf potentielle Un-
terscheidungsmaoglichkeiten der beiden Antikorper auf molekularer Ebene hin
(Mossner, et al 2010, Niederfellner, et al 2011). Die folgende Abbildung 3 zeigt die
Bindungsstellen der verschiedenen Antikorper am CD20-Molekdil. Es ist zu erken-
nen, dass sich die Bindungsstellen fur Rituximab und Obinutuzumab Uberlappen. Die
Grafik zeigt des Weiteren die Bindungsstelle von Ofatumumab, welche keine Uber-
lappung aufweist und eines weiteren Typ | Antikérpers 2H7 (Ocrelizumab). Protein-
tomographien konnten zeigen, dass Obinutuzumab meist kovalent an das CD20-
Molekul bindet, wohingegen Rituximab auch an groRe CD20-Komplexe bindet, wel-
che aus Netzwerk-ahnlichen Strukturen noch nicht identifizierter Proteine bestehen
(Niederfellner, et al 2011). Diese unterschiedlichen Bindungsgeometrien seien unter
anderem fur die unterschiedlichen praklinischen und klinischen Ergebnisse der mAk

verantwortlich (Klein, et al 2013). P ——

epitope GA101
epitope

Abbildung 3: Bindungsstellen von Rituximab &

(Tarkis), Obinutuzumab (GA101, Lila), Ofatu- /
mumab (Gold) und Ocrelizumab (2H7, eben-
falls Turkis) am CD20-Molekiil. Die straffierten
Abschnitte zeigen die Uberlappenden Berei- §
che der Bindungsstellen fiir Rituximab und §
Obinutuzumab an. Entnommen aus (Klein, et §
al 2013).
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Der klinische Einsatz von Obinutuzumab ist aktuell noch sehr limitiert. Eine Phase |
Studie an 22 Patienten mit CD20-positiven NHL-Rezidiven oder CLL zeigte ein parti-
elles Ansprechen von 22%, sowie vergleichbare Nebenwirkungsraten wie bei Ritu-
ximab (Sehn, et al 2012). Die GAUGUIN - Studie, eine Phase | und Il - Studie bei
Patienten mit therapierefraktarer CLL oder Rezidiven zeigte Obinutuzumab er-
folgsversrechende Ergebnisse. Die Gesamtansprechrate lag jedoch in der Phase |l
unterhalb der Phase |, mutmallich aufgrund der weiter fortgeschrittenen Tumorsta-
dien der Phase |l-Patienten (Cartron, et al 2014). In einem weiteren Teil der GAU-
GUIN - Studie erfolgte die Untersuchung von Patienten mit diffusem grof3zelligen B-
Zell NHL und MZL, ebenfalls im Stadium des Therapieversagens oder nach Rezidiv.
Die Phase ll-Resultate weisen ausreichende Therapieergebnisse und Sicherheits-
profile aus. So zeigten sich Ansprechraten von 27% bei MZL-Patienten
(Morschhauser, et al 2013). Im Rahmen der Phase 1I-GAUDI-Studie erfolgte die Un-
tersuchung der Sicherheitsprofile der Obinutuzumab Kombinationstherapien entwe-
der mit Fludarabin und Cyclophosphamid oder CHOP beim follikularen Lymphom. G-
CHOP (Obinutuzumab plus CHOP) fuhrte zu kompletten Remissionen von 39%, G-
FC (Obinutuzumab plus Fludarabin und Cyclophosphamid) erzielte sogar 50%
(Radford, et al 2013). Die Ergebnisse der CLL11 Phase Il Studie fUhrten zur Zulas-
sung von Obinutuzumab durch die FDA (U.S. Food and Drug Administration) bei der
Behandlung von zuvor unbehandelten CLL-Patienten in Kombination mit Chloram-

bucil (Lee, et al 2014).
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3 Fragestellung der Arbeit

Die Rituximab-Therapie ist ein weitverbreiteter Standard der Mantelzelllymphom-
Therapie. Jedoch sind die genauen Wirkmechanismen des Typ | mAk Rituximab und
des neueren Typ Il mAK nicht ausreichend geklart. Die oben aufgefuhrten Effektor-
Funktionsprofile und Epitopencharakterisierungsanalysen zugrunde legend, ist es
das Ziel dieser Arbeit die differentiellen Regulierungsmuster der monoklonalen Anti-
CD20-Antikdrper Rituximab und Obinutuzumab auf einer transkriptionellen Ebene
vergleichend zu untersuchen. Um gemeinsame und unterschiedliche Signaltransduk-
tionswege zu finden, fihrte ich eine in vitro Studie zur Untersuchung der direkten
transkriptionellen Veranderungen in isolierten MZL-Zelllinien ohne Effektorzellen

nach Rituximab oder Obinutuzumab Mono- und Kombinationstherapien durch.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

41.1 Zelllinien

Die in der folgenden Tabelle aufgelisteten Zelllinien, bis auf Z-138, wurden kommer-
ziell bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSZM), Braunschweig, Deutschland, erworben. Z-138 wurde von LGC Standards
GmbH gekauft. Die anschlielenden Informationen zur Charakterisierung der einzel-
nen Zelllinien wurden dem Leukemia-Lymphoma Cell Line Facts Book (Drexler

2000) und der digitalen Neuauflage aus dem Jahr 2005 entnommen (Weinkauf

2008).
Zelllinien | Referenz | Charakterisierung Karyotyp
Granta-519 | (Rudolph, B-NHL (MCL) hypodiploid, 8% polyploid; 44(39-
et al 2004) o 44)<2n>XX, -12, -17, -18, +mar, add(1)(p22),
Donor: 58 jahrige Frau, | del(3)(p14p23), i(8p), i(8q), add(9) (p22)x1-2,
peripheres Blut t(11;14)(q13;932), add(13)(p12),
. add(18)(g21); side-line with two copies of
etabliert: 1991 der(14) and der(9)
Jeko-1 (Jeon, et al | B-NHL (MCL) hypertriploid; 70-78<3n>XXXX, +X, +1, +2,
1998) +2, +4, +6, +7, -8, +10, +11, -12, -12, +13,
Donor: 78 Jahrlge Frau, +14, +15, -17, +18, -19, -19, -22, +2-4mar,
peripheres Blut del(X) (p21)/add(X)(p11.2)x2, der(X)
t(X;11)(926-28;q13)t(11;?10)(q24;?p12),
etabliert: 1998 der(1)  t(1;2)(p21;922)x2,  add(2)(q2?),
del(2)(q11), add(3)(q27), der(5)t(5;12)
(p15;p11-12) x2, add(6)(p21)x2, der(6;13)
(p10;910)x1-2,  der(7)t(4;7)(9276;932.1)x2,
add(9)(p2?), der(9)t(9;14)(q34-35;932-33)x2,
der(10) t(10;11) (p12;?)x2, der(11) t(11;14)
(913;932)x1-2, add(13)(p11), der(13)t(13;?)
(p11;?2)t(?;13)(?;911),add(14) (p11), der(14)
t(14;17) (p12;911) t(14;6) (924;?p11), der(14)
t(11;14) (?;p11) £(11;?8) (?;?), del(16) (p11),
add(17)(p11), ins(19;12)
(913.1;913.29274)x2
Karpas 422 | (Dyer, et al | B-NHL (DLBCL) hyperdiploid, 10% polyploid; 47(44-
1990) 48)<2n>XX, +14, t(2;10)(p23;922), t(4;11)
Donor: 73 jahrige Frau, (021;924), 1(4;16)(921;p13), der(14)t(14;18)
Pleuraerguss (a32;921)x2
etabliert: 1987
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Rec-1 (Rimokh, et | B-NHL (MCL) human highly rearranged flat-moded near-
al 1994) diploid karyotype with 25% polyploid - 41-
Donor: 61 jahriger 47<2n>XY/XXY, -2, -8, +11, +12, -13, -22,
Mann, Lymphknoten add(S)(p15)! |(7q)1 add(g)(pzz)! der(g)
oder peripheres Blut t(9;17)(9371;911-12), add(10)(q24-925),
add(11)(q11), 1(11;14)(913;932), add(12)
etabliert:1987 (922),  der(12)(8;12)(q11;p12),  der(12)
t(12;16)(p11;p11), der(16)t(16;17)
(p11;?925)t(2;16)(p172;9271), der(16)
1(16;22)(p13;911), add(17)(q25)x2 - carries
t(11;14) effecting rearrangement of IGH with
CCND1/BCL1 - near tetraploid sideline with
additional rearrangements present
Z-138 (Estrov, et | B-NHL (MCL) 48, XY, +12, +13,der(8)t(8;14;?)(q24;932;7?),
2 2
al 1998) o der(9)t(9;?)(q34;7), del(11)(q13925),
Eé’r?é’ﬁefeosﬁmge Frau, | gei(12)(q22q24.1), der(14)t(14;18;?)
(932;921;7?), der(18)t(14;18;?)(932;921;7?)
etabliert: 1987

Tabelle 1: Verwendete Zelllinien

Die fur die in vitro Experimente verwendeten Zelllinien sind die etablierten MZL-

Zelllinien Granta 519, Jeko-1, Rec-1 und Z-138. Als Kontrollzelllinie wurde Karpas

422, ein humanes diffuses grof3zelliges Lymphom, verwendet. Alle Zelllinien wurden

bei einer konstanten Temperatur von 37°C (5% CO; in RPMI 1640, 2mM L-Glutamin

und 20% FKS) inkubiert.

4.1.2 Monoklonale Antikorper

Obinutuzumab

Humane Anti-lgG-Ak

Rituximab

,GA101% Roche, Glycart, Penzberg, Deutschland

Isotypen-Kontrolle, ganze Moleklle, Roche, Penzberg,
Deutschland

Roche, Penzberg, Deutschland

4.1.3 Puffer, Antibiotika und Losungen

DMSO

Fotales Kalber Serum

Dimethylsulfoxid, PAN™ Biotech GmbH

0,1um steril filtriert, Herkunft: Stid-Amerika; PAN™ Bio-
tech GmbH
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Penicillin/Streptomycin

RPMI-1640

Vi-Cell™ Cleaning Agent

Vi-Cell™ Buffer Solution

Vi-Cell™ Trypan Blue

Vi-Cell™ Disinfectant

QIlAshredders

10.000 U Pen/ml; 10mg Streptomycin/ml; PAN™ Biotech
GmbH

L-Glutamine mit 2,0 g/l NaHCQO3, steril gefiltert, Vol.
500ml; PAN™ Biotech GmbH

biologisch abbaubar, saurefreies Reagenz, enthalt ein
proteolytisches Enzym, BeckmanCoulter, Fullerton, CA,
USA

Part # 383202, BeckmanCoulter, Fullerton, CA, USA

Part # 383200; 0,4% in NaCl, BeckmanCoulter, Fullerton,
CA, USA

Part # 383201, BeckmanCoulter, Fullerton, CA, USA

Qiagen Cat. No. 79654, QIAGEN GmbH - Hilden,
Deutschland

4.1.4 Verbrauchsmaterialien

Pipettenspitzen

Stripetten

Zellkulturflaschen

1-200pl; 101-1000pl: Natural Graduated Pipette Tips,
RNAse, DNAse, DNA und Pyrogen frei; (Starlab GmbH)

25 ml; 10 ml; 5 ml; 2 ml; 1 ml; (Costar)
PE Vented Cap Green; 25, 75, 150 cm?®; (Sarstedt, Inc.)

4.1.5 Verwendete Gerite

Vi-Cell™ AS Cell Viability Analyzer, Seriennummer: AF47079, BeckmanCoulter, Ful-

lerton, CA, USA

Inkubatoren, Tiefklhlschranke, Kiihlschranke sowie weitere Gerate in der KKG Leu-
kamie, Helmholtz Zentrum Minchen

4.1.6 Verwendete Software

Vi-Cell 1.01™
MS-Office 2011™

IPA Ingenuity Pathway
Analysis ™

BeckmanCoulter, Fullerton, CA, USA
Microsoft, Redmond, WA, USA

Ingenuity® Systems, www.ingenuity.com, Redwood City,
CA, USA
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4.2 Methoden

4.2.1 Zellkulturbedingungen

Alle oben beschriebenen Zelllinien sind Suspensionszelllinien, die entweder in Clus-
tern oder vereinzelt wachsen. Es galten die folgenden Standardbedingungen zur
Kultivierung der Zelllinien im Inkubator: 37°C, 5% CO,-Gehalt und 95% relative Luft-
feuchtigkeit. Alle Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen in 90 % RPMI-1640 Medium
gehalten, welches mit 10% foétalem Kalberserum (FKS) und einer Antibiotika-
Kombination von 50 U/ml Penicillin und 50 ug/ml Streptomycin erganzt wurde. Das
FKS wurde vor dem Gebrauch in der Zellkultur nach dem Auftauen bei 56°C fiur 50
Minuten im Wasserbad erhitzt, um die noch vorhandenen hitzeempfindlichen Be-
standteile des Komplementsystems im Serum zu inaktivieren. Die in Kultur gehalte-
nen Zellensuspensionen wurden mindestens dreimal pro Woche zelldichteabhangig
geteilt. Dabei wurde die Suspension meist zu zwei Dritteln durch frisches Medium
ersetzt. Alle Zellreihen wurden regelmafRig (mindestens alle 3 Monate) durch PCR
(Polymerase-Kettenreaktion) Nachweis gescreent, um Verwechslungen oder Kreuz-
kontaminationen zu detektieren. Des Weiteren wurden die Zellen auf eine Myko-
plasmen-Kontamination hin untersucht. Bei gegebenenfalls positivem Testergebnis

wurden die Zelllinien durch frisches Material ausgetauscht (Weinkauf 2008).

4.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellreihen

Nach einer Dichtebestimmung der viablen Zellen der einzufrierenden Zellreihen mit-
tels Trypanblau-Ausschlusstest wurden 1 x 107 Zellen pro Tiefkiihlbehalter durch
Zentrifugation (250 rcf, 10min, 24°C) geerntet. Die so gewonnenen Zellpellets wur-
den daraufhin in 1 ml gekthltem 90% FKS und 10 % DMSO (Dimethylsulfoxid) pro 1
x 107 Zellen resuspendiert und sofort in einem Tiefkiihischrank bei einer Temperatur

von — 80°C gelagert. Bei der Rekultivierung tiefgefrorener Zellreihen wurden die Zel-
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len schnellstmdglich aufgetaut und in einem nachsten Arbeitsschritt in 15 ml vorge-
kihltes Medium aufgenommen und anschlief3end flr 10 Minuten bei 250 rcf und 4°C
abzentrifugiert. Somit konnte das zum Einfrieren bendtigte zelltoxische DMSO ent-
fernt werden. Der Uberstand wurde entsorgt und die frisch aufgetauten Zellen in 20
ml 1640-RPMI-Medium aufgenommen, wobei alle Zelllinien in den ersten 24 Stun-

den in einer erhdhten FKS Konzentration (20%) gehalten wurden (Weiglein 2012).

4.2.3 Viabilitatsbestimmung mittels Trypanblau-Ausschlusstest

Die Bestimmung der Viabilitat und Zellzahl der behandelten und kultivierten Zellrei-
hen erfolgte mittels des Trypanblau-Ausschlusstests. Bei dieser Methode werden
nicht-viable Zellen durch das Naphthalinsulfonat Trypanblau (CssH24NeNasO14S4)
angefarbt. Lebende Zellen werden dagegen nicht angefarbt, da sie aufgrund einer
noch intakten Zellmembran fahig sind den toxischen Farbstoff mittels aktiver Pum-
pen aus dem Zellinneren in den extrazellularen Raum zurlckzubeférdern. Die somit
nicht angefarbten Zellen erscheinen bei der Bestimmung der Zelldichte in einer Neu-
bauer-Zahlkammer im Durchlichtmikroskop hell bzw. transparent. Die Bestimmung
der Zelldichte erfolgt durch die Anzahl der Zellen in vier sogenannten Groldquadra-
ten. Es qilt die folgende Formel bei einer 1:1-Mischung von Zellsuspension zu

Trypanblau:
(N2) = (N4/2) x 10*

N1 gibt die Anzahl der Zellen in den vier Quadraten der Zahlkammer und N, die An-

zahl der Zellen pro Milliliter Zellsuspension an (Weiglein 2012).

4.2.4 Viabilitatsbestimmung mittels Vi-CELL™ Cell Viability Analyzer
Der Vi-CELL™ Cell Viability Analyzer von BeckmanCoulter (Fullerton, CA, USA) ist

ein computergestutztes halbautomatisiertes Zellzahlgerat. Das Gerat verwendet in
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einem standardisierten Ablauf den im oberen Abschnitt beschriebenen Trypanblau-
Ausschlusstest, um die Zellviabilitat der Proben zu analysieren. Dazu vermischt das

Vi-CELL™ Gerat die Zellsuspension mit einer definierten Menge an Trypanblau.

Der folgende festgelegte Ablauf stellt die Reliabilitat, also die Zuverlassigkeit, ob ein
Messergebnis bei einem erneuten Versuch stabil bleibt, sicher. Vor Beginn der Ex-
perimentreihe wurde das Gerat auf die zu untersuchenden Zellen der jeweiligen Zell-
linie geeicht. Es lassen sich diverse Parameter einstellen: (Zelldurchmesser, Ver-
dinnungsfaktor, Zirkularitat). Die Zellsuspension, mit einem Volumen von 1 ml, wird
von dem Gerat automatisch aspiriert und gleichmafig mit Trypanblau vermengt.
Dieses Gemisch wird darauffolgend in einen Durchfluss-Zytometer weitergeleitet.
Das Gerat erstellt nun mittels einer eingebauten Kamera (640 x 480 CCD Array)
Einzelaufnahmen fur die 100 zu zdhlenden Quadranten. Diese Aufnahmen werden
digital gespeichert und sind somit zur Nachkontrolle der gemessenen Daten geeig-
net. Auf die Messung folgt ein automatisiertes Reinigungsprogramm bei dem das
Gerat mittels eines Waschmittels, welches ein proteolytisches Enzym enthalt, alle
Reste aus dem geschlossenen Systemkreislauf entfernt. In einem nachsten Schritt
wird das System mit einer Puffer-Losung gespult und von einem Desinfektionsmittel
abschlie3end gereinigt. Das Vi-CELL™ ist daraufhin bereit die nachste Zellsuspen-
sion aus dem Probenkarussel zu aspirieren. Ein patentierter Algorithmus hilft der
Software auf dem angeschlossenen Computer zu unterscheiden, welche Zellen mit
Trypanblau gefarbt und welche farblos sind. Der erste Schritt ist die Umwandlung
der digitalen, kontinuierlichen Bilder in eine Pixelmatrix. Fur die auf den Aufnahmen
dargestellten Elemente wird eine Graustufe bzw. ein Helligkeitswert auf einer Skala
zwischen 0 (schwarz) und 255 (weil3) errechnet. Software-definierte Schwellen- bzw.

Grenzwerte bestimmen welche Zellen Trypanblau aufgenommen haben. Als nicht-
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viabel werden Zellen beurteilt, die sich dunkel darstellen und niedrigere Graustufen-
werte haben. Im Gegensatz dazu werden Zellen mit hdheren Werten als viabel beur-
teilt. Die Software ermittelt somit Daten zur absolut gemessenen Zellzahl, die Anzahl
als viabel eingeschatzten Zellen und berechnet die Viabilitat in Prozent. Des Weite-
ren kdnnen mehrere Parameter zu den einzelnen Zellen angezeigt werden. Hierzu
gehort zum Beispiel auch die durchschnittliche GroRe der Zellen. Die Daten werden
gespeichert und daraufhin in ein Microsoft Excel™ Datenblatt exportiert und stehen

der weiteren Auswertung zur Verfigung (Weinkauf 2008).

4.2.5 Mono- und Kombinationstherapien

Fir die Trypanblau-Ausschlusstests mittels ViCell-Analyse wurden die MZL-Zelllinien
(Granta 519, Jeko-1, Rec-1 und Z-138) und als Kontrollzelllinie Karpas 422 verwen-
det. Die Experimente wurden durchgefihrt, um den Effekt der Anti-CD20-Antikorper
Obinutuzumab und Rituximab als Monotherapeutika als auch in Kombination auf
Zellviabilitat und Proliferation zu bestimmen. Alle Experimente wurden als biologi-
sche Triplikate angelegt. Zunachst erfolgten Dosisfindungsexperimente mit den oben
genannten Zelllinien. Die Zellen wurden mit folgenden Obinutuzumab-
Konzentrationen behandelt: 1,25, 2,5, 5, 10 und 20 ug/ml. Die Dosisfindungsexperi-
mente flr Rituximab wurden durch die Mitdoktorandin Kristina Decheva durchge-
fuhrt. Hier erfolgte der gleiche Versuchsaufbau mit den gleichen Konzentrationen.
Nach Durchfihrung der Dosisfindungsexperimente erfolgten die folgenden Experi-
mente mit einer Obinutuzumab und Rituximab-Konzentration von jeweils 10 pg/ml.
Die MZL-Zellen wurden somit mit 10 ug/ml Rituximab oder Obinutuzumab behandelt.
Des Weiteren wurden die Zellen ebenfalls in separaten Experimenten simultan mit
beiden Anti-CD20-Antikdrpern mit identischer Konzentration von 10 pg/ml inkubiert,

um den Effekt der Kombinationstherapie zu bestimmen. Die Zellviabilitat wurde mit-
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tels Trypanblau-Ausschlusstests zu den Zeitpunkten Oh, 24h, 48h und 72h analy-
siert. Erganzend zu den simultanen Kombinationsexperimenten erfolgte ein sequen-
tieller Versuchsaufbau fur die Zelllinien Granta-519 und Rec-1. Die Zellen wurden
zuerst mit Obinutuzumab (10 ug/ml) und nach 4 Stunden mit Rituximab (10 ug/ml)
beimpft. Der Versuchsaufbau wurde ebenfalls mit der umgekehrten Reihenfolge an-
gelegt. Die Zellzahlung erfolgte mittels des Vi-CELL™ Cell Viability Analyzer. Die
Auswertung der biologischen Triplikate erfolgte mittels Microsoft Excel zur Berech-

nung der Mittelwerte und Standardabweichungen.

4.2.6 Fraction of Product — Berechnung

Die Kombination unterschiedlicher Medikamente kann zu additiven, synergistischen
oder antagonistischen Effekten fUhren. Fur die Viabilitdtsbestimmungen mittels der
Trypanblau-Ausschlusstests wurden 7 ml (0.5 x 10%ml) der unterschiedlichen Zellli-
nien verwendet. Die Zellsuspensionen wurden mit jeweils 10 ug/ml Obinutuzumab
und/ oder Rituximab beimpft. Die durch den Vi-CELL™ Cell Viability Analyzer durch-
gefuhrten Messungen erfolgten zu den oben genannten Zeitpunkten. Die Verminde-
rung der gemessenen Zellzahl wird in Relation zu dem entsprechenden Wert der
unbehandelten Kontrollprobe gesetzt. Dieser relative Wert wird in Prozent als ,frac-
tion affected“ (FA) angegeben. Webb et al. beschrieben 1963 die folgende Formel

zur Berechnung des ,Fraction of Product®:
[(1-FA Substanz A) x (1-FA Substanz B)] — (1- FA Kombination Substanz A+B)

Ergebnisse groRer als 0.1 weisen auf einen synergistischen Effekt hin. Ergebnisse
kleiner als - 0.1 werden als antagonistisch bewertet und positive Werte zwischen
diesen Grenzen zeigen einen additiven Effekt der untersuchten Substanzen (Webb

1963).
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4.2.7 Expressionsanalyse durch Affymetrix®-Microarray

Microarrays ermdglichen es grolRe Mengen an Genexpressionsveranderungen
gleichzeitig zu analysieren. Bei den Affymetrix®-Microarrays (Santa Clara, USA)
werden synthetisch hergestellte Oligonukleotide verwendet, welche auf den Trager-
chip aufgebracht worden sind. Der Affymetrix HG-U133 Plus 2.0 GeneChip® (Santa
Clara, USA) analysiert Uber 47.000 Transkripte und Varianten, inklusive 38.500 be-
kannter Gene. Zur Herstellung der Sonden, die am Ende hybridisiert werden, findet
zunachst die Umschreibung von mRNA in doppelstrangige cDNA statt. Hierfur erfolgt
die reverse Transkription der mRNA mittels eines T7-0ligo(dT)-Promoter-Primers bei
der Herstellung des ersten cDNA-Strangs. Nach der RNase-vermittelten Synthese
des zweiten cDNA-Stranges, wird die cDNA purifiziert. Sie dient in der anschlieRend
durchgefuhrten in vitro Transkriptionsreaktion (IVT) als Vorlage. Wahrend der IVT
erfolgt ein simultanes Labeling der cRNA mit Biotin als Fluoreszenzfarbstoff. An-
schlielfend werden die markierten cRNA-Sonden gewaschen, fragmentiert und mit
den Microarrays hybridisiert. Durch diverse Waschschritte werden die nichtgebunde-
nen Proben von den Microarrays entfernt. Daraufhin erfolgt die Abtastung jeder Posi-
tion mittels eines Lasers. Die daraus bestimmten Intensitatswerte sind die Grundlage
der Auswertung (Weinkauf 2008). Die Vorbereitung und Behandlung der Zellen fir
die Affymetrix® (Santa Clara, USA) Analyse wurde entsprechend des Herstellerpro-
tokolls wie von Kohlmann (Kohimann, et al 2003) und Rosenwald (Rosenwald 2003)
beschrieben, durchgefuhrt. Die Zellen der Zelllinien Granta-519, Rec-1, Jeko-1 und
Z-138 wurden fur 4 Stunden entweder mit 10 ug/ml Obinutuzumab (GA101, Roche,
Penzberg, Deutschland), Rituximab (Roche, Penzberg, Deutschland), humanen Anti-
IgG-Antikérpern (Isotypen-Kontrolle, ganze Molekile) und PBS (Puffer-Kontrolle, pH

7,2, 7 yl) behandelt. Nach vier Stunden Inkubation wurden die Zellen abzentrifugiert,
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gewaschen und resuspendiert. Die Zellsuspensionen wurden daraufhin in ,QIA-
shredders” (Qiagen Cat. No. 79654) Ubertragen, abzentrifugiert und bei -80°C fur die
Affymetrix® (Santa Clara, USA) Analyse aufbewahrt. Es wurde eine reverse Tran-
skription der mRNA durchgeflihrt, gefolgt von einer in vitro Transkription mit gekenn-
zeichneten cDNA-Nukleotiden. Nach der cRNA Hybridisierung an den Chip wurde
die GENECHIP Operating Software (GCOS, Affymetrix®, Santa Clara, USA) fir die
Analyse verwendet. Der Genechip HU U133 Plus 2.0 wurde fir die cRNA Microarray
Analyse benutzt. Die Annotierung erfolgte mittels der NetAffx (Affymetrix®, Santa
Clara, USA) Datenbank. Alle drei miteinander verglichenen Proben (biologische
Triplikate der oben genannten Zelllinien) erflllten die folgenden Filterkriterien: fold
change >1, mean >100, call >0.5 und T-Test p-Wert < 0.05. Die Microarray-Daten
wurden analysiert und die Netzwerke wurden mittels der Verwendung von IPA
(Ingenuity Pathway Analysis, Ingenuity® Systems, Redwood City, USA,

www.ingenuity.com) erstellt.
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5 Ergebnisse

5.1 Viabilitatsbestimmung mittels Vi-CELL™ Cell Viability Analyzer

5.1.1 Dosisfindungsexperimente: Obinutuzumab (GA101)

Initial erfolgten Dosisfindungsexperimente mit den Zelllinien Granta-519, Jeko-1,
Rec-1 und Z-138. Die Zellen wurden wie oben beschrieben in einer Dichte von 0,5 x
10° /ml bei 37°C inkubiert und mit 1,25, 2,5, 5, 10 und 20 pg/ml beimpft. Die Viabili-
tatsbestimmung mittels Vi-CELL™ Cell Viability Analyzer erfolgte an den folgenden
definierten Zeitpunkten: Oh, 24h, 48h und 72h. Die Ergebnisse der Dosisfindungser-
gebnisse sind in den folgenden Abbildungen (4a-d) dargestellt. Die Ergebnisse zei-
gen in unterschiedlichen Konzentrationen vergleichbare Viabilitdtsreduktionen. Zur
besseren Vergleichbarkeit mit bereits veroffentlichten Experimenten wurde dann in
den folgenden Experimenten die Konzentration von 10 ug/ml gewahlt (Franke, et al

2011).
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Abbildung 4a: MZL-Zelllinie Granta-519: Lebende Zellen pro Milliliter (x106) in Prozent der unbehandelten Zellen
nach 24, 48 und 72 Stunden Therapie mit Obinutuzumab in diversen Konzentrationen. Die schwarzen Linien
zeigen die Standardabweichung der Triplikate an.
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Abbildung 4b: MZL-Zelllinie Rec-1: Lebende Zellen pro Milliliter (x1 06) in Prozent der unbehandelten Zellen nach
24, 48 und 72 Stunden Therapie mit Obinutuzumab in diversen Konzentrationen. Die schwarzen Linien zeigen

die Standardabweichung der Triplikate an.
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Abbildung 4c: MZL-Zelllinie Jeko-1: Lebende Zellen pro Milliliter (x106) in Prozent der unbehandelten Zellen nach
24, 48 und 72 Stunden Therapie mit Obinutuzumab in diversen Konzentrationen. Die schwarzen Linien zeigen

die Standardabweichung der Triplikate an.
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Abbildung 4d: MZL-Zelllinie Z-138: Lebende Zellen pro Milliliter (x106) in Prozent der unbehandelten Zellen nach
24, 48 und 72 Stunden Therapie mit Obinutuzumab in diversen Konzentrationen. Die schwarzen Linien zeigen
die Standardabweichung der Triplikate an.

5.1.2 Dosisfindung: Rituximab

Die Dosis fur die Rituximab Mono- und Kombinationsexperimente erfolgte nach Vor-
arbeiten einer anderen Doktorandin (Kristina Decheva) unseres Labors. Des Weite-
ren wurden flr die Microarray-Analysen gleiche Dosen fur die Mono- und Kombina-
tionsexperimente der beiden mAk eingesetzt. Hierfur erfolgten die Experimente mit
10 pg/ml. Diese Dosis wurde ebenfalls bei vergleichbaren Experimenten von Franke

et al. eingesetzt (Franke, et al 2011). So lasst sich eine bessere Vergleichbarkeit der

generierten Daten erzielen.

5.1.3 Mono- und Kombinationsergebnisse der Antikorpertherapie

In vitro Experimente zeigten Zelllinien-spezifische Reaktionen auf jede Behandlung.
Obinutuzumab fuhrte zu einer starkeren Verminderung der Zellviabilitat als Rituxi-
mab in jeder MZL-Zelllinie. Granta-519 und Rec-1 reagierten am starksten auf die

Monotherapie mit dem neuen monoklonalen Antikorper Obinutuzumab. Die Behand-
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lung fuhrte zu einer 65-75%igen Zellreduktion von Granta-519-Zellen und einer 45-
50%igen Reduktion bei Rec-1. Eine Reduktion der Zellproliferation von 15-20% wur-
de fur die beiden Zelllinien Jeko-1 und Z-138 erzielt. Der gleiche Versuchsaufbau mit
Rituximab zeigte eine weit geringere Reduktion der Zellproliferation. Die Einzelbe-
handlungen mit Rituximab fuhrten zur Reduktion der Zellzahlen um 21% bei Granta-

519, 17% bei Rec-1 und weniger als 5% bei Jeko-1 sowie Z-138.

In einem weiteren Versuchsaufbau erfolgten die Wiederholungen der Einzelansatze
mit einer Konzentration von 10 ug/ml als auch die Erganzung um die Kombination
beider Anti-CD20-Antikérper. Kombinationsexperimente lie3en eine kompetitive Bin-
dung der beiden Antikoérper aufgrund der sich Uberlappenden Epitope auf den Ziel-
zellen vermuten (Niederfellner, et al 2011). Berechnungen des fraktionellen Produkts
ergaben, dass die Kombinationsexperimente aus Obinutuzumab plus Rituximab eine
geringere Zytotoxizitat erzielten als die Monotherapie mit Obinutuzumab. Die Kalku-
lationen des fraktionellen Produkts zeigen einen klaren Antagonismus beziglich der
Wirkung auf alle untersuchten Zelllinien. In diesen Experimenten zeigte sich erneut
das eindrucklichste Ergebnis fir Granta-519. Die Monotherapie mit Obinutuzumab
fuhrte zur Reduktion der Zellzahl um ca. 70%, die Therapie mit Rituximab und der
Kombination um ca. 15%. Daraus ergibt sich bei der Berechnung des fraktionellen
Produkts ein Wert von -0,56 — ein klarer Antagonismus. Die zweit-sensibelste Zellli-
nie Rec-1 wurde in dem entsprechenden Experiment durch die Monobehandlung mit
Obinutuzumab um ca. 50% reduziert. Die Kombination und die Einzeltherapie mit
Rituximab erzielten eine Reduktion von ungefahr 17%. Auch hier lie® sich ein aus-
gepragter Antagonismus mit einem Wert von -0,44 berechnen. Weniger ausgepragte
Ergebnisse zeigten die Zelllinien Jeko-1 und Z-138. Jeko-1 wurde hier um ca. 15%

reduziert, die Kombination und die Monotherapie mit Rituximab fuhrten zur Redukti-
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on von unter 5%. Bei einem fraktionellen Produkt von -0,14 konnte hier ebenfalls ein
Antagonismus nachgewiesen werden. Bei Z-138 flhrte die Kombination beider Anti-
korper zu Reduktionen der Zellproliferation um ca. 4% und bei der Monotherapie mit
Obinutuzumab um 17%. Ein Antagonismus konnte hier bei einem Wert von -0,18
gezeigt werden. Die gesammelten Ergebnisse nach 72 Stunden Inkubation sind in

Abbildung 5a dargestellit.
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Abbildung 5a: In vitro Reduktion der Zellviabilitdt in Prozent der unbehandelten Zellen in den Zelllinien Granta-
519, Jeko-1, Rec-1 und Z-138 nach Obinutuzumab (hell-blau), Rituximab (gelb) und Kombinations-Therapie
(griin) bei gleichen Konzentrationen (10 pg/ml) dargestellt 72 Stunden nach Behandlung. Die senkrechten Linien
zeigen die Standardabweichung der Triplikate in Prozent an.

Als Kontrollzelllinie wurde Karpas 422, ein diffuses grofRRzelliges B-Zell-Lymphom
verwendet. Nach 72 Stunden Therapie kommt es zu einer Zellreduktion von unge-
fahr 10% nach Rituximab oder Obinutuzumab-Monotherapie und nach der Kombina-
tion beider Antikorper. Die ,Fraction of Product® Berechnung bei den Versuchsan-

satzen mit der Kontrollzelllinie Karpas 422 zeigt weder einen synergistischen noch
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einen antagonistischen Effekt bei der Kombination. Abbildung 5b zeigt die Reduktion

der Zellproliferation bei Karpas 422.
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Abbildung 5b: In vitro Reduktion der Zellviabilitat in Prozent der unbehandelten Zellen in der Kontrollzelllinie
Karpas 422 nach Obinutuzumab (rot), Rituximab (griin) und Kombinations-Therapie (lila) bei gleichen Konzent-
rationen (10 ug/ml) dargestellt 24, 48 und 72 Stunden nach Behandlung. Die senkrechten Linien zeigen die
Standardabweichung in Prozent an.

5.1.4 Kombinationsergebnisse der Antikorpertherapie: simultane vs. sequen-

tielle Behandlung

Erganzend zu den oben beschriebenen Ergebnissen der Einzel- und Kombinations-
experimente mit beiden mAk erfolgten weitere Kombinationsexperimente mit einem
veranderten Versuchsaufbau. Basierend auf der Erkenntnis, dass eine Kombination
der beiden mAKk bei gleicher Konzentration und simultaner Applikation zu Rituximab-
ahnlichen Resultaten fuhrt, wurde der Versuchsaufbau wie folgt verandert: Die MZL-
Zelllinien Rec-1 und Granta-519 wurden mit Obinutuzumab und Rituximab mit 1

Mg/ml monotherapiert. Hierbei zeigten sich entsprechende Zellreduktionen wie in den

vorher beschriebenen Experimenten mit 10 ug/ml. Des Weiteren erfolgte in je einem
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separaten Versuchsaufbau die simultane Therapie mit Obinutuzumab mit 1 ug/mi
und Rituximab mit 0,01 pg/ml, 0,1 pg/ml und 1 pg/ml. Hierbei zeigten sich unter-
schiedliche Ergebnisse bei Granta-519 und Rec-1. Bei Rec-1 kommt es bei der
Kombination (1 pg/ml zu 0,1 ug/ml) zu einer intermediaren Zellreduktion, die derer
der 1:1 — Kombination ahnelt. Bei Granta-519 lasst sich dieses Phanomen nicht re-
produzieren. Hier fuhrt die zehnfach héhere Dosierung von Obinutuzumab zu einem
vergleichbaren Ergebnis wie in der Monotherapie. Das gleiche gilt flr die Experimen-

te mit der hundertfach erhohten Konzentration.

Des Weiteren erfolgten Experimente mit zeitversetzter Applikation der Substanzen.
Hierdurch sollte geklart werden, ob der Faktor Zeit einen Einfluss auf die Zellredukti-
on haben konnte. Zunachst wurden die Zellen mit Obinutuzumab und anschlieRend
nach vier Stunden mit Rituximab behandelt. Der gleiche Versuchsaufbau wurde mit
der umgedrehten Reihenfolge wiederholt. Es zeigte sich eine geringere Zellzahlre-
duktion im Vergleich zur Obinutuzumab-Monotherapie bei beiden verwendeten Zell-
linien. Tendenziell fuhrte eine Prainkubation mit Rituximab zu dem geringsten Effekt.

Die Ergebnisse sind in den beiden Abbildungen 6a und 6b zusammengefasst.

46



120

100 B unbehandelt

B RTX 0,01

ERTX 0,1

ERTX1

mOBI1
BOBI1+RTX1
HOBI1+RTX0,1
MOBI1+RTX0,01

o]
o

S
o

Viable Zellen/ml (x1076) in % der
unbehandelten Zellen
o))
=)

N
o

OBI1-->RTX 1
“RTX1-->0BI1

0 24 48 72

Stunden nach Behandlung

Abbildung 6a: MZL-Zelllinie Rec-1: Lebende Zellen pro Milliliter (x106) in Prozent der unbehandelten Zellen nach
24, 48 und 72 Stunden Therapie mit Obinutuzumab (OBI) und Rituximab (RTX) in den verschiedenen Konzentra-
tionen (jeweils in ug/ml). Die schwarzen Linien zeigen die Standardabweichung der Triplikate an. Hell-Griin (OBI
1 2> RTX 1): Behandlung mit Obinutuzumab fiir 4 Stunden, dann Hinzugabe von Rituximab, jeweils mit 1 pug/ml.
Hell-Lila (RTX 1 = OBI 1): Behandlung mit Rituximab fiir 4 Stunden, dann Hinzugabe von Obinutuzumab, jeweils
mit 1 pg/ml.

120
5 100 B ynbehandelt
la-]
S ERTX 0,01
E95 80
o= ERTX 0,1
< N
S5 ERTX 1
= 60 ®OBI 1
=
28 HOBI1+RTX1
S E 40
P ®OBI 1 +RTX0,1
=
S = 0BI1 +RTX 0,01

20

OBI --> RTX
¥ RTX --> OBI

0 24 48 72

Stunden nach Behandlung

Abbildung 6b: MZL-Zelllinie Granta-519: Lebende Zellen pro Milliliter (x106) in Prozent der unbehandelten Zellen
nach 24, 48 und 72 Stunden Therapie mit Obinutuzumab (OBI) und Rituximab (RTX) in den verschiedenen Kon-
zentrationen (jeweils in ug/ml). Die schwarzen Linien zeigen die Standardabweichung der Triplikate an. Hell-Griin
(OBI 1 > RTX 1): Behandlung mit Obinutuzumab fiir 4 Stunden, dann Hinzugabe von Rituximab, jeweils mit 1
pg/ml. Hell-Lila (RTX 1 = OBI 1): Behandlung mit Rituximab fiir 4 Stunden, dann Hinzugabe von Obinutuzumab,
jeweils mit 1 ug/ml.
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5.2 Microarray-Analysen

5.2.1 Deregulierte Gene der Obinutuzumab- und Rituximab-Monotherapien

Um die zugrunde liegenden molekularen Signalwege zu identifizieren, die flr die
unterschiedlichen Wirkungsstarken der beiden Antikérper verantwortlich sind, erfolg-
te die Durchflhrung von Microarray-Analysen. Die MZL-Zelllininen Jeko-1, Rec-1
und Z-138 zeigten nach Obinutuzumab- oder Rituximab-Monotherapien spezifische
Anderungen der Transkription. Analysen der Zelllinie Granta-519 waren nicht mdg-
lich, da alle Zellen nach 4h Inkubation abgetotet waren. Die Microarray-Analysen
ergaben, dass 42 Gene in allen Zelllinien durch die Therapie mit dem monoklonalen
Antikorper Obinutuzumab in ihrer Expression verandert wurden. 34 Gene wurden
hochreguliert und 8 Gene wurden runterreguliert. Die Rituximab-Monotherapien un-
terschieden eine groRere Anzahl an deregulierten Genen: von den insgesamt 50

identifizierten Genen waren 40 hoch- und zehn herunterreguliert.

5.2.2 Vergleich der Transkriptionsveranderungen beider mAk

Die IPA™ (Redwood City, USA) Analyse identifizierte eine Gruppe von 71 unter-
schiedlichen Genen, die durch beide mAK in den Zelllinien Jeko-1, Rec-1 und Z-138
dereguliert wurden. Interessanterweise teilten sich beide Einzelbehandlungen nur 21
Gene, die verandert wurden. Weitere Vergleichsanalysen zeigten, dass die Einzel-
behandlung mit Obinutuzumab eine Subgruppe von 21 Genen veranderte, die nicht
von Rituximab beeinflusst wurden. Im Gegensatz dazu verursachte die Einzelthera-
pie mit Rituximab eine Deregulierung von 29 spezifisch veranderten Genen. Diese
Ergebnisse weisen auf ein gemeinsames Muster der Expressionsanderungen nach
der Bindung von monoklonalen Anti-CD20 Antikorpern hin. Aber sie zeigen auch
signifikante Unterschiede der Transkriptionsanderungen zwischen Typ 1 und Typ 2

mAKk auf. Zusatzlich wurden die veranderten Gene analysiert und nach Zellkompar-
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timent und Funktion gruppiert. Die Analysen wiesen darauf hin, dass viele der Gene
mit ,Stress-Signalisierung®, ,Zelltod“ und ,Immunantwort” sowie anderen funktionel-

len Signaltransduktionskaskaden assoziiert waren.

5.2.3 Gemeinsam deregulierte Gene der Monotherapien

Die IPA™ (REDWOOD CITY, USA) Analysen der Rituximab und Obinutuzumab
Monotherapien identifizierten 21 gemeinsam deregulierte Gene in den Zelllinien Je-
ko-1, Rec-1 und Z-138. 19 dieser Gene wurden hochreguliert und 2 herunterregu-
liert. So wie bereits erwartet, wurden insgesamt 19 dieser Gene ebenfalls durch die
Kombinationstherapie dereguliert. Die hochregulierten Gene CCL3 und CCL4 kodie-
ren flr Zytokine. Ein weiteres hochreguliertes Gen ist EGR1, das fur ein Zinkfinger-
protein kodiert (Gibbs, et al 2008b). Das nach beiden Monotherapien hochregulierte
RGS1 gehort zum G-Protein-gekoppeltem Rezeptor-Signalweg. DUSP2, auch be-
kannt unter der Bezeichnung PAC1, ist ein hochreguliertes Gen im ERK/MAPK Sig-
nalweg (Yin, et al 2003). Das Gen flr eine weitere Phosphatase DUSP5, wurde
ebenfalls hochreguliert. Des Weiteren wurden auch die Gene, die flr das Zytokin
CSF-1, die Transkriptionsregulatoren EGRZ2, EGR3, TFEC, den Liganden-
abhangigen nukledren Rezeptor NR4A3, die Histone HIST1H1D, HIST1H2AJ,
HIST1H3A, das Mikrotubuli-assoziierte Protein 2 (MAP2), als auch RGS2 und die fur
die Plasmamembranmolekile SPRED1, SPRY2 und AMIGOZ2 kodieren, hochregu-
liert. Die Gene fur den Transporter SLC34A3 und MALAT1 wurden herunterreguliert.
Die gemeinsam deregulierten Gene der Obinutuzumab- oder Rituximab-
Monotherapien sind in Tabelle 2 nach Zellkompartiment und Funktion gegliedert. Die
Spalten 5 und 6 zeigen die maximalen Expressionswerte nach der jeweiligen Thera-

pie an.
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Zellk i Max. Expressi- | Max. Expressi-
Symbol Entrez Gen-Name © tompa - Funktion onswert— onswert—
men Obinutuzumab | Rituximab
chemokine (C-C  motif)
ceLs ligand 3 5,94 3,61
chemokine (C-C  motif) | extrazellularer .
ceL4 ligand 4 Raum Zytokin 6,00 2,21
colony stimulating factor 1
CSF (macrophage) 2,03 1,39
microtubule-associated
MAP2 protein 2 Zytoplasma andere 128 115
Liganden-
nuclear receptor subfamily abhangiger 4,02 1,51
NR4A3 B
4, group A, member 3 nuklearer
Rez.
HIST1H1D histone cluster 1, H1d 1,5 2,11
HIST1H2AJ | histone cluster 1, H2aj 2.05 2.11
HIST1H3A histone cluster 1, H3a andere 1,61 185
regulator of G-protein sig-
RGS2 naling 2, 24kDa 3,19 1,22
metastasis associated lung
MALAT1 adenocarcinoma transcript -2,8 -2,57
1 (non-prt?tlelln coding) Nukleus
dual specificity phosphatase
DUSP2
2 4,38 1,31
— Phosphatase
DUSP5 dual specificity phosphatase
5 3,76 1,08
EGR1 early growth response 1 7,36 3,72
EGR2 early growth response 2 4,42 6,18
Transkripti-
onsregulator
EGR3 early growth response 3 6,12 6,78
TFEC transcription factor EC 1,79 1,17
adhesion molecule with Ig-
AMIGO2 like domain 2 3,2 3,19
regulator of G-protein sig-
RGS1 naling 1 3,19 11,91
sprouty-related, EVH1 do- andere
SPRED1 Pre ed Plasma-
main containing 1 1,19 1,16
S ty homolog 2 (Droso membran
prou -
SPRY2 phila) 1,09 1,5
solute carrier family 34
SLC34A3 (sodium phosphate), mem- Transporter -1,45 -1,2

ber 3

Tabelle 2: Gemeinsam deregulierte Gene der Obinutuzumab- oder Rituximab-Monotherapien
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Mittels der IPA™ (REDWOOD CITY, USA) Analyse lassen sich die modifizierten
Gene zu einem Netzwerk zusammenfiigen. Die Verbindungslinien zeigen in der Lite-
ratur vorbeschriebene und publizierte Interaktionen an. Anhand der Analyse entsteht

folgendes Netzwerk der gemeinsam deregulierten Gene. (Abbildung 7)

Extracellular Space unknown

@

Plasma Membrane

Cytoplasm

Nucleus

Abbildung 7: Netzwerk der gemeinsam deregulierten Gene nach den Monotherapien mit Obinutuzumab oder
Rituximab. IPA™ (REDWOOD CITY, USA)-Netzwerk Gene nach Rituximab- oder Obinutuzumab-Monotherapie
mit 10 pg/ml nach 4h. Rot: hochregulierte Gene; Grin: herunterregulierte Gene; Weil3: nicht regulierte Gene. Die
Intensitat der Farbsattigung gibt den ,fold change® - Wert an (dunkel: héherer ,fold change®, hell: geringerer ,fold
change®). Die durchgezogenen Linien geben direkte Interaktionen an. Die orangen und/oder gestrichelten Linien
geben indirekte Interaktionen an.
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5.2.4 AusschlieBlich nach Obinutuzumab-Monotherapie deregulierte Gene

Wie bereits vorher genannt, wurden 21 Gene identifiziert, die nur durch die Obinutu-
zumab-Monotherapie in den Zelllinien Jeko-1, Rec-1 und Z-138 verandert wurden.
15 dieser Gene wurden hochreguliert, 6 herunterreguliert. Diese bekannten Gene
sind Teil mehrerer kanonischer Signalwege. FOS (FBJ murine osteosarcoma viral
oncogene homolog) zeigt eine maximale Expressionswertveranderung von 6,13.
Ebenfalls hochreguliert werden die Gene, die fur die im Zytoplasma befindlichen Mo-
lekile SOCS3 und IER2, als auch fur die sich im Extrazelllularraum befindlichen
Produkte PDGFA und DKKZ2 und die nukledren Bestandteile NAB2, NFATC1, NFK-
BIE, ZBTB24, den Plasmamembranbestandteil ANXA1, sowie Transmembranrezep-
toren CD69, ICAM1 und IL21R kodieren. Des Weiteren erfolgte die positive Deregu-
lierung von MIR155HG und TMEM107. Das am starksten negativ deregulierte Gen
war FAM65B. Weitere Gene, die fur die Enzyme PLOD2 und PPIL4, C160rf54, den
Transkriptionsfaktor IKZF2 und das Zyklin G2 (CCNGZ2) kodieren, wurden herunter-
reguliert. Die Gene der Obinutuzumab-Monotherapie sind in Tabelle 3 nach Zell-
kompartiment und Funktion gegliedert. Die Spalte 5 zeigt den maximalen Expressi-

onswert (fold change) nach der Therapie an.

Symbol Entrez Gen-Name Zellkomparti- Funktion Max. Expressionswert
ment
(fold change)
IER2 immediate early response 2 andere 182
PLOD2 procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5- Zvtoplasma Enzvm
dioxygenase 2 ylop y -1,14
SOCS3 suppressor of cytokine signaling 3 Phosphatase 186
C160rf54 chromosome 16 open reading frame
54 -1,21
extrazellularer andere
DKK2 dickkopf 2 homolog (Xenopus laevis) Raum 1,01
PDGFA platelet-c.ierlved growth factor alpha Wachstumsfaktor
polypeptide 1,36
FOS FBJ murine osteosarcoma viral on- Nukleus Transkriptions-
cogene homolog Regulator 6,13
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IKZF2 IKAROS family zinc finger 2 (Helios) 11
NGFI-A binding protein 2 (EGR1
NAB2 binding protein 2) 1,86
nuclear factor of activated T-cells,
NFATC1 cytoplasmic, calcineurin-dependent 1,08
1
nuclear factor of kappa light polypep-
NFKBIE tide gene enhancer in B-cells inhi- 1,99
bitor, epsilon
peptidylprolyl isomerase (cyclophi-
PPIL4 lin)-like 4 Enzym -1,18
CCNG2 cyclin G2 o 104
ZBTB24 zinc finger and BTB domain contai-
ning 24 1,21
. Plasma-
ANXA1 annexin A1 membran andere 178
CD69 CD69 molecule 2.0
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 Plasma- Transmembran-
membran Rezeptor 1,22
IL21R interleukin 21 receptor 16
MIR155HG MIR.155 host gene (non-protein unbekannt andere
coding) 1,84
TMEM107 transmembrane protein 107 unbekannt andere 184
FAM6G5B family with sequence similarity 65, unbekannt andere
member B -1,24

Tabelle 3: Ausschliefllich nach Obinutuzumab Monotherapie deregulierte Gene

Mittels der IPA™ (REDWOOD CITY, USA) Analyse lassen sich die modifizierten
Gene zu einem Netzwerk zusammenflgen. Die Verbindungslinien zeigen in der Li-
teratur vorbeschriebene und publizierte Interaktionen an. Anhand der Analyse ent-

steht folgendes Transduktionsnetzwerk der ausschlie3lich durch Obinutuzumab de-

regulierten Gene (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Ausschlief3lich nach Obinutuzumab-Monotherapie deregulierte Gene. IPA™ (REDWOOD CITY,
USA)-Netzwerk Gene nach Obinutuzumab-Monotherapie mit 10 ug/ml nach 4h. Rot: hochregulierte Gene; Grin:
herunterregulierte Gene; Weil: nicht regulierte Gene. Die Intensitat der Farbsattigung gibt den ,fold change” -
Wert an (dunkel: héherer ,fold change®, hell: geringerer ,fold change®). Die durchgezogenen Linien geben direkte
Interaktionen an. Die gestrichelten Linien geben indirekte Interaktionen an.

5.2.5 AusschlieBlich nach Rituximab-Monotherapie deregulierte Gene
Die Einzelbehandlung mit Rituximab erbrachte 29 veranderte Gene bei Jeko-1, Rec-
1 und Z-138, die nicht nach Obinutuzumab-Behandlung reguliert wurden (Tabelle 4).

Diese Gene sind Bestandteile verschiedener kanonischer Signaltransduktionsketten.

Die IPA™ (REDWOOD CITY, USA) Analysen zeigen eine Herunterregulierung der
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Gene BCL2A1, der Enzyme TRIM2, IFHI1, der Transkriptionsregulatoren NFKBID,
RELB und TP63, des Plasmamembranbestandteils NINJ1 und der Phosphatase
PPP2R4. Hochreguliert wurden die Gene, die fur die sich im Zytoplasma befindli-
chen DCAF12 und LPL, als auch die Heatshockproteine HSPA1A/HSPA1B und das
Enzym RHEBL1, sowie die Kinase CRIM1, das Zytokin SPREDZ2 und die sich im
Extrazelllularraum befindlichen COL4A2 und WNT3 kodieren. Ebenso erfolgte eine
positive Deregulierung flir den Liganden-abhangigen Rezeptor ESRRG und die
Transkriptionsregulatoren SOX771 und RFX3. Weitere hochregulierte Gene sind
CHL1, FAIM3, LILRA4, LY9, die Transporter OCA2, SLC38A1 und das Histon
HIST1H2AG, sowie MBNL2, OTUD1, UBALD2. Die Gene der Rituximab-
Monotherapie sind in Tabelle 4 nach Zellkompartiment und Funktion gegliedert. Die

Spalte 5 zeigt den maximalen Expressionswert (fold change) nach der Therapie an.

Symbol Entrez Gen-Name Zellkomparti- Funktion Max. Expressionswert
ment
(fold change)
BCL2A1 BCL2-related protein A1 217
DCAF12 DDB1 and CUL4 associated factor
12 andere 1.07
HSPA1A/ .
HSPA1B heat shock 70kDa protein 1A 115
LPL lipoprotein lipase Zytoplasma 149
RHEBL1 Ras homolog enriched in brain like 1 139
Enzym .
TRIM2 tripartite motif containing 2 121
protein phosphatase 2A activator,
PPP2R4 regulatory subunit 4 Phosphatase 1,18
cysteine rich transmembrane BMP .
CRIM regulator 1 (chordin-like) Kinase 1,19
sprouty-related, EVH1 domain con- .
SPRED2 . Zytok
taining 2 Extrazellularer yloKin 2,24
R
COL4A2 collagen, type IV, alpha 2 aum 133
- - - - andere -
wingless-type MMTYV integration site
WNT3 -
family, member 3 2,1
IFIH1 |nteﬁ§ron induced with helicase C Nukleus Enzym 11
domain 1
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Liganden-
ESRRG estrogen-related receptor gamma abhar?.glger 1,53
nuklearer
Rezeptor
nuclear factor of kappa light polypep-
NFKBID tide gene enhancer in B-cells inhi- -1,16
bitor, delta
RELB v-rel reticuloendotheliosis viral on-
cogene homolog B - -1,41
- Transkriptions-
REX3 regulatory factor X, 3 (influences Requlator
HLA class Il expression) 9 1,08
SRY (sex determining region Y)-box
SOX11 11 135
TP63 tumor protein p63 273
CHLA cell adhesion molecule with homolo-
gy to L1CAM (close homolog of L1) 1,34
FAIM3 Fas apoptotic inhibitory molecule 3 109
leukocyte immunoglobulin-like re-
LILRA4 ceptor, subfamily A (with TM do- andere 2,24
main), member 4
Plasmamem-
LY9 lymphocyte antigen 9 bran 6,59
NINJ1 ninjurin 1 1,09
OCA2 oculocutaneous albinism Il 328
Transporter .
SLC38A1 solute carrier family 38, member 1 111
HIST1H2AG | -- 14
MBNL2 muscleblind-like splicing regulator 2
andere 1,01
unbekannt
OTUD1 OTU domain containing 1 111
UBALD2 UBA-like domain containing 2 13

Tabelle 4: AusschlieRlich nach Rituximab-Monotherapie deregulierte Gene

Mittels der IPA™ (REDWOOD CITY, USA) Analyse lassen sich die modifizierten
Gene zu einem Netzwerk zusammenflgen. Die Verbindungslinien zeigen in der Li-
teratur vorbeschriebene und publizierte Interaktionen an. Anhand der Analyse ent-
steht folgendes Transduktionsnetzwerk der ausschliel3lich durch Rituximab deregu-

lierten Gene (Abbildung 9).
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Abbildung 9: AusschlieBlich nach Rituximab-Monotherapie deregulierte Gene. IPA™ (REDWOOD CITY, USA)-
Netzwerk der Gene nach Rituximab-Monotherapie mit 10 ug/ml nach 4h. Rot: hochregulierte Gene; Griin: herun-
terregulierte Gene; Weil3: nicht regulierte Gene. Die Intensitat der Farbsattigung gibt den ,fold change® - Wert an

(dunkel: héherer ,fold change®, hell: geringerer ,fold change®). Die durchgezogenen Linien geben direkte Interak-
tionen an. Die gestrichelten Linien geben indirekte Interaktionen an.

5.2.6 Deregulierte Gene der Kombinationstherapie

Die Kombinationsexperimente mit beiden Anti-CD20-Antikorpern erbrachten tran-
skriptionelle Veranderungen in den Zelllinien Jeko-1, Rec-1 und Z-138. Die
Microarray-Analysen ergaben, dass insgesamt 43 Gene dereguliert wurden. So wur-
den 36 hoch- und 7 herunterregulierte Gene identifiziert (Tabelle 5). Die Rituximab-
und Obinutuzumab-Monotherapie-Ergebnisse wurden mit diesen 43 Genen vergli-

chen. Interessanterweise liel3 sich zeigen, dass die Kombinationsexperimente und
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Rituximab-Monotherapien insgesamt 29 gemeinsam deregulierte Gene haben, wo-

hingegen sich die Obinutuzumab-Monobehandlungen nur 21 gemeinsam deregulier-

te Gene mit den Kombinationen teilen. Weitere Auswertungen der Daten ergaben,

dass 16 Gene gemeinsam ausschlieRlich nur von den Rituximab-Monotherapien und

den Kombinationen dereguliert wurden. Im Gegensatz dazu zeigten die Analysen,

dass nur 2 Gene ausschlielRlich von Obinutuzumab und der Kombination verandert

wurden. Diese Ergebnisse weisen auf ein Rituximab-ahnliches Expressionsmuster

der Kombinationsexperimente hin.

Zellkomparti-

Symbol Entrez Gen-Name Funktion Max. Expressions-
ment
wert (fold change)
BCL2A1 BCL2-related protein A1 andere 129
KLHL36 kelch-like 36 (Drosophila) andere 128
ITPKB inositol-trisphosphate 3-kinase B 114
Kinase '
smg-1 homolog, phosphatidylinositol 3-
SMG1 kinase-related kinase (C. elegans) Zytoplasma 1,04
RHEBL1 Ras homolog enriched in brain like 1 135
Enzym .
LPL lipoprotein lipase 139
protein phosphatase 2A activator, regu-
PPP2R4 latory subunit 4 Phosphatase 107
CCL3 chemokine (C-C motif) ligand 3 377
CCL4 chemokine (C-C motif) ligand 4 Zytokin 225
CSF1 colony stimulating factor 1 (macrophage) Extrazellulérer 1,08
R
COL4A2 collagen, type IV, alpha 2 aum .
d )
WNT3 wingless-type MMTV integration site andere
family, member 3 1,57
cysteine rich transmembrane BMP regu- .
CRIM1 lator 1 (chordin-like) Kinase 1,26
DUSP2 dual specificity phosphatase 2 142
Phosphatase .
DUSP5 dual specificity phosphatase 5 117
Nukleus '
EGR1 | th 1
early growih response Transkriptions- | 2,74
Regulat
EGR2 early growth response 2 equiaor 525
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EGR3

early growth response 3

7,18
HIST1H1D histone cluster 1, H1d 145
HIST1H2AJ | histone cluster 1, H2aj 121
HIST1H3A histone cluster 1, H3a 201
- - - andere .
metastasis associated lung adenocarci-
MALAT1 .
noma transcript 1 -1,47
CDC27 c.eI.I division cycle 27 homolog (S. cere-
visiae) 1,22
RGS2 regulator of G-protein signaling 2, 24kDa 192
MYB v-myb myeloblastosis viral oncogene
homolog (avian) 1,46
NFATCA nuclegr factqr of gctlvated T-cells, cyto-
plasmic, calcineurin-dependent 1 1,07
NFEKBID nuclear factor of kappa Ilght. p.olypeptlde
gene enhancer in B-cells inhibitor, delta -1,4
regulatory factor X, 3 (influences HLA Transkriptions-
RFX3 .
class Il expression) Regulator 1,0
TFEC transcription factor EC 127
THRAP3 thyr0|.d hormone receptor associated
protein 3 1,04
TP63 tumor protein p63 123
nuclear receptor subfamily 4, group A Liganden-
NR4A3 P y % group A, abhangiger 1,39
member 3 .
nuklearer Rez.
AMIGO2 adhesion molecule with Ig-like domain 2 358
CHLA cell adhesion molecule with homology to
L1CAM (close homolog of L1) 1,07
FAIM3 Fas apoptotic inhibitory molecule 3 andere 12
leukocyte immunoglobulin-like receptor,
LILRA4 subfamily A (member 4) 1,13
. Plasma-
LY9 lymphocyte antigen 9 membran 5.6
OCA2 oculocutaneous albinism Il Transporter 201
RGS1 regulator of G-protein signaling 1 1124
SPRED1 sprouty-related, EVH1 domain contai- andere
ning 1 1,49
SPRY2 sprouty homolog 2 (Drosophila) 181
OTUD1 OTU domain containing 1
1,14
unbekannt andere
TMEM107 transmembrane protein 107 119

Tabelle 5: Durch die Kombination von Obinutuzumab und Rituximab deregulierte Gene in den Zelllinien Jeko-1,

Rec-1, Z-138.
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5.2.7 Zelllinienspezifischer Vergleich nach den Monotherapien

Es wurden die Transkriptionsveranderungen der einzelnen Zelllinien analysiert. Da-
fur wurden die sensiblen mit den weniger empfindlichen Zelllinien nach beiden The-
rapien miteinander verglichen. So reagierte Rec-1 nach Obinutuzumabgabe mit ei-
ner Reduktion der Zellproliferation auf 45-50%. Rituximab bewirkte nur eine Redukti-
on von 17%. Beim Vergleich der beiden Behandlungen von Rec-1 konnte die
Microarray-Analyse 14 Gene, die nur durch Obinutuzumab und 12 Gene, die nur
durch Rituximab dereguliert wurden, identifizieren. Jedoch teilten sich beiden Thera-

pien funf gemeinsam veranderte Gene (Tabelle 6 und 7).

Symbol Entrez Gen-Name Zellkomparti- Funktion Expressionswert
ment (fold change)
procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-
PLOD2 dioxygenase 2 Zytoplasma Enzym 114
C160rf54 | chromosome 16 open reading frame 54 121
Extrazellularer andere ,
DKK2 dickkopf 2 homolog (Xenopus laevis) Raum 1,01
PDGFA platelgt-derlved growth factor alpha po- Wachstumsfaktor
lypeptide 1,36
CCNG2 |cyclin G2 104
andere
ZBTB24 | zinc finger and BTB domain containing 24 11
EGR3 early growth response 3 2.05
IKZF2 IKAROS family zinc finger 2 (Helios) Nukleus . 11
nuclear factor of activated T-cells, cyto Transkriptions-
Pt ) Regulat
NFATCA plasmic, calcineurin-dependent 1 eguiator 1,08
NFKBIE nuclear factor .of kappa. Ilght polyp.eptlde
gene enhancer in B-cells inhibitor, epsilon 199
PPIL4 peptidylprolyl isomerase (cyclophilin)-like 4 Enzym 118
ICAM1 int llular adhesi lecule 1
intereeliuiar adhesion molecuie Plasma- Transmembran- | 1,22
b R t
IL21R interleukin 21 receptor membran ezeptor 16
FAMG5B Emlly with sequence similarity 65, member unbekannt andere o

Tabelle 6: AusschlieBlich nach Obinutuzumab-Monotherapie deregulierte Gene im Vergleich zur Rituximab-
Monotherapie in der MZL Zelllinie Rec-1
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Zellkomparti-

Expressionswert

Symbol Entrez Gen-Name ment Funktion (fold change)
DCAF12 | DDB1 and CUL4 associated factor 12 andere 107
Zytoplasma ‘
LPL lipoprotein lipase Enzym 113
cysteine rich transmembrane BMP regulator 1 .
CRIMT 1 chordin-like) Extrazellularer |25 1,19
- . - - - - R
WNT3 wingless-type MMTV integration site family, | Raum andere
member 3 1,04
EGR2 early growth response 2 Transkriptions- 44
Regulat
SOX11 | SRY (sex determining region Y)-box 11 equiaor .
Nukleus Liganden-
ESRRG | estrogen-related receptor gamma abhangiger nuk-]1,53
ledrer Rezeptor
MALAT metastg&s assocnateq Iung. adenocarcinoma andere 259
transcript 1 (non-protein coding)
CHLA cell adhesion molecule with homology to
L1CAM (close homolog of L1) 1,04
andere
FAIM3 F totic inhibit lecule 3
as apoptotic inhibitory molecule Plasmamenm- 1,09
b
OCA2 oculocutaneous albinism Il ran 1
Transporter
SLC38A1 | solute carrier family 38, member 1

1,11

Tabelle 7: Ausschlief3lich nach Rituximab-Monotherapie

Monotherapie in der MZL Zelllinie Rec-1

deregulierte Gene im Vergleich zur Obinutuzumab-

Die beiden Antikorpertherapien erzielten weniger deutliche Ergebnisse fur Z-138 und

Jeko-1. Nichtsdestotrotz wurde eine gréliere Wirkung durch Obinutuzumab erzielt.

Die IPA™ (REDWOOD CITY, USA) Vergleichsanalyse der Zelllinie Z-138 zeigte 15

exklusiv regulierte Gene nach Obinutuzumabgabe. Des Weiteren wurden funf Gene

fur die Rituximab-Monotherapie, sowie neun gemeinsam regulierte Gene identifiziert

(Tabelle 8 und 9).
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Symbol Entrez Gen-Name Zellkomparti- Funktion Expressionswert
ment (fold change)
IER2 immediate early response 2 andere 182
Zytoplasma ‘
SOCS3 suppressor of cytokine signaling 3 Phosphatase 186
. - Extrazellularer .
CCL3 chemokine (C-C motif) ligand 3 Raum Zytokine 5,94
DUSP2 dual specificity phosphatase 2 Phosphatase 438
EGR1 early growth response 1 7.36
EGR2 early growth response 2 4.42
EGRS3 early growth response 3 Nukleus Transkriptionsre-
ye P gulator 2,56
FBJ murine osteosarcoma viral oncogene
FOS
homolog 6,13
NAB2 NGFI.-A binding protein 2 (EGR1 binding
protein 2) 1,86
ZBTB24 zinc finger and BTB domain containing 24 andere 121
ANXA1 annexin A1 1,78
Plasmamemb- andere
SPRY2 sprouty homolog 2 (Drosophila) ran 1,09
CD69 CD69 molecule Transmembran-
rezeptor 2
MIR155HG | MIR155 host gene (non-protein coding) 184
unbekannt andere .
TMEM107 | transmembrane protein 107 184

Tabelle 8: AusschlieBlich nach Obinutuzumab-Monotherapie deregulierte Gene im Vergleich zur Rituximab-
Monotherapie in der MZL Zelllinie Z-138

Symbol Entrez Gen-Name Z.eIIkompar- Funktion Expressionswert
timent (fold change)
regulatory factor X, 3 (influences HLA
RFX3 . -
class Il expression) Transkriptions- 1,08
Nukleus Regulator
TP63 tumor protein p63 9
-1,25
HIST1H2AG -- 126
MBNL2 muscleblind-like splicing regulator 2 unbekannt |andere 101
UBALD2 UBA-like domain containing 2 13

Tabelle 9: AusschlieBlich nach Rituximab-Monotherapie deregulierte Gene im Vergleich zur Obinutuzumab-
Monotherapie in der MZL Zelllinie Z-138
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Bei den Analysen von Jeko-1 wurden insgesamt 30 Gene gefunden, von denen 12

von beiden Behandlungen geteilt wurden. Insgesamt 17 Gene wurden exklusiv durch

Rituximab modifiziert, NFATC 1 nur von Obinutuzumab (Tabelle 10 und 11).

Symbol Entrez Gen-Name Z.eIIkompar- Funktion Expressionswert
timent (fold change)
NFATC1 nuclegr factc.)r of.actlvated T-cells, cyto- Nukleus Transkriptions-
plasmic, calcineurin-dependent 1 Regulator 1,02

Tabelle 10: Ausschlie3lich nach Obinutuzumab-Monotherapie dereguliertes Gen im Vergleich zur Rituximab-
Monotherapie in der MZL Zelllinie Jeko-1

Symbol Entrez Gen-Name Zellkomparti- Funktion Expressionswert
ment (fold change)
BCL2A1 BCL2-related protein A1 217
andere :
HSPA1A/B heat shock 70kDa protein 1A 115
PPP2R4 protelr.1 phosphatase 2A activator, regulatory Phosphatase
subunit 4 -1,18
Zytoplasma
LPL lipoprotein lipase 149
RHEBL1 Ras homolog enriched in brain like 1 Enzym 139
TRIM2 tripartite motif containing 2 121
COL4A2 collagen, type IV, alpha 2 Extrazellularer andere 1,02
. . Raum ]
SPRED2 sprouty-related, EVH1 domain containing 2 Zytokin 224
DUSP2 dual specificity phosphatase 2 Phosphatase 131
IFIH1 interferon induced with helicase C domain 1 Enzym 11
, —— Nukleus :
NFEKBID nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells inhibitor, delta Transkriptions- |-1,16
v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene Regulator
RELB
homolog B -1,41
CHLA cell adhesion molecule with homology to
L1CAM (close homolog of L1) 1,34
LILRA4 leukocyte  immunoglobulin-like  receptor,
subfamily A (with TM domain), member 4 Plasmamem- 1,08
bran andere
LY9 lymphocyte antigen 9 155
NINJ1 ninjurin 1 1,09
OTUD1 OTU domain containing 1 unbekannt andere 111

Tabelle 11: Ausschliellich nach Rituximab-Monotherapie deregulierte Gene im Vergleich zur Obinutuzumab-
Monotherapie in der MZL Zelllinie Jeko-1
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Zusammenfassend lasst sich dadurch festhalten, dass Rec-1 und Z-138 empfindli-
cher gegenuber Obinutuzumab waren als gegenuber Rituximab. Beim Vergleich der
exklusiv durch Obinutuzumab veranderten Gene in den Zelllinien Rec-1 und Z-138
wurden die Gene EGR3 und ZBTB24 identifiziert. Die beiden sensiblen Zelllinien
teilten sich diese veranderten Gene. Somit ergab sich der Hinweis auf einen ziel-

vermittelten Effekt der Antikorpertherapie mit Obinutuzumab.
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6 Diskussion

In dieser Arbeit wurden die Transkriptionsregulierungsmuster des Typ | monoklona-
len Anti-CD20 Antikdrpers Rituximab und des neuen Typ Il Anti-CD20 Antikdrpers
Obinutuzumab an diversen Mantelzelllymphom-Zelllinien untersucht. Es konnte ge-
zeigt werden, dass die beiden Anti-CD20 Antikorper differente direkte Veranderun-
gen auf Transkriptionsebene bewirken konnten. Monotherapien und Antikérperkom-
binationsbehandlungen fluhrten zu exklusiv und gemeinsam regulierten Gengruppen
in verschiedenen Zelllinien. Diese Antikdrper-spezifischen Expressionsmuster nach
Obinutuzumab- oder Rituximabtherapie kdnnen die molekulare Basis fur den Uberle-
genen Effekt von Obinutuzumab gegeniber Rituximab darstellen (Heinrich, et al

2015).

6.1 Obinutuzumab und Rituximab: gemeinsame Signalwege

Obwohl beide monoklonalen Antikdrper grole Gruppen von Genen, die zu diversen
Transduktionswegen gehoéren, deregulierten, zeigte die Analyse, dass sich beide
Antikdrper 21 gemeinsam modifizierte Gene teilten. Diese Ergebnisse demonstrie-
ren, dass sich die Wirkmechanismen der Typ | und Il Antikdrper teilweise Uberlap-

pen.

Die Gene, die fir die beiden Zytokine CCL3 und CCL4 kodieren, sind in den Experi-
menten hochreguliert. Die hochregulierten Gene CCL3 und CCL4, ebenfalls bekannt
unter ,macrophage inflammatory protein 1 alpha and beta“, sind Teil der Kommuni-
kation zwischen der angeborenen und adaptierten Immunzell- sowie der CCR5-
Signaltransduktionswege. Es wird postuliert, dass ihre Genprodukte Teil der Antitu-

moraktitivitat der monoklonalen Anti-CD20 Antikorper sind (Cittera, et al 2007). Des



Weiteren ist CCL3 auch in den ,TREM1“ und Glukokortikoidrezeptor-Signalwegen
involviert. Cittera et al. identifizierten die potente Hochregulation dieser Zytokine
nach Rituximabgabe. Diese Zytokine sind vermutlich bei der Aktivierung des ange-
borenen Immunitatsnetzwerkes, welches fur die Eradikation von Lymphomzellen
verantwortlich sei, beteiligt (Cittera, et al 2007). Francke et al. konnten zeigen, dass
die Behandlung mit Anti-CD20- und B-Zell-Rezeptor-Antikdrpern zu einer ahnlichen
Deregulation des Transkriptoms bei multiplen Myelom Zelllinien fluhrten. Im Beson-
deren sei die Hochregulation von CCL3 und CCL4 durch die Typ | Anti-CD20- und
Anti-BCR-Antikdrper zu nennen (Franke, et al 2011). Diese Ergebnisse weisen da-
rauf hin, dass sich der Mechanismus des Zelltods nach Rituximab- oder Obinutuzu-
mabgabe Uberschneidet und dass der B-Zell-Rezeptor Signaltransduktionsweg in-
volviert ist. So sind Kombinationsexperimente mit Obinutuzumab und monoklonalen
anti-BCR Antikoérpern notwendig, um einen moglichen additiven Effekt bei der Eradi-
kation von MZL-Zellen bewerten zu kdnnen. Des Weiteren ware eine Kombination
mit dem BTK-Inhibitor Ibrutinib, welcher in den B-Zell-Rezeptor Transduktionsweg

eingreift, hilfreich, um einen potentiellen Effekt auf MZL-Zelllinien zu ergrinden.

Zusatzlich zur CCL3 und CCL4 Hochregulierung regulieren beide Antikérperbehand-
lungen das Tumorsuppressions-Gen EGR-1 hoch. Es spielt eine Schlisselfunktion in
grundlegenden Zellfunktionen. So ist es Teil von Zelldifferenzierung, Wachstum und
Apoptose (Kaufmann, et al 2001, Kaufmann and Thiel 2002, Liu, et al 1998). Das
EGR1-Gen, das flur ein Zinkfingerprotein kodiert, ist Teil der B-Zell-Rezeptor- und
CXCR4-Signaltransduktionswege (Gibbs, et al 2008b). Gemeinsam mit CSF-1 ge-
hort es zum ,tissue factor in cancer‘- Signalweg. Des Weiteren hebt es in M1
myeloblastischen Leukamie-Zellen einen Block in der myeloischen Differenzierung

auf, welcher durch zwei Onkogene vermittelt wird (Gibbs, et al 2008a). Ferner ist
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EGR-1 dafur bekannt Survivin, ein anti-apoptotisches Molekdil, herunter zu regulie-
ren und dadurch Kaspasen-Signale zu induzieren, die in einer Apoptose-Induktion
munden (Andersen, et al 2007, Chen, et al 2010). Survivin interagiert mit den
Kaspasen 3, 7, 9 und supprimiert dadurch die proapoptotische Transduktionskaska-
de (Shin, et al 2001). Es wurde gezeigt, dass Survivin durch siRNA in der MZL-
Zelllinie Jeko-1 stillgelegt werden konnte, was wiederum zu einer Verminderung der
Proliferation flhrte (Liang, et al 2012). Diese Ergebnisse kdnnten die molekulare Ba-
sis fur Kombinationsansatze von Obinutuzumab oder Rituximab mit Survivin-siRNA

sein.

Abgesehen von den oben genannten Genen, fihren beide Antikérperbehandlungen
zur Deregulation von DUSP2 (dual specificity phosphate 2), welches ebenfalls unter
der Bezeichnung PAC1 (phosphate of activated cells 1) bekannt ist. Dieses hochre-
gulierte Gen gehort zum ERK/MAPK Signalweg und spielt somit eine wichtige Rolle
als Inhibitor von ERK 1/2 in der Wachstumssuppression. Die Hochregulierung wird
durch p53 induziert und fuhrt zur Apoptose-Induktion (Yin, et al 2003). Abgesehen
von diesen deregulierten Genen, die sich beide Antikdrpertherapien teilen, ist die
Basis der Unterscheidung der Wirkmechanismen des Typ | monoklonalen Antikor-
pers Rituximab von denen des Typ Il mAk Obinutuzumab, das Set der exklusiv ver-

anderten Gene und der von ihnen kodierten Produkte.

6.2 Obinutuzumab Mono-Behandlung: deregulierte Transduktionswe-

ge und mogliche Wirkmechanismen

Einzelbehandlungen mit Obinutuzumab induzierten eine Hochregulierung von AP-1,
welches abgekulrzt fur das activator protein-1 steht. Der Transkriptionsfaktor AP-1,

ein Heterodimer, setzt sich aus JUN- (jun proto-oncogene) und FOS- (FBJ murine
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osteosarcoma viral oncogene homolog) Familienmitgliedern zusammen. Es ist be-
kannt dafur ein Schltsselgen bei der Tumorgenese zu spielen und im Generellen bei
Apoptose-Induktion, sowie bei Zelliberleben und —proliferation involviert zu sein

(Shaulian and Karin 2001).

FOS, ein Gen, das flur ein Leucin-Zipper-Protein kodiert, ist ein Regulator der Zell-
proliferation und —differenzierung, welches ebenfalls mit dem apoptotischen Zelltod
assoziiert ist (Shaulian and Karin 2001). Die IPA™ (REDWOOD CITY, USA) Analy-
sen zeigten des Weiteren, dass FOS mit NFATC1 gemeinsam zu den T-Zell-
Rezeptor- sowie ERK/MAPK-Signalwegen gehdrt. Gemeinsam mit den beiden hoch-
regulierten Genen NFATC1 und NFKBIE ist FOS Teil des B-Zell-aktivierenden-
Faktor Signalwegs, des April-vermittelten Signalwegs und des PI3K-Signalwegs in
B-Lymphozyten. Zusatzlich ist es mit ANXA 1, ICAM 1, NFATC1 und NFKBIE Teill

des Glukokortikoid-Rezeptor-Signalwegs.

Im Besonderen ist der Transkriptionsfaktor AP-7 mit der Induktion von Wachstums-
inhibition und Apoptose via Regulierung diverser Gene involviert, die letztendlich
zum Zelltod fuhren. Unter diesen Genen gehdren die Kaspasen-getriggerte c-Abl
Abspaltung beim multiplen Myelom und die Vitamin E Analog induzierte Apoptose
zu den eingehend beschriebenen Zelltodinduktionswegen (Jia, et al 2008, Podar, et
al 2007). Interessanterweise ist eine niedrige JUN-Expression beim multiplen
Myelom mit einem frihen krankheitsbedingten Tod assoziiert (Chen, et al 2010).
Chen et al. konnten zeigen, dass diese Korrelationen denen der Expression von
EGR1 ahnelten. Eine Herunterregulierung von EGR1 wurde mit Krankeitsprogressi-
on bei multiplen Myelom Patienten assoziiert. Weitere Analysen zeigten, dass EGR1
ein direktes Zielgen von JUN in der Transduktionskaskade ist (Chen, et al 2010). So

wie bereits oben beschrieben, flihrt eine Hochregulierung von EGR1 zu einer Herun-
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terregulierung von Survivin (Wagner, et al 2008). Somit folgt dieser Herunterregulie-
rung von Survivin eine Aktivierung der Kaspasen-induzierten Apoptose (Chen, et al
2010). Zusammenfassend weisen somit diese Ergebnisse auf eine mdgliche Ahn-
lichkeit der Wirkmechanismen nach Obinutuzumab-Monotherapie beim MZL hin.
Zusatzlich konnten Chen et al. zeigen, dass JUN und EGR1 Schllsselgene bei den
durch Bortezomib induzierten Apoptose-Transduktionswegen beim multiplen Myelom
sind (Chen, et al 2010). Diese Ergebnisse sind die molekulare Grundlage, um poten-
tielle additive Effekte einer Kombinationstherapie von Obinutuzumab mit Bortezomib

in weiteren Experimenten an MZL-Zelllinien zu untersuchen.

Weitere Ergebnisse weisen auf eine Beeinflussung der NF-kB-Signaltransduktion
hin. NFKBIE (nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhi-
bitor, epsilon) kodiert ein Protein, welches bekanntermalien an Komponenten von
NF-kB bindet, um den Komplex zur Degradierung zu markieren. Dadurch wird ver-
hindert, dass der NF-kB-Komplex Gene im Nukleus deregulieren kdnnte, die zu einer
Zellproliferation beitragen konnten. Das von NFKBIE kodierte Protein, IkB, wird
durch |kB-Kinasen (IKK) vermittelte Phosphorylierung deaktiviert (Viatour, et al
2005). Die Hochregulierung von NFKBIE ist eine potentielle molekulare Erklarung fur
den Obinutuzumab induzierten Effekt der Zellproliferationsinhibition bei MZL-
Zelllinien. Diese Ergebnisse kdonnten somit die Grundlage fur weitere Kombinations-
experimente mit IKK-Inhibitoren und Obinutuzumab sein. Abgesehen von der NF-kB-
Signalkaskade ist NFKBIE zusammen mit NFATC1 (nuclear factor of activated T-
cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 1) in der PI3K-Transduktion involviert. Die-
se zusatzlichen Erkenntnisse weisen auf die Notwendigkeit weiterer Kombinations-
versuche mit PI3K-Inhibitoren, wie zum Beispiel Idealisib, hin, um mogliche additive

Effekte mit Obinutuzumab nachzuweisen.
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6.3 Rituximab Mono-Behandlung: deregulierte Transduktionswege

und mogliche Wirkmechanismen

Die Monobehandlungen der MZL-Zelllininen mit Rituximab zeigten nur einen mode-
raten Effekt auf die Inhibition der Zellproliferation. Abgesehen von Genen, die auch
durch Obinutuzumab reguliert wurden, hatte Rituximab auch einen spezifischen Ef-
fekt auf der transkriptionellen Ebene. Interessanterweise konnte der mittelmaRige
Effekt von Rituximab zum Teil durch die weitere Induktion des bereits Uberexprimier-
ten kanonischen WNT/3-Catenin-Transduktionsweges sein, welcher als ein Schlus-
selweg in der MZL-Pathogenese angesehen wird (Perez-Galan, et al 2011, Rizzatti,
et al 2005). Er ist mit der Tumorgenese verschiedener hamatologischer Malignitaten
assoziiert worden (Ge and Wang 2010, Gelebart, et al 2008). Die Hochregulierung
von WNT3 und SOX171 kdnnte auf eine zellulare Antwort hinweisen, die zu weniger
ausgepragten Resultaten bei der Apoptose-Induktion fuhren. Ortega-Paino et al.
zeigten, dass die Inhibition des WNT/R-Catenin-Transduktionsweges durch siRNA
oder Querceptin zu Apoptose und der Induktion reduzierter Proliferation bei MZL
Zelllininen fuhrte (Ortega-Paino, et al 2008). Weitere Analysen waren noétig um eine
potentielle Herunterregulierung des WNT/[3-Catenin-Transduktionsweges nach einer

Rituximab-Kombinationstherapie mit siRNA oder Querceptin zu untersuchen.

Des Weiteren induzierte Rituximab eine Herunterregulierung von BCL2A, welches
zum Apoptose-Signal-Transduktionsweg gehort. BCL2A gehdrt zu einer Gruppe von
hamatopoetischen Zelltod-Regulatoren und tragt im NF-kB Signalweg zum Zelllber-
leben bei gesunden und Krebszellen bei (Vogler 2012). Es ist gemeinsam mit den
ebenfalls herunterregulierten RELB und NFKBID Teil des NF-kB-Signalwegs. BCL2A

ist ein Mitglied der BCL-2-Proteinfamilie, welche mit der Anti-Apoptose von Zellen
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assoziiert ist (Lima, et al 2011). Die Herunterregulierung von BCL2A kdnnte ein wei-
terer Weg des durch Rituximab induzierten Zelltodes sein. So argumentiert Vogler,
dass die Entwicklung von ,small molecule“-Inhibitoren flr dieses Zielgen einen Bei-
trag zur Verbesserung und Erweiterung von Anti-Tumor-Therapien darstellen konnte
(Vogler 2012). Weitere Experimente sind nétig um den potentiell additiven Effekt
dieser ,small molecules® in Kombination mit Rituximab zu evaluieren. In Zusammen-
schau werden so die weniger ausgepragten in vitro Resultate in der Deregulierung

der oben beschriebenen Gene reprasentiert.

6.4 Rituximab plus Obinutuzumab: Kombinationsexperimente

Die Kombination der monoklonalen Antikérper Rituximab und Obinutuzumab flhrte
zur Deregulierung von 72 Genen. Interessanterweise zeigte die IPA™ (REDWOOD
CITY, USA) Analyse, dass das Expressionsmuster der Kombinationsdaten, dem von
Rituximab stark ahnelte. So werden diese Ergebnisse durch die ahnlichen in vitro
Resultate des durch Rituximab vermittelten Zellsterbens der MZL-Zelllinien gestitzt.
Es lasst sich somit sagen, dass die Kombination den Ergebnissen der Rituximab-
Monotherapie im molekularen Muster und in der Effizienz ahnelt. Dies lasst sich
auch in den Ergebnissen der sequentiellen in vitro Experimente ablesen. Hier zeigte
sich tendenziell ein schwacheres Zellsterben nach Rituximab-Prainkubation und an-
schliefender Obinutuzumab-Hinzugabe. Aufgrund der Tatsache, dass Obinutuzum-
ab und Rituximab nahezu die gleiche Affinitat zum humanen CD20-Molekul (Kp
Obinutuzumab: 4.0 nM; Kp Rituximab: 4.5 nM) besitzen, ist der in vitro Effekt am
ehesten im Zusammenhang mit den sich Uberlappenden Epitopen zu sehen. Nieder-
fellner et al. stellten die Hypothese auf, dass der Uberschuss an Bindungsstellen fiir

monoklonale Antikérper vom Typ | zwei verschiedene Grinde haben kénnte. Zum
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einen konnte ein Uberfluss verschiedener CD20 Molekiile, die von einem der beiden
Antikdrper besetzt werden, dies erklaren. Zum Anderen bestliinde die Mdglichkeit,
dass sterische Bindungsorientierungen und verschiedene Winkelkonformationen,
sogenannter ,elbow-hinges (Ellenbogengelenke), eine Erklarung dieses Phano-
mens darstellen. So wurde ebenfalls bereits diskutiert, dass Typ | CD20-Antikorper
zwischen CD20-Tetrameren und Typ Il CD Antikorper innerhalb eines Tetramers
binden wirden (Cragg and Glennie 2004, Klein, et al 2013). Hierdurch kénnte ein
eingeschranktes Obinutuzumab-Bindungsverhalten und den damit schlechteren in
vitro Resultaten nach Kombinationstherapien erklart werden. Klein et al. gehen da-
von aus, dass die unterschiedliche Geometrie der Bindungskomplexe aus CDZ20-
Molekul und entsprechendem Typ | bzw. Il Antikdrper verantwortlich fur die praklini-

schen Ergebnisse sind (Klein, et al 2013).

Diese Ergebnisse sollten Beachtung im klinischen Einsatz finden. Zusammenfas-
send lasst sich aus klinischer Perspektive sagen, dass diese Ergebnisse daraufhin
deuten, dass Kombinationsbehandlungen keinen Nutzen fur MZL-Patienten haben

wdurden.

72



7 Zusammenfassung

Obinutuzumab und Rituximab deregulieren unterschiedliche Gruppen von Genen in
MZL-Zelllininen. Obwohl beide mAk spezifisch an das CD20-Epitop binden, werden
unterschiedliche Signaltransduktionswege beeinflusst, die die Inhibition der Zell-
proliferation induzieren. Deshalb bedarf es neuer Kombinationspartner um potentiel-
le additive Effekte in der MZL-Therapie zu finden. Insbesondere konnten die Ergeb-
nisse dieser Arbeit Hinweise flr vielversprechende Kombinationsexperimente mit
Obinutuzumab aufzeigen. Zu den potentiellen Kombinationspartnern gehéren PI3K-
Inhibitoren wie ldealisib, Proteasom-Inhibitoren wie Bortezomib oder IKK-Inhibitoren.
Die Kombination beider mAKk resultierte in einer weniger ausgepragten Inhibition der
Zellproliferation. Zusatzlich zu den geringeren in vitro Effekten, zeigen diese Resulta-
te ein Rituximab-ahnliches Expressionsmuster auf transkriptioneller Ebene. Diese
Befunde sind vermutlich bedingt durch die Uberlappenden Bindungsstellen fur Typ |
und Typ Il Anti-CD20 Antikdrper auf dem CD20-Epitop. Des Weiteren kommt es auf-
grund der inter-tetrameren Bindung von Rituximab an das CD20-Molekll zu einer
2:1 Stéchiometrie des Bindungsverhalten im Vergleich zu Obinutuzumab, welches
am ehesten intra-tetramer bindet. Aufgrund dieser Ergebnisse ist eine Kombinations-
therapie von Obinutuzumab und Rituximab nicht als erfolgsversprechend fur MZL-
Patienten anzusehen. Patienten, die kurzlich mit Rituximab vorbehandelt wurden,
sollten ebenfalls erst mit Obinutuzumab therapiert werden, wenn Rituximab-Spiegel
gesunken sind. Diese in vitro Resultate und Microarray Deregulierungsmuster kénn-
ten einen Hinweis darauf geben Obinutuzumab nicht nach erfolgter Rituximab-
Therapie zu verabreichen. Somit ergibt sich ein rationellerer Ansatz flr eine potenti-

elle Therapieplanung.
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9 Abkurzungsverzeichnis

ADCC antibody-dependent cellular cytotoxicity, Antikdrper-abhangige zellulare Zytotoxizitat
ADCP antibody-dependent cellular phagocytosis, Phagozytose
AID activation-induced cytidine deaminase

AKT Proteinkinase B

AMIGO2 adhesion molecule with Ig-like domain 2

ANXA1 annexin A1

ASCT autologe Stammzelltransplantation

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated

B-CLL chronisch lymphatischen Leukamie

B-NHL B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom

BCL-2 B cell lymphoma 2

BCLA1 breakage cluster of lymphoma 1

BCL2A1 BCL2-related protein A1

BTK Bruton-Kinase

BZR B-Zell-Rezeptor

C160rf54 chromosome 16 open reading frame 54

CCL3 chemokine (C-C motif) ligand 3

CCL4 chemokine (C-C motif) ligand 4

CCND1 Cyclin D1

CCND2 Cyclin D2

CCND3 Cyclin D3

CCNG2 Cyclin G2

CD cluster of differentiation, Unterscheidungsgruppen

CD69 CD69 molecule

CDC complement-dependent cytotoxicity, Komplement-abhangige Zytotoxizitat
cDcC27 cell division cycle 27 homolog (S. cerevisiae)

CDK4 Cyclin-abhangige Kinase 4

CDK®6 Cyclin-abhangige Kinase 6

cDNA komplementare DNA (DNS)

CHL1 cell adhesion molecule with homology to L1CAM (close homolog of L1)
CHOP Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Prednison
COL4A2 collagen, type IV, alpha 2

CR complete remission, Komplettremissionsrate

CRIM1 cysteine rich transmembrane BMP regulator 1 (chordin-like)
cRNA komplementéare Ribonukleinsdure (RNA)

CSF1 colony stimulating factor 1 (macrophage)

CT Computer-Tomographie
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d

DCAF12
DKK2
DMSO
DNS
DUSP2
DUSP5
ECOG
EGR1
EGR2
EGR3
ERK
ESRRG
FAIM3
FAM65B
Fc
FDG-PET
FKS

FOS
G-CHOP
G-FC

Gl

h
HIST1H1D
HIST1H2AG
HIST1H2AJ
HIST1H3A
HSPA1A/
HSPA1B
ICAM1
IER2

IFIH1

Tag

DDB1 and CUL4 associated factor 12

dickkopf 2 homolog (Xenopus laevis)
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure, DNA

dual specificity phosphatase 2

dual specificity phosphatase 5

Eastern Cooperative Oncology Group

early growth response 1

early growth response 2

early growth response 3

extracellular-signal regulated kinase
estrogen-related receptor gamma

Fas apoptotic inhibitory molecule 3

family with sequence similarity 65, member B
kristallisierbares Fragment, crystallisable fragment
(18F)Fluor-desoxyglukose-Positronen-Emissions-Tomographie
Fotales Kélber Serum

FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog
Obinutuzumab plus CHOP

Obinutuzumab plus Fludarabin und Cyclophosphamid
gastro-intestinal

Stunde

histone cluster 1, H1d

histone cluster 1, H2AG

histone cluster 1, H23aj

histone cluster 1, H3a

heat shock 70kDa protein 1A

heat shock 70kDa protein 1B

intercellular adhesion molecule 1

immediate early response 2

interferon induced with helicase C domain 1
Immunglobulin D

Immunglobulin G

Immunglobulin M

variablen Regionen der schweren Ketten der Immunglobuline
IkB-Kinasen

IKAROS family zinc finger 2 (Helios)

interleukin 21 receptor

inositol-trisphosphate 3-kinase B
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IVT in vitro Transkriptionsreaktion

JUN jun proto-oncogene

kDa kilo Dalton

KLHL36 kelch-like 36 (Drosophila)

LAP Lymphadenopathie

LDH Laktatdehydrogenase

LILRA4 leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily A (with TM domain), member 4
LPL lipoprotein lipase

LY9 lymphocyte antigen 9

mAKk monoklonaler Antikérper

MALATA1 metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1 (non-protein coding)
MAP2 microtubule-associated protein 2

MAPK mitogen-activated protein kinase

MBNL2 muscleblind-like splicing regulator 2

MIPI Mantle cell ymphoma International Prognostic Index

MIR155HG MIR155 host gene (non-protein coding)

MM Multiples Myelom

mRNA Messenger RNA

mTOR mammalian target of rapamycin

MYB v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian)

MZL Mantelzelllymphom

NAB2 NGFI-A binding protein 2 (EGR1 binding protein 2)

NF-kB Nuclear-Factor-kB

NFATCA1 nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 1
NFKBID nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, delta
NFKBIE nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, epsilon
NHL Non-Hodgkin-Lymphom

NIK mitogen-activated protein 3 kinase 14 oder auch MAP3K14

NINJ1 ninjurin 1

nM Nanomolar

NR4A3 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 3

OBI Obinutuzumab

OCA2 oculocutaneous albinism Il

ORR overall response rate, Ansprechrate

(O8] overall survival, Gesamtiberleben

OTUD1 OTU domain containing 1

PCD direct induction of programmed cell death, direkte Induktion d. programmierten Zelltods
PCR Polymerase-Kettenreaktion

PDGFA platelet-derived growth factor alpha polypeptide

PFS progressionsfreies Uberleben
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PI3K Phosphoinositid-3-Kinasen

PLOD2 procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2
PPIL4 peptidylprolyl isomerase (cyclophilin)-like 4

PPP2R4 protein phosphatase 2A activator, regulatory subunit 4
PRAD1 parathyroid adenoma 1

R-CHOP Rituximab, Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Prednison
R-CVP Rituximab, Cyclophosphamid, Vincristin und Prednison
R-FC Rituximab, Fludarabin, Cyclophosphamid

R-Hyper-CVAD Rituximab, Cyclophosphamid, Vincristin, Doxorubicin und Dexamethason
RAG recombinase-activating genes

RB1 Retinoblastom-Proteins 1

RELB v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog B
RFX3 regulatory factor X, 3 (influences HLA class Il expression)
RGS1 regulator of G-protein signaling 1

RGS2 regulator of G-protein signaling 2, 24kDa

RHEBLA1 Ras homolog enriched in brain like 1

RNA Ribonukleinsdure

ROS reactive oxygen species

RPMI Roswell Park Memorial Institute (Zellkulturmedium)

RTX Rituximab

siRNA Small interfering RNA

SLC34A3 solute carrier family 34 (sodium phosphate), member 3
SLC38A1 solute carrier family 38, member 1

SMG1 smg-1 homolog, phosphatidylinositol 3-kinase-related kinase (C. elegans)
SOCS3 suppressor of cytokine signaling 3

SOX11 SRY (sex determining region Y)-box 11

SPRED1 sprouty-related, EVH1 domain containing 1

SPRED2 sprouty-related, EVH1 domain containing 2

SPRY2 sprouty homolog 2 (Drosophila)

SZT Stammzelltransplantation

TFEC transcription factor EC

THRAP3 thyroid hormone receptor associated protein 3

TMEM107 transmembrane protein 107

TP63 tumor protein p63

TRIM2 tripartite motif containing 2

TTF time to therapy failure

UBALD2 UBA-like domain containing 2

WNT3 wingless-type MMTV integration site family, member 3
ZBTB24 zinc finger and BTB domain containing 24

ZNS zentrales Nervensystems
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