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Zusammenfassung

Einfluss von Vitamin-D auf Cathelicidin, einen Marker fiir die Aktivierung der ADCC durch
Rituximab bei Patienten mit hochmalignen B-Zell Lymphomen

Vitamin-D hat eine groRe Bedeutung fiir das angeborene als auch fiir das erworbene Immunsystem.
Aktuelle Studien zeigen, dass eine ausreichende Vitamin-D Versorgung einen positiven Einfluss auf
verschiedene Erkrankungen, wie zum Beispiel dem diffus grofRzelligen B-Zell-Lymphom, haben kann.
Das diffus-grof3zellige B-Zell-Lymphom ist mit knapp 80% der aggressiven Non-Hodgkin-Lymphome die
haufigste Neoplasie des lymphatischen Systems. Die aktuelle Therapie besteht aus einer
Chemotherapie (CHOP-Schema) und dem monoklonalen CD20 Antikdrper Rituximab. Der chimare
Antikorper Rituximab bindet an CD20 positive B-Zellen. Effektorzellen werden durch den Antikérper
aktiviert und leiten Uber verschiedene Wege, wie zum Beispiel Uber die antikorperabhangige
zellvermittelte Zytotoxizitat, eine Elimination der CD20 positiven Zielzellen ein. Vor allem natiirliche
Killerzellen zahlen zu den Haupteffektorzellen. Nach Aktivierung der natirlichen Killerzelle wird das
neben Granzymen und Perforinen gespeicherte zytotoxisch wirkende Propeptid Cathelicidin

ausgeschittet

Wir vermuteten, dass die freigesetzte Cathelicidinmenge mit der Rituximab-induzierten Zytotoxizitat
korrelieren musste. Dazu wurde aus 60 seriellen Serumproben von Lymphompatienten, welche zu
verschiedenen Zeitpunkten einer Inmunochemotherapie nach R-CHOP Schema enthommen wurden,
die Cathelicidinkonzentration gemessen. Zusatzlich wurde die Vitamin-D Konzentration bestimmt
welches, wie Vorarbeiten zeigen konnten, ebenfalls einen Einfluss auf die Rituximab-induzierte

Zytotoxizitat hat.

Zunéchst sollte gezeigt werden, (1) dass im Verlauf der Therapie Cathelicidin ansteigt, und (I1) dies bei
ausreichendem Vitamin D Spiegel in groBerem Ausmall geschieht und (Ill) ggf. mit einer besseren

Prognose korreliert.

In dieser Arbeit zeigen sich jedoch weder einheitliche Verlaufe der Cathelicidinkonzentration noch ein
einheitlich positiver Verlauf der Cathelicidinkonzentration. In dieser Arbeit konnte nicht dargelegt
werden, dass Cathelicidin wahrend einer Imnmunochemotherapie bei Patienten mit diffus gro3zelligen
B-Zell-Lymphom als Marker der Rituximab-induzierten Zytotoxizitdt dienen kann. Allerdings zeigten
sich die Cathelicidinkonzentrationen in der Standard-Therapiegruppe signifikant hoher als in der

intensivierten Therapiegruppe. Dies korrelierte jedoch nicht mit der Prognose der Patienten.



Summary

The influence of Vitamin-D to Cathelicidin, a marker for the activation of ADCC by rituximab in
patients with diffuse large-cell B-cell ymphoma

Vitamin-D is of utter importance to the innate as well as the acquired immune system. Recent studies
show that an adequate vitamin-D supply may have a positive effect on various diseases, such as diffuse
large B-cell lymphoma. Covering almost 80% of the aggressive Non-Hodgkin lymphomas the diffuse
large-cell B-cell lymphoma is the most frequent neoplasia of the lymphatic system. Therapy includes
an intensive chemotherapy (CHOP) with the monoclonal CD20 antibody Rituximab. The chimeric
antibody rituximab binds to CD20 positive b-cells. Immune effector cells are activated and lead to an
elimination of the CD20-positive target cell via various pathways, for example via the antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity. Especially natural killer cells are the main effector cells. After
the activation of the natural killer cell, the propeptide cathelicidin, which is stored next granzyme and

perforins, is released and has cytotoxic activity.

We hypothesized that the amount of cathelicidin released is correlated to the amount rituximab
mediated cytotoxicity. We measured cathelicidin in 60 serum samples collected serially during
immunochemotherapy from lymphoma patients. Vitamin-D was measured as well, as it was shown to

influence Rituximab induced cytotoxicity.

It had to be shown that (I) cathelicidin increases during therapy and (I1) this increase may be higher in

vitamin D replete patients and (lll) this may lead to better prognosis.

However, neither a uniform cathelicidin concentration development nor a uniformly positive
concentration development could be arrived in this study. In this analysis, we could not show that
cathelicidin is a marker of rituximab induced cytoxicity during immunochemotherapy for patients with
diffuse large-cell B-cell lymphoma. However, the levels of cathelicidin in the standard therapy group
were significantly higher than in the intensified therapy group. This did not lead to a better prognosis

for these patients.



Einleitung

1.1 Vitamin-D

1.1.1 Die Doppelrolle des Vitamin-D
Vitamin-D gehort zusammen mit den Vitaminen A, E und K zur Gruppe der fettloslichen Vitamine.

Aufgrund seines Ursprungs aus Cholesterol, seiner Synthesemaglichkeit durch UV-Strahlung und seiner
Funktion im menschlichen Kérper nimmt das Vitamin-D eine Sonderstellung zwischen Vitaminen und
Steroidhormonen ein.

Calcitriol (1,25-Dihydroxy-Vitamin-D3, 1a-25(0OH)2Vitamin-D3) als physiologisch aktive Form des
Vitamin-D3 spielt eine bestimmende Rolle in der Regulierung des Kalzium- und
Phosphatkonzentrationsspiegels und des Knochenstoffwechsels 1.

Ein Zusammenhang zwischen Vitamin-D-Mangel und Rachitis bei Kindern sowie Osteomalazie bei

23 Neben der Osteomalazie kommt es zusatzlich zu

Erwachsenen ist zweifelsfrei belegt
Muskelschwache, welche zu Stiirzen fiihren und Knochenbriiche beglinstigen kann. In verschiedenen
Studien konnte ein Zusammenhang zwischen reduzierten Vitamin-D-Konzentrationen und einem
erhdhten Risiko fiir osteoporotische Knochenbriiche (Oberschenkelhalsfrakturen) belegt werden *°.
Zusatzlich wird ein Zusammenhang zwischen Vitamin-D und der Entstehung von chronischen
Erkrankungen, Krebserkrankungen, Autoimmunerkrankungen, Infektionserkrankungen, endokrinen
oder kardiovaskuldren Erkrankungen angenommen >/,

Dusoo et al. beschrieben, dass die Vitamin-D-Konzentration auch einen Einfluss auf Zellreifung,
Zelldifferenzierung sowie auf Modulation des Immunsystems hat. Die aktive Form von Vitamin-D

IM

,Calcitriol” kann intrazellular an Vitamin-D-Rezeptoren binden, zum Zellkern gelangen und die
Transkription von sogenannten Vitamin-D-responsiven Genen regulieren ®.

Die Deutsche Gesellschaft flir Erndhrung (DGE) empfiehlt offiziell eine Vitamin-D-Serumkonzentration
> 30ng/ml fir Erwachsene. Kann diese Konzentration nicht durch endogene Synthese mittels
Sonnenlichtexposition oder (ber normale Ernahrung zugefiihrt werden, wird zur Pravention zu
geringer Vitamin-D-Konzentrationen im Korper eine tagliche Supplementation von 800 IE (IE:
internationale Einheit; 1 IE = 0,025ug) flir Erwachsene empfohlen. Holick et al. empfehlen im Alter
zwischen 19 und 50 Jahren eine Supplementation von mindestens 600 IE/Tag. Im Alter zwischen 50

und 70 Jahren wird sogar eine Zufuhr von mindestens 600 - 800 IE taglich fiir eine optimale

Muskelfunktion und Knochengesundheit empfohlen &.

1.1.2 Die korpereigene Synthese von Vitamin-D
Die Haut hat eine enorme Kapazitit zur Produktion von Vitamin-D. Uber 90% des Vitamin-D-Bedarfs

wird Uiber Sonnenlichtexposition durch ultraviolette Photosynthese bei Wellenldange zwischen 290 und

315 nm Uber mehrere Zwischenschritte endogen im Kérper aus Cholesterol produziert 3. Uber die



Nahrung wie z.B. Uber fettreiche Fischsorten wie Lachs, Makrelen oder Sardinen oder Uber
Nahrungsergdnzungsmittel wird nur ein geringer Anteil der Vitamin-D-Menge zu sich genommen %°.
Die Ausgangssubstanz der endogenen Vitamin-D-Synthese ist das in der Leber synthetisierte
Cholesterol. In der Leber wird Cholesterol zu 7-Dehydrocholesterol umgewandelt und mittels Vitamin-
D-bindenden Proteinen (DBP) in die Haut transportiert. Durch Sonnenlichtexposition und Einfluss der
UV-B Strahlung wird 7-Dehydrocholesterol fotochemisch in ein Pravitamin-D3 umgewandelt. Aufgrund
der thermodynamischen Instabilitdt des Pravitamins kommt es zu einer Isomerisierung und zur
Entstehung des Vitamin-D3, welches liber DBP zurlick zur Leber transportiert wird. In der Leber trifft
das endogen synthetisierte Vitamin-D und das lber die Nahrung aufgenommene Cholecalciferol
(Vitamin-D3 aus vor allem tierischen Produkten) und Ergocalciferol (Vitamin-D2 vor allem aus
pflanzlichen Produkten) zusammen. Durch die 25-Hydroxylase werden die in der Leber gesammelten
Vitamin-D-Produkte zu 25-Hydroxycholecalciferol weiterverarbeitet °. Da die Konzentration von 25-
Hydroxycholecalciferol hoher ist als das im nachsten Schritt produzierte 1,25 Dihydroxycholecalciferol,
es eine Halbwertszeit von knapp drei Wochen hat und zusatzlich noch unabhangig der Nierenfunktion
produziert wird, eignet sich 25-Hydroxycholecalciferol zur Bestimmung des Vitamin-D-Haushaltes im
Korper 1.

Das in der Leber entstandene 25-Hydroxycholecalciferol wird (iber DBP weiter zur Niere transportiert
und dort in den proximalen Tubuluszellen, aber auch in anderen Bereichen der Niere, wie in der Pars
convoluta des distalen Tubulus, im Sammelrohr oder in der Henle-Schleife, durch die 25-
Hydroxyvitamin-D-1-a-Hydroxylase (1a OHase) in die biologisch aktive Form, 1,25 Dihydroxy-Vitamin-
D3 (1a,25(0H)2Vitamin D3, Calcitriol), katalysiert 2.

Verschiedene Faktoren wie z.B. die Phosphat- oder die Kalziumkonzentration im Serum oder die
Menge an Fibroblasten Wachstumsfaktor 23 (fibroblast growth factor 23, FGF23), haben einen Einfluss
auf die renale Produktion von 1,25 Hydroxyvitamin-D3. Hohe Konzentrationen von Kalzium oder
Phosphat hemmen die Aktivitat der 1a OHase, niedrige Konzentrationen steigern die Aktivitat der 1a
OHase. Hohe Konzentrationen des Parathormons stimulieren die Produktion der 1la OHase und
erhéhen die 1,25 Hydroxyvitamin-D3 Konzentration. Kalzium (bt weiterhin einen negativ-
regulierenden Effekt auf das Parathormon aus.

Fir den Abbau der aktiven Vitamin-D-Metaboliten in Calcitriolsdure ist die 24-Hydroxylase (CYP24,
240Hase) verantwortlich. Die Stimulation und die Aktivitat der 24-Hydroxylase werden entsprechend
der Faktoren der 1a OHase reziprok reguliert und verhindern zu hohe Konzentrationen an Vitamin-D.
Calcitriol selber hemmt die 1a OHase und aktiviert die 24-Hydroxylase (negativer Feedback-
Mechanismus) °.

Im Dinndarm bindet Calcitriol an zelluldre Vitamin-D-Rezeptoren (VDR) und interagiert mit dem

Retinsdure-X-Rezeptor (RXR). Der entstandene heterodimere VDR-RXR Komplex interagiert mit



Vitamin-D-responsiven Elementen (VDRE) an verschiedenen Genpromotoren. Induktion oder
Hemmung von Zielgenen, den so genannten Vitamin-D-responsiven Genen, wird so induziert 1. Im
menschlichen Genom sind zwischen 200 2 und 900 ! sogenannter Vitamin-D-responsiver Gene
vorhanden. Uber solche Gene hat die 1,25 Hydroxyvitamin-D3-Konzentration Einfluss zum Beispiel auf
den Einbau epithelialer Kalziumkanale und kann dariiber die intestinale Kalziumabsorption regulieren
9.

Zumeist indirekt Uber das Parathormon beeinflussen Ostrogene, Glukokortikoide, Calcitonin,
Somatotropin oder Prolaktin die 1,25 Hydroxyvitamin-D3 Bildung. Glukokortikoide bewirken zum
Beispiel eine verminderte Produktion von 1,25 Hydroxyvitamin-D3. Eine verminderte
Knochenmineralisation ist vor allem bei Patienten mit langandauernder Kortisontherapie, welche die
1a OHase hemmt oder bei postmenopausalen Frauen mit einer verminderten Ostrogenproduktion
(Ostrogene stimulieren die 1o OHase) bekannt. Eine langfristige systemische Glukokortikoidtherapie
sollte daher in Kombination mit einer Vitamin-D-Therapie — Vitamin-D in aktiver Form als Alfacalcidiol
- verabreicht werden 4.

Uber 1,25(OH)-D2-Rezeptoren an Osteoblasten hat Vitamin-D einen Einfluss auf die
Knochenmineralisation. Bei chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen kann es zu einer
Malabsorption von Vitamin-D-Produkten und dadurch zu einer verminderten Vitamin-D-Synthese
kommen. Nieren- oder Lebererkrankungen oder ein primarer sowie sekundarer

Hyperparathyroidismus kénnen ebenfalls zu einer reduzierten Vitamin-D-Synthese fiihren 79>,
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1.1.3 Vitamin-D-Insuffizienz
Rosen und Holick et al. definieren fiir eine optimale Zellfunktion einen Vitamin-D-Spiegel >30 ng/ml.

Eine Vitamin-D-Insuffizienz liegt bei Vitamin-D-Spiegeln zwischen 10 — 29 ng/ml, ein Mangel bei
Werten unter 10 ng/ml vor %> Diese Definition wird, wenn nicht anders benannt oder
gekennzeichnet, in dieser Arbeit verwendet.

Weltweit wird derzeit eine unzureichende Vitamin-D-Konzentration, zusammengefasst aus Vitamin-D-
Insuffizienz und Mangel, bei circa einer Milliarde Menschen geschatzt und gilt heute als pandemisches
Problem >°.

Hauptursachen fiir eine reduzierte Vitamin-D-Konzentration im Serum sind eine verminderte
Sonnenlichtexposition des Korpers, ein vermehrter Einsatz von Sonnenschutzcremes sowie eine
gesteigerte Melaninpigmentation der Haut 1728,

Auch Umwelteinfllisse, wie kurze Tage mit nur wenig Sonnenlicht oder das Vorhandensein von Smog,
welcher eine Penetration der Sonnenstrahlung verhindert, sind nicht zu unterschatzende Faktoren, die

519 \Weitere Ursachen fiir einen

eine verminderte Vitamin-D-Serumkonzentration bedingen kénnen
verminderten Vitamin-D-Haushalt sind eine Reduktion der 7-Dehydrocholesterolmenge in den
Hautschichten mit steigendem Alter, eine Hyperkeratose, eine verminderte Vitamin-D-Verfligbarkeit
durch Malabsorbtion, verschiedene Nierenerkrankungen, welche die Umwandlung in 1,25
Hydroxyvitamin-D3 reduzieren oder Medikamente, die einen vermehrten Katabolismus von Vitamin-
D bedingen 92021,

Auch die Jahreszeit und die geographische Breite haben einen Einfluss auf die Qualitat und die
Quantitat der UV-Strahlung und dadurch einen Einfluss auf die Menge der Vitamin-D-Synthese. In einer
Studie wurde gezeigt, dass aufgrund der starken Absorption der Sonnenstrahlen im Winter zwischen
den Monaten Oktober bis Marz in Boston, USA (42°N), sowie in Edmonton, Kanada (52°N), fast keine
Vitamin-D-Produktion in der Haut stattfand *°.

Eine Studie des Robert Koch-Instituts ergab, dass bei knapp 60% der Bevdlkerung in Deutschland im
Alter zwischen 3 und 79 Jahren Vitamin-D-Konzentrationen unter 20 ng/ml nachzuweisen sind und ein
GroRteil der Bevélkerung damit unzureichend mit Vitamin-D versorgt ist (Robert-Koch-Institut) 22. Vor
allem altere Menschen, in Versorgungseinrichtungen lebende Personen, langer hospitalisierte
Patienten oder wenig Aktive weisen aufgrund einer geringeren Sonnenlichtexposition haufig einen
reduzierten Vitamin-D-Haushalt auf. In einer Studie mit 1.578 Probanden (72% Frauen; Durschnittalter
82 Jahre), welche in einer Wohneinrichtung zur Betreuung und Pflege in Trier lebten, wurden bei 89%
der Personen Vitamin-D-Werte unter 20 ng/ml und bei 67% sogar Werte im Bereich eines Vitamin-D-
Mangels nachgewiesen. Nur 4% zeigten addquate Vitamin-D-Konzentrationen von > 30 ng/ml 23,

Um einen Mangel an Vitamin-D zu vermeiden, sollte taglich abhangig vom Pigmentierungsgrad der

Haut die Kérperoberflache mit Sonnenlicht sensibel exponiert werden. In einer Studie zum Einfluss des

Sonnenlichtes auf die Vitamin-D-Produktion wurden zwei Personengruppen untersucht. In der ersten
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Gruppe wurde vor und nach einem Sonnenbankbesuch (1 MED UVB Strahlung; MED= minimale
Erythem Dosis, definiert als die effektive UV-Dosis, die zu einer wahrnehmbareren Hautrétung von
zuvor unbelichteter Haut fiihrt 2%) die Vitamin-D-Konzentration im Blut gemessen. Eine zweite
Personengruppe nahm eine tagliche Dosis Vitamin-D oral ein. Es konnte gezeigt werden, dass durch 1
MED UV-B Strahlung gleiche Konzentrationen von Vitamin-D wie nach oraler Einnahme von 250 — 500
pg (10.000 — 20.000 IE) Vitamin-D erreicht werden konnten. Die Deutsche Gesellschaft fiir Erndahrung
legte als Richtlinie flir Vitamin-D eine Supplementierung mit 800 IE pro Tag flir Erwachsene fest. 1 MED
ist somit dquivalent mit einer 10 bis 25-fachen Supplementationsempfehlung von Vitamin-D pro Tag ®.
Langfristig reduzierte Vitamin-D-Konzentrationen koénnten auch in Zusammenhang mit erhohter
Krebsinzidenz stehen 2. Um den Einfluss von Vitamin-D bei dlteren Patienten mit einem aggressiven
diffus groRzelliges B-Zell Lymphom (DLBCL) zu untersuchen, wurde in einer Studie aus 359
Patientenseren (RICOVER-60 Studie) die Vitamin-D-Konzentration gemessen. 54% der Patienten
zeigten Vitamin-D-Konzentrationen von <10 ng/ml, 46% zeigten Vitamin-D-Konzentrationen von 10-30
ng/ml und nur eine Patientin zeigte ein Vitamin-D-Spiegel von >30 ng/ml. Eine retrospektive
Auswertung zeigte, dass Patienten mit Vitamin-D-Konzentrationen = 8 ng/ml eine bessere Prognose
hatten. Das ereignisfreie Uberleben lag bei 79% vs. 59% und die 3-Jahres-Uberlebensrate betrug 82%
vs. 70%.

Diese Studie weist darauf hin, dass die Vitamin-D-Konzentration einen Einfluss auf die Prognose alterer
Patienten mit DLBCL hat. Dies kdnnte durch eine reduzierte Wirkung des Antikorpers Rituximab
bedingt sein. Ob sich die Wirkung von Rituximab durch Vitamin-D steigern ldsst, muss jedoch noch in

prospektiven Studien untersucht werden 2°,



1.2 Non-Hodgkin-Lymphom

Lymphome entstehen durch maligne Transformation aus einer einzelnen klonal expandierenden Zelle
des lymphatischen Systems. Aus historischen Griinden bezeichnet man alle Lymphome, die kein
Hodgkin-Lymphom sind, als NHL., diese lassen sich in verschiedene Subtypen mit unterschiedlichen
molekularbiologischen, pathohistologischen und klinischen Eigenschaften unterteilen 26730,

NHL werden in die hadufigeren B- und selteneren T-Zell Lymphome eingeteilt. Selten entstehen
Lymphome aus natirlichen Killerzellen. Zusatzlich wird die Reife der Zelle unterschieden. Die
Lymphomzelle kann aus unreifen Vorstufen oder aus reifen Lymphozyten oder NK entstammen
("Precursor-Lymphom" (englisch: precursor = "Vorlaufer") oder reifzellige Lymphome). Zusatzlich
werden NHL in langsam proliferierende oder indolente (niedrigmaligne), in schnell proliferierende
oder aggressive (hochmaligne) NHL unterteilt.

Weltweit gehoren die Lymphome zu den zehn haufigsten malignen Erkrankungen. In Deutschland
erkrankten 2012 insgesamt 16.150 Manner und Frauen an einem NHL. Damit steht das NHL bei
Mannern an neunter und bei Frauen an siebter Stelle der Krebsneuerkrankungen?31,

Ein NHL kann jede Altersgruppe betreffen. Das durchschnittliche Erkrankungsalter in Deutschland liegt
bei Mannern bei 72 Jahren, bei Frauen im Alter von 74 Jahren. Eher selten sind Erkrankungen vor dem
45. Lebensjahr %231, Jedoch kénnen auch Kinder an einem NHL erkranken. Nach Angaben des
Deutschen Kinderkrebsregisters in Mainz erkrankten in Deutschland 2014 insgesamt 135 Kinder und
Jugendliche unter 18 Jahren (davon 95 Kinder unter 15 Jahren) an einem NHL.

Mit ca. 30 % aller NHL in den westlichen Landern ist das diffus groRzellige B-Zell-Lymphom (DLBCL) das

33, Vor allem durch

haufigste NHL 32 Es macht knapp 80% aller aggressiven Lymphome aus
Lymphadenopathie und B-Symptome wird die Erkrankung auffallig. Ohne Therapie verlauft die
Erkrankung rasch tddlich. Durch intensive Immunochemotherapie besteht in der Regel jedoch auch im
fortgeschrittenen Stadium ein kuratives Therapieziel . Die Erstlinientherapie des DLBCL besteht aus
einer Immunochemotherapie nach dem R-CHOP Schema. Dieses umfasst eine zytostatische Therapie
mit Cyclophosphamid (C), Doxorubicin (H), Vincristin (O) und Prednisolon (P) sowie eine Kombination
mit Rituximab (R), einem monoklonalen Antikdrper gegen CD20-Antigene gerichtet. Die derzeitige
Heilungsrate bei DLBCL liegt bei 60-70% **.

Zur Prognoseeinschatzung von Patienten mit einem aggressiven NHL vor Therapiebeginn wurde der
Internationale Prognostische Index (IPl), ein Bewertungssystem auf der Basis klinischer Merkmale,
eingefiihrt. Der Index wird aus fiinf Merkmalen, bei Zutreffen mit je einem Punkt, errechnet: Alter tber
60 Jahre, schlechter Allgemeinzustand (Grad 2-4 nach der ECOG-Einteilung (ECOG: Eastern
Cooperative Oncology Group)), erhohte Lactatdehydrogenase (LDH) im Serum, fortgeschrittenes

Krankheitsstadium (lll und IV entsprechend der Ann-Arbor-Klassifikation) und mehr als ein

extralymphatischer Befall. Patienten mit bis zu einem Punkt besitzen ein niedriges, Patienten mit 2 ein



intermediar-niedriges, Patienten mit 3 ein intermediar-hohes und Patienten mit 4 oder 5 Punkten ein

| 3638 Neben dem IPl existiert heute fiir Patienten unter 60 Jahren ein

hohes Risikoprofi
altersadaptierter Internationaler Prognostischer Index (aalPl). Dieser Index wird insgesamt nur aus drei
der flnf IPI Merkmalen errechnet. Addiert werden die Punkte aus dem Stadium der Erkrankung nach
der Ann-Arbor Klassifikation, aus der Hohe des LDH-Wertes und aus dem Allgemeinzustand des

Patienten (ECOG-Einteilung).

Internationaler Prognostischer Index (IP1):

o Alter > 60 Jahre

. schlechter Allgemeinzustand (ECOG = 2)

. hohe LDH (> oberer Normalwert)

o Krankheitsstadium Il und IV nach Ann-Arbor Klassifikation
o 1 extranodaler Befall

Folgende Risikogruppen werden unterschieden:

. niedriges Risiko: 0 oder 1 Risikofaktor

. niedrig-intermediares Risiko: 2 Risikofaktoren
o hoch-intermedidres Risiko: 3 Risikofaktoren

o hohes Risiko: 4 oder 5 Risikofaktoren

Ann-Arbor-Klassifikation

TABELLE 1 ANN-ARBOR KLASSIFIKATION 34

Stadium Definition

I Nodaler Befall in einer einzigen Lymphknotenregion

le Vorliegen eines einzigen extralymphatischen Lynphknotenherdes

Il Befall mehrerer Lymphknotenregionen auf einer Seite des Zwerchfells

lle Vorliegen eines einzigen extralymphatischen Lymphknotenherdes und

Befall einer oder mehrerer Lymphknotenregionen auf einer Seite des Zwerchfells

11 Befall von Lymphknotenregionen auf beiden Seiten des Zwerchfells

llle Vorliegen eines einzigen extralymphatischen Lymphknotenherdes und

Befall einer oder mehrerer Lymphknotenregionen auf beiden Seiten des Zwerchfells

v Diffuser Befall eines oder mehrerer extralymphatischer Organe

Suffix S Befall der Milz

Zusatz A Keiner der und B angegebenen Allgemeinsymptomen
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Zusatz B Eines oder mehrere der Allgemeinsymptome
e Fieber>38°C
e Nachtschweil}

e Gewichtsverlust >10% des Korpergewichtes innerhalb von 6 Monaten

Erworbene oder angeborene Immunschwachen (HIV, Medikamente) zdhlen zu den gesicherten
Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Lymphoms. Eine Reaktivierung des Eppstein-Barr-Virus kann
durch Veranderungen der B-Zell Proliferation und Transformation ebenfalls zu einer
Lymphomentstehung fiihren394°, Die Liste der wahrscheinlichen oder méglichen Risikofaktoren ist lang
und sie wird kontinuierlich erweitert. Besonders berufliche Expositionen mit Schwermetallen oder

Chemikalien, wie Herbiziden, werden derzeit untersucht.

1.3 Die Immuntherapie

1.3.1 Immuntherapie mit dem monoklonalen Antikdrper Rituximab
Der friiheste Nachweis von Antikdrpern gelang Emil Behring und Shibasabura Kitasato 1890. Die

Publikation ,Uber das Zustandekommen der Diphtherieimmunitit und der Tetanusimmunitit bei
Thieren” gilt bis heute als Grundlage der Serumtherapie und Beginn der passiven Immunisierung 4>,
Die Immunologen Georges Kéhler und Cesar Milstein entwickelten 1975 ein Verfahren zur Herstellung

4142 Dje Hybridom-Technik ermdglichte eine unbegrenzte Anzahl von

monoklonaler Antikérper
identischen Antikorpern, die sich gegen ein einzelnes Epitop mit hoher Spezifitdt richten, zu
produzieren.

Monoklonale Antikorper, die der IgG Gruppe entstammen, bestehen aus jeweils zwei identischen
leichten und zwei identischen schweren Proteinketten. Durch nichtkovalente Bindung sowie durch
Disulfidbriicken der Proteinketten erhalt der Antikdrper eine Y-férmige Struktur mit insgesamt 3
unabhangigen Bindungsmoglichkeiten: zwei Fab (engl. fragment, antigen binding) und einer Fc (engl.
fragment, cristallisable) Region. An den beiden kurzen Stellen des Y-férmigen Immunglobulins
befinden sich die Antigenbindungsstellen. An diesen Enden kénnen spezifische Antigene oder Haptene
gebunden werden. Das lange Ende des Immunglobulins wird als Fc Fragment bezeichnet und kann an
Komplementproteine oder zelluldre Fcy- Effektor-Rezeptoren binden**#4,

Mit Hilfe von monoklonalen Antikorpern konnte Lee Nadler als erster spezifische B-Zell
Antigenstrukturen wie CD 19, 20, 21 oder 22 nachweisen®“®. Vor allem die Entdeckung des
Oberflachenantigens CD20 und die Erkenntnis, dass das CD20 Oberflachenprotein nicht nur auf der
Zelloberflache von gesunden B-Zellen, sondern auch auf maligne entarteten Zellen der B-Zell Reihe
exprimiert wird, trug entscheidend zur Verbesserung der Lymphomtherapie bei 473,

CD20 ist ein membranstandiges nicht-glykosyliertes Phosphoprotein mit einem Gewicht von 33-37 Kilo

Dalton. Es besitzt 4 transmembrane Dominen und ein intrazellulidres Amino- und Carboxylende %>,
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An die kleine extrazellulare Schleife des CD20 Oberflachenproteins kann Rituximab (144 Kilo Dalton,
1328 Aminosduren), ein biotechnologisch hergestellter chimarer monoklonaler CD20 Antikorper,
binden. Rituximab ist ein IgG1 Kappa-Immunglobulin aus 4 variablen Mausdomadnen und einer
konstanten humanen Domine. Damit gehért Rituximab zu den chimiren Antikdrpern®®. Die Zulassung
als erster therapeutischer monoklonaler Antikérper in der Krebsimmuntherapie gegen NHL 1998 in
Deutschland veridnderte vor allem die Therapie der B-Zell Lymphome*/,

Vose et al. konnten 2001 in einer der ersten Studien eine positive Wirkung von Rituximab auf die
Therapie beim DLBCL nachweisen. In einer weiteren randomisierten Studie konnten Coiffier et al. einen
Zusatznutzen von Rituximab in Kombination mit einer Zytostatikatherapie bei dlteren Patienten
zwischen 60 — 80 Jahren mit DLBCL bestdtigen. In dieser Studie wurden die Patienten mit
neudiagnostizierten unbehandelten DLBCL in zwei Studienarme randomisiert. Ein Arm erhielt 8-Zyklen
CHOP-Chemotherapie alle 21 Tage (CHOP-21), der andere Studienarm erhielt eine CHOP-Therapie mit
Rituximab alle 21 Tage (R-CHOP-21). Es zeigte sich nicht nur eine Steigerung der kompletten
Remissionsrate durch Rituximab (76% vs. 63%, p= 0,005), sondern auch ein signifikant besseres
ereignisfreies Uberleben (57% vs. 38%, p< 0,001) und ein signifikant gesteigertes Gesamtiiberleben
(70% vs. 57%, p=0,007) nach 2 Jahren Beobachtungszeit %79  Das Risiko eines Therapieversagens
war durch die Erweiterung der CHOP-Therapie mit Rituximab signifikant verringert worden (Risiko-
Ratio, 0,58 [95 % Konfidenzintervall, 0,44 - 0,77]. Nebenwirkungen waren durch die Addition des
monoklonalen Antikorpers zur CHOP-Therapie nicht signifikant erhoht.

Pfreundschuh et al. konnten in einer groBen prospektiv randomisierten Studie (RICOVER-60) ebenso
verbesserte Therapieergebnisse durch eine Kombinationstherapie mit Rituximab erreichen. In dieser
Studie wurden die Studienarme der CHOP und der R-CHOP Therapie nochmals in je eine Gruppe mit 6
und 8 Therapiezyklen unterteilt. Die Studie ergab eine bevorzugte Therapieempfehlung fir altere
Patienten (Alter: 61 — 80) fiir 6 Zyklen CHOP-14 und 8 Zyklen Rituximabtherapie. Es zeigte sich eine
signifikante Verbesserung flir das ereignisfreie, das progressionsfreie als auch fir das
Gesamtliberleben fiir dltere Patienten mit einem neudiagnostiziertem unbehandelten aggressiven B-
Zell-Lymphom®2,

In der MInT-Studie (MabThera International Trial Gruppe) wurden dhnliche Ergebnisse mit insgesamt
823 Patienten im Alter zwischen 18 - 60 Jahren mit einem low-risk DLBCL nach 6 Zyklen CHOP bzw. R-
CHOP Therapie ermittelt. Nach einer Beobachtungszeit von durchschnittlich 34 Monaten zeigten
Patientin mit zusatzlicher Rituximabtherapie ein signifikant verbessertes 3-Jahres-ereignisfreies
Uberleben im Vergleich zur Therapiegruppe mit alleiniger Chemotherapie ohne Rituximab (79 % [95 %
Cl 75 - 83] vs. 59 % [54 - 64]). Zusatzlich zeigte die R-CHOP-Therapiegruppe ein erhéhtes 3-Jahres-
Gesamtiiberleben (93 % [90 - 95] vs. 84 % [80 - 88]). Das ereignisfreie Uberleben wurde vor allem durch

das Stadium der Erkrankung (aalPl-Index) als auch durch das Vorliegen von einer Bulk-Beteiligung zu
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Gunsten der Subgruppe mit aalPl von 0 und keiner Bulk-Beteiligung (bei einem Bulk handelt es sich um

einen Lymphomherd mit groRer Ausdehnung) beeinflusst *2.

Habermann et al. Randomisierten 632 dltere DLBCL Patienten (> 60 Jahre) in eine R-CHOP und in eine

CHOP Studiengruppe. Zusatzlich wurden die Gruppen in einen Studienarm mit und ohne Rituximab

Erhaltungstherapie nach Immunochemotherapie unterteilt. Eine Zusatzliche Erhaltungstherapie nach

vorausgegangener R-CHOP Therapie zeigte keinen zusitzlichen Effekt °°. Die Kombinationstherapie

nach R-CHOP Schema ohne Erhaltungstherapie gilt heute als Standardtherapie fiir DLBCL *°.

TABELLE 2 STUDIEN ZUM THERAPIEVERGLEICH VON R-CHOP vs. CHOP BEI BISHER UNBEHANDELTEN

PATIENTEN MIT DLBCL ZEIGEN VERBESSERTE THERAPIEERGEBNISSE NACH EINER KOMBINATIONSTHERAPIE MIT

RITUXIMAB
Studie von Jahr Patienten Therapie-Regime | 3-Jahres Overall  Survival
Follow Up ((0S)
Ereignisfreies-
Uberleben
Coiffier 2002 | DLBCL R-CHOP-21 57% 70%
(Coiffier et al., 60-80 Jahre CHOP 38% 57%
2002) N=399
Pfreundschuh | 2006 | Low risk DLBCL R-CHOP ahnliche | 79% 93%
(Pfreundschuh 18-60 Jahre Chemotherapie
et al., 2006) N= 824
CHOP  &dhnliche | 59% 84%
Chemotherapie
Pfreundschuh | 2008 | DLBCL R-CHOP-14
(Pfreundschuh 61-80 Jahre 6 Zyklen 78 % 78 %
et al., 2008) N: 1222 8 Zyklen 73 % 73 %
Ricover60
CHOP-14
6 Zyklen 68 % 67 %
8 Zyklen 66 % 66 %

Jahr: Jahr der Veréffentlichung; eine mdgliche Ursache fiir die kleineren Werte der Follow-Up Ergebnisse der Habermann-

Studie kénnten niedrigere Dosisgaben von Rituximab sein ¢, Overall Survival: Gesamtiiberleben nach 5 Jahren.
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1.3.2 Wirkmechanismus von Rituximab
Die Wirkung der Rituximab Therapie wird vor allem durch eine antikérperabhangige zellvermittelte

Zytotoxizitat (ADCC = antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) induziert. Weitere Effektorwege
sind die komplementabhangige Zytolyse (CDC = complement-dependent cytotoxicity) und die direkte
zelluldre Zytotoxizitat Giber die CD20 Zellsignalleitung %2, Die Effektormechanismen werden in den

nachsten Abschnitten der Arbeit genauer beschrieben.

Antikdrper-

abhiingige
zellvermittelte
Zytotoxizitiit

Rituximab (ADCC)

Komplementab-
hiingige Zytolyse

Lymphomzelle (CDC)

Direkte
Zellzytoxizitiit

ABBILDUNG 2 VERSCHIEDENE HAUPTEFFEKTORWEGE VON RITUXIMAB. ANGELEHNT AN DEUTSCHE LEUKAMIE- &
LYMPHOMHILFE, 2016

1.3.3 Die antikorperabhdngige Zytotoxizitat
Die ADCC ist ein immunologischer Mechanismus Uiber den eine Antikérper-gebundene Zielzelle durch

Effektorzellen des Immunsystems eliminiert wird. Der Abwehrmechanismus setzt sich insgesamt aus
drei Komponenten zusammen: aus einer Zielzelle, aus einer Effektorzelle, welche im Verlauf des
Abwehrmechanismus die Zielzelle eliminiert und aus einer dritten Komponente, dem Antikorper,

welcher den Lyse-/Apoptosemechanismus induziert.

An der ADCC sind als Effektorzellen Granulozyten, Monozyten und Makrophagen beteiligt. Der
Haupteffekt des Mechanismus wird von NK-Zellen bewidltigt ®. Ca. 5-15% der zirkulierenden
Lymphozyten sind NK-Zellen. Eine Besonderheit der NK-Zelle ist, dass sie im Gegensatz zu anderen
Zellen kontinuierlich Perforine und Granzyme produziert, diese intrazellular in Vesikeln speichert und
so bei Aktivierung jederzeit eine Immunantwort auslésen kann . NK-Zellen kénnen eine Zielzelle auf
zwei Wegen erkennen. Bindet eine NK-Zelle an ein MHC | Oberflachenmolekiil auf einer Zielzelle wird

ein inhibitorisches Signal in die NK-Zelle geleitet und die NK-Zelle bleibt inaktiv. Fehlt dieses Protein
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oder ist es nur fehlerhaft ausgebildet (z.B. auf Tumorzellen), erkennt eine NK-Zelle, dass das
inhibitorische Signal fehlt und die NK-Zelle wird aktiviert (sog. ,missing-self“-Hypothese) ®°. Ein zweiter
Effektorweg von NK-Zellen wird tiber Fcy-Rezeptoren vermittelt. Uber diese Rezeptoren erkennen NK-
Zellen solche Zellen, an die ein IgG Molekiil, zum Beispiel Rituximab, gebunden hat. Insgesamt werden
dreiverschiedene Fcy Rezeptoren auf Effektorzellen mit unterschiedlicher Affinitat zum IgG Antikérper
unterschieden: FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) sowie FeyRIII (CD16) ®6. NK-Zellen besitzen vor allem FcyRlll
Rezeptoren auf ihrer Oberflache. Uber diese Rezeptoren werden verschiedene Signale in die NK-Zelle

transduziert.

Membranstiandige Rezeptoren kdnnen unterschiedliche sowohl aktivierende (CD16, CD64; ITAM:
immunoreceptor tyrosinbased activation motif) als auch inhibierende (CD32; ITIM: immunorecepptor
tyrosinbased inhibitory motif) intrazellulare Signale induzieren und so einen Einfluss auf Effektor- und

Zielzellen nehmen®3’

. Wird das Gleichgewicht der Signale verschoben und kommen mehr
aktivierende als inhibierende Signale in der Zelle an, wird die NK-Zelle aktiviert. Die Zelle schiittet
Perforine aus, welche Locher in die Plasmamembran der Zielzellen ,bohren”. Weiter kommt es zur
Ausschittung von Granzymen, zu einer Stimulierung von Tumornekrosefaktor-Rezeptoren (TNF Death
Rezeptor) sowie zu einer vermehrten Produktion von Interferon-y (IFNy). Ein programmierter Zelltod -
die Apoptose - wird eingeleitet. Zusatzlich werden durch IFNy weitere Immunzellen wie Makrophagen

oder zytotoxische T-Zellen angelockt 8. Die ADCC nutzt damit Zellen sowohl aus dem angeborenen als

auch aus dem adaptiven Immunsystem und stellt eine Verbindung beider Systeme her®®°,

Der ,aktivierende” FcyRllla (CD16) Rezeptor wird vor allem auf NK-Zellen exprimiert. Ein Dimorphismus
des Rezeptors an Position 158 mit der Aminosaure Valin (V158) oder Phenylalanin (F158) ist bekannt
und beeinflusst die Quantitat und die Qualitdat der ADCC. Der Rezeptor mit Valin hat eine hohere
Affinitdt zum 1gG1 Antikérper ®. Es wird vermutet, dass der Rezeptor V158 aufgrund seiner héheren
Affinitit eine stirkere ADCC induziert ’°. In einer kleinen Gruppe von Patienten mit follikulirem
Lymphom (malignes Lymphom aus der Gruppe der NHL) konnte gezeigt werden, dass die Ansprechrate
und die komplette Remission nach einer Rituximab Therapie bei 10 von 49 Patienten mit einem
homozygoten V158 Rezeptor hoher als bei Patienten mit einem homo- oder heterozygoten
Phenylalanin P158 Rezeptor war 7°. Eine Ursache fiir die geringere Ansprechrate und Wirkung der

Rituximabtherapie wird im Rezeptorpolymorphismus fiir die ADCC durch Rituximab vermutet 2,

Ein weiterer Aspekt von NK-Zellen in der Induktion der ADCC ist, dass sie im Gegensatz zu anderen
Zellen keinen inhibitorischen FcyRIIB Rezeptor exprimieren. Demzufolge tGberwiegt nach Bindung von
Antikorpern an Rezeptoren das ,aktivierende” Signal und die NK-Zelle kann effektiv aktiviert werden.

Ravetch et al. zeigten, dass bei Knockout-Mausen mit fehlenden inhibitorischen FcyRIIB Rezeptoren
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auf anderen Effektorzellen des Immunsystems, dass durch das Knockout des Rezeptors eine starkere

ADCC zu messen war °°,

Bei Knockout-Mausen ohne oder mit verdnderten Fcy Rezeptoren (FcyRI und FcyRIIl), welche eine
Uberwiegend aktivierende Wirkung auf Effektorzellen haben, wurde mit einer Rituximab-
Immunotherapie weder das Tumorwachstum effektiv unterbunden noch die Zelle in den Zellarrest
geflhrt. Auch ein veranderter Antikorper mit gehemmter Fc-Bindungsmoglichkeit an Effektorzellen
zeigte eine ahnlich reduzierte Wirkung der Immunotherapie und eine verminderte Effektivitat der
ADCC ©°. Eine ausgeglichene Balance zwischen inhibierenden und aktivierenden Fcy Rezeptoren
scheint, zumindestin Mausmodellen, eine wichtige Rolle fiir die ADCC sowie eine ,,Kontrolle” auf Zellen

zu haben .

Obwohl verschiedene Fc Rezeptor-abhangige Funktionen bekannt sind, ist ihre spezifische Rolle in vivo
bis heute nur bedingt erklart. Ein Problem ist, dass sich verschiedene FcR Expressionsmuster
Uberlappen und verschiedene Mechanismen wie die CDC von der ADCC in vivo nur schwer zu
differenzieren sind. Durch Knockout-Maduse mit verschiedenen Fc-Anteilen soll der genaue

Mechanismus in Zukunft weiter verstanden werden.

Der ADCC steht die CDC als ein weiterer Rituximab-Effektorweg gegenliber. Im Gegensatz zur ADCC
bendtigt die CDC keine Effektorzellen, sondern fiihrt durch Aktivierung des Komplementsystems zur

Zerstdrung der Zielzelle 371,

1.3.4 Die komplementabhédngige Zytotoxizitat (CDC)
Das Komplementsystem flihrt (iber eine proteinvermittelte Kaskade zu einer komplementabhangigen

Lyse von Zielzellen 2. Komplementproteine, welche die Kaskade benétigt, werden in der Leber als
Zymogene —als inaktive Enzymvorstufen- gebildet und sind bei Bedarf in der Regel ausreichend im
Serum vorhanden. Neben dem vom Rituximab ausgeldsten ,klassischen” Aktivierungsweg des
Komplementsystems lber Antikérper und Antigen sind zwei weitere Moglichkeiten bekannt die das

Komplementsystem starten (Lektin-Weg und der sog. Alternative Weg).

Bindet ein Antikorper an eine Zielzelle, kommt es zur Konformationsanderung der CH2-Domane der
konstanten Region des Fc-Teils des Antikorpers und dadurch zu einer Bindungsmaoglichkeit des ersten
Komplementproteins C1. Durch Bindung des Antikérpers und des C1 Komplementproteins wird eine
Serin-Threonin Protease (Cl1s), welche an das C1 Komplementprotein gebunden ist, aktiviert. Die
Aktivierung einer Protease flihrt zur Spaltung nachster Proteine der Komplementkaskade und aktiviert

dadurch die nichste Protease. Es entsteht eine sich selbst verstirkende proteolytische Kaskade 4.
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C1s aktiviert die Spaltung der Komplementproteine C2 und C4. Die Spaltprodukte C2a und C4b lagern
sich zu einem C4b2a-Komplex zusammen und bilden eine C3 Konvertase. Die lber die C3-Konvertase
entstandenen C3 Spaltprodukte aktivieren weitere Proteine, haben aber auch die Moglichkeit als
Anaphylotoxin zu fungieren oder als Lockstoff weitere Immunzellen zu rekrutieren, die die

Komplementkaskade , komplementieren” 1472,

Ein Komplementkomplex aus den Spaltprodukten C4b, 2a und 3b aktiviert eine C5 Konvertase.
Spaltprodukte der C5 Konvertase haben eine dhnliche Wirkung wie die Spaltprodukte des Faktors C3,
leiten aber zusatzlich noch die Bildung des Membranangriffkomplexes (MAC) ein. Aus den Faktoren
C5b, C6, C7, C8 und mehreren C9 Faktoren setzt sich ein aktiver MAC zusammen (C5b678poly9-
Komplex). Dieser Komplex kann Poren in die Zellmembranen ,,bohren” und zur Lyse der Zielzelle flihren
144472 (Jber die Aktivierung des Komplementsystems hat Rituximab einen Einfluss auf die Lyse und

73,74

Zerstorung der Zielzelle . Ein Verbrauch von Komplementfaktoren wahrend einer Rituximab

Therapie konnten von Kennedy et al. gezeigt werden 7>,

Verschiedene Studien konnten die Wirkung von monoklonalen Antikérpern lber
Komplementkomponenten auf Tumorzellen in vitro beweisen. Die Frage, wie hoch die Effektivitat der
CDCin vivo ist, blieb bisher jedoch ungeklart 72, Interessant ist, dass verschiedene Tumoren, auch NHL,
eigene komplementregulierende Proteine (CRP) wie CD55, CD46 und CD59 exprimieren,
Komplementproteine Uber diese neutralisieren und dadurch die Produktion von MACs auf Zielzellen
unterbinden kénnen 7%7%. Es wird vermutet, dass die vermehrte Expression solcher Proteine in

Tumoren zu einer verminderten Wirkung von Rituximab in vivo beitragt 7277,

Treon et al. beschreiben, dass eine vermehrte Expression von CRPs nach Rituximab-Therapie bei
rezidivierenden Tumorzellen nachzuweisen sind 78. Macor et al. zeigten, dass bei Mausen mit einer
CD55 und CD59 Blockade eine gesteigerte Rituximab-Wirkung gemessen werden konnte. Eine
Blockade dieser Proteine kdnnte eine Moglichkeit sein, die CDC zu verstarken und eine verstarkte

therapeutische Wirkung durch Rituximab zu erhalten 7.
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1.3.5 CD 20 als direktes intrazelluldres Signal
Das CD20 Antigen hat einen direkten Einfluss auf die Regulation von Zellwachstum, auf die

5461 Es ist ein regulierender

Differenzierung als auch auf die Proliferation der B-Lymphozyten
Kalziumkanal (,,store-operated channel” SOC) in der Plasmamembran 78, Durch Bindung eines CD20
Antikérpers kommt es zur Aktivierung von Serin/Tyronin- und Tyrosinkinasen *4. Diese fiihrt zur
Tyrosinphosphorylierung intrazellularer Proteine wie der Phospholipase C, zu einer Ausschittung
intrazellularer Kalziumspeicher in das endoplasmatische Retikulum und zu einer Erhohung der
intrazellularen Kalziumkonzentration. CD20 als Kalziumtransporter fiillt die leeren Kalziumspeicher
wieder auf. Dies kann unter anderem zu einer Steigerung der Expression des B-Zell Rezeptors fiihren
81.

Ein weiterer direkter CD20-Signalweg von B-Zellen sind sogenannte Lipid-Rafts (engl. Lipid-FI6Re) ©2.
Lipid-Rafts sind cholesterin- und sphingolipidhaltige Zellmembran-Mikrodomanen, die an
verschiedenen Prozessen, zum Beispiel an Signaltransduktionen in der Zelle oder an Prozessen im
Golgi-Apparat beteiligt sind. Durch Bindung eines Antikorpers an eine CD20-Oberflachenstruktur kann
es zu Umverteilungen von Lipid-Rafts-Strukturen an speziellen Domanen der Plasmamembran
kommen. Diese kann zu einer transmembranen Signaltransduktion fiihren und die Aktivitat von lonen-
Pumpen und lonen-Kanilen beeinflussen 88284 Boyd et al. konnten einen Einfluss von Lipid-Rafts
durch Runterregulation wichtiger Signaltransduktions-Lipid-Rafts (raftlin & Cbp/PAG) in der

8 Es wird vermutet, dass dieses zu einer verminderten Zell-

Plasmamembran bei NHL zeigen
Signalleitung fiihrt und eine Rolle in der Lymphompathologie spielt .

CD20-Knockout-Mause (CD20-/-) prasentieren jedoch keinen prominenten Phdnotyp und eine
Uberwiegend normale Entwicklung von Vorldufer- und reifen B-Zellen, welches die Frage nach der
genauen Funktion von CD20 ungeklart ldsst 4.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass, obwohl bisher nur wenig (iber die direkte Signalleitung und
die Funktion von CD20 Oberflaichenmolekiilen bekannt ist, CD20 Antikorper Uber verschiedene

Moglichkeiten neoplastische B-Zellen beeinflussen kénnen - unabhangig von der bisher beschriebenen

ADCC oder CDC 8326,
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1.4 Cathelicidin

1.4.1 Das antimikrobielle Peptid Cathelicidin
NK-Zellen als eine Komponente des angeborenen Immunsystems spielen eine entscheidende Rolle in

der Tumoriiberwachung wie z.B. in Melanome oder in Lymphomen #’. Den Einfluss von aktiven NK-
Zellen in der Tumoriiberwachung kann in Perforin-Knockout-Mausen gezeigt werden. Knockout-
Mause mit gezielter Deletion der Perforinproduktion in NK-Zellen sind zum Beispiel anfalliger fir
Infektionen, zeigten vermehrt aggressive Lymphome oder kénnen transplantierte Tumoren nur
eingeschrankt abstoRen 878,

Interessanterweise konnten in NK-Zellen nicht nur Perforine oder Granzyme, sondern auch
Cathelicidin nachgewiesen werden. Blichner et al. zeigten, dass Cathelicidin vor allem zu messen war
wenn NK-Zellen lokalisiert waren &’.

Cathelicidin gehort zur Familie der antimikrobiellen Peptide. Das Gen fiir Cathelicidin (murines Camp/
humanes CAMP) befindet sich auf Chromosom 3 und codiert ein Prapropeptid. Das Propeptid von
Cathelicidin wird in verschiedenen Zellen wie in neutrophilen Granulozyten, Mastzellen und NK-Zellen
kontinuierlich produziert und intrazellular in zytoplasmatischen Granula gespeichert. Weitere Zellen,
in denen Cathelicidin nachgewiesen werden konnte, sind Monozyten, Makrophagen und dendritische
Zellen®,

Cathelicidin besteht aus 37 Aminosduren (AS) und 2 Leucin AS am Anfang des Peptides
(namensgebend: LL37) und kann in aktiver Form eine schnelle und starke Wirkung auf Zielzellen
einleiten °. Cathelicidin LL-37 ist das bisher einzige bekannte humane Cathelicidin ¥’.

Nach Ausschiittung und Aktivierung von Cathelicidin kann es durch eine Anlagerung mehrerer
Cathelicidinpeptide an die Plasmamembran der Zielzelle zur Perforation der Membran, zu einem Efflux
wichtiger intrazelluldrer lonen und Nahrstoffe kommen und somit die Zerstérung der Zielzelle induziert
werden °%. Ein anderer oder auch komplementirer Effektweg von Cathelicidin verlduft intrazellular
durch Beeinflussung der Expression von Proteinen wie Perforinen, bcl-2 oder Granzymen oder durch
eine veranderte Ribosomenfunktion %%,

In-Vitro-Untersuchungen zeigten, dass synthetisches oder humanes Cathelicidin einen Einfluss auf
Tumorwachstum hat. In Knockout-M&usen mit gezielter Deletion vom Cathelicidin-Gen (Camp -/-)
konnte ein schnelleres Tumorwachstum als in Wildtyp Mausen gezeigt werden. Durch eine erhdhte
Konzentration von Cathelicidin konnte Tumorzellproliferation inhibiert und eine vermehrte
Zytotoxizitit induziert werden &,

Weitere Untersuchungen in-vitro haben gezeigt, dass in Lymphomgewebe bei Camp -/- Mausen eine
verminderte zytotoxische Aktivitdt gemessen werden kann. Eine in Camp -/- Mausen verminderte
Perforinproduktion durch defekte Perforinexpression oder eine veranderte NK-Zell-Degranulation als
Ursache der reduzierten Zytotoxizitdt konnten nicht nachgewiesen werden. Es wird davon

ausgegangen, dass Cathelicidin an einer optimalen NK-Funktion sowie an einer vollstandigen NK-
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Zytotoxizitat beteiligt ist und eine bisher noch unentdeckte direkte Rolle in der NK-Zytotoxizitat spielt
87 Regulationsmechanismen der Cathelicidin-Expression in einer Zelle scheinen komplex, je nach Zell-

und Gewebetyp, reguliert zu sein.

1.4.2 Cathelicidin-Expression
Die Entdeckung einer Vitamin-D-Response-Element-Sequenz (VDRE-Sequenz) in der Promotorregion

des Cathelicidin-Gens brachte einen entscheidenden Hinweis auf eine Vitamin-D-abhangige
Transkriptionskontrolle von Cathelicidin °*.

Vitamin-D-Rezeptoren (VDR) bestehen aus 427 Aminosduren und gehdren zur Familie der
Steroidrezeptoren. Lopes et al. zeigten, dass die Anzahl der VDR in verschiedenen Tumorgeweben
variiert. VDR waren in gutartigen Brustgewebsldsionen zu tGber 90% exprimiert, in invasiven Tumoren
jedoch nur zu 56%. Eine unterschiedliche Expression von Polypeptiden wie CYP24A1 oder CYP27B1,
welche die Konzentration und Aktivitat von Vitamin-D beeinflussen, sind ebenfalls in verschiedenen
Konzentrationen in unterschiedlichen Tumoren zu messen °*. Ein Vitamin-D-Mangel konnte in Studien
mit einem reduzierten EFS sowie OS bei Patienten mit aggressivem NHL und Rituximab Therapie
gezeigt werden. Die Rolle der Vitamin-D-Konzentration in der Rituximab-abhangigen-CDC wird derzeit
diskutiert 2°.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Cathelicidin nach derzeitigem Wissen eine Rolle in der NK-
Zell-Funktion sowie in tumoralen Ablaufen spielt. Aufgrund der Vitamin-D-abhangigen Expression von
Cathelicidin und der Tatsache, dass eine adaquate Vitamin-D-Konzentration einen positiven Einfluss
auf die Therapie verschiedener Tumore haben koénnte, wird untersucht, ob Cathelicidin ein

Effektormolekl fir Therapien bei verschiedenen Tumoren sein konnte.
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2 Hypothese und Fragestellung

Aktuelle Forschungen zeigen, dass Vitamin-D einen Einfluss auf die Prognose und das ereignisfreie
Uberleben von aggressiven NHL (DLBCL) hat . Die Standardtherapie bei aggressiven Lymphomen
besteht aus einer Immunochemotherapie nach R-CHOP Schema. Rituximab bindet an Rezeptoren
CD20 positiver B-Zellen. Effektorzellen werden durch den Antikérper aktiviert und leiten eine
Elimination der Zielzelle ein. Eine Haupteffektorzelle der durch Rituximab ausgelosten ADCC ist die NK-
Zelle. NK-Zellen produzieren und speichern zusammen mit anderen Immunzellen das humane
antimikrobielle Peptid Cathelicidin. Nach Aktivierung der NK-Zelle wird das neben Granzymen und
Perforinen gespeicherte Propeptid von Cathelicidin ausgeschiittet und lokal aktiviert.

Die Hypothese der Arbeit ist, dass die Anzahl der durch Rituximab aktivierten Effektorzellen —in der
ADCC vor allem NK-Zellen — in Zusammenhang mit der Menge des aus Granula freigesetzten
Cathelicidins steht.

Um zu Uberprifen, ob Cathelicidin ein Marker fiir die durch Rituximab ausgel6ste ADCC sein kann,
wurde aus seriellen Serumproben zu verschiedenen Zeitpunkten einer R-CHOP Therapie bei
aggressiven B-Zell-Lymphomen die Cathelicidinkonzentration gemessen.

In dieser Arbeit wurden Serumproben von Patienten, welche eine Chemotherapie entweder in einem
14 oder 21-tagigen Abstand erhielten, untersucht. Die Variable der Untersuchung bestand in dem
Zeitabstand der infundierten Immunotherapie mit Rituximab. 8 Patienten erhielten eine
Immunotherapie mit Rituximabgabe an Tag 1, 4, 8, 15, 22, 29 sowie 43 (Dense-R-CHOP), eine zweite

Gruppe erhielt eine Immunochemotherapie nach Therapiestandard an Tag 1, 15, 29 und 43.

Zusatzlich wurde die Vitamin-D-Konzentration, die die Transkription von Cathelicidin reguliert und so
einen Einfluss auf die produzierte Cathelicidinmenge hat, in den Serumproben an Tag 1 der Therapie
gemessen. Eine Korrelation zwischen gemessener Vitamin-D-Konzentration und
Cathelicidinkonzentration am Anfang der Therapie sowie wahrend der Therapie wurde Uberprift. Ein
solcher Nachweis kénnte ein Hinweis auf den Mechanismus der Vitamin D Wirkung sein, und eine
Therapiekontrolle ermdglichen.

Vitamin-D und die Menge der gemessenen Cathelicidinkonzentration kdnnten weitblickend als

prognostischer Marker in der Therapie aggressiver B-Zell NHL verwendet werden.
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Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung folgender Fragestellungen:

Lasst sich wahrend des Therapieverlaufs eine steigende/lineare/abfallende
Cathelicidinkonzentration nachweisen, welche als Marker fiir die Aktivierung der ADCC durch

Rituximab bei Patienten mit aggressiven B-Zell Lymphom fungieren kénnte?

Existiert ein Zusammenhang zwischen den in dieser Arbeit gemessenen Cathelicidin- und

Vitamin-D-Konzentrationen und der Studiendaten der Patienten?

Besteht eine Korrelation zwischen der Startkonzentration bzw. dem Konzentrationsverlauf von
Cathelicidin wahrend der Therapie und der gemessenen Vitamin-D-Konzentration an Tag 1 der

Therapie?
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3 Material und Methodik

3.1 Verzeichnis verwendeter Materialen

3.1.1 Gerate

Gefrierschrank - 80 C°

Heraeus HeraFreeze HFU 686 Basic Thermo

Fisher Scientific, Waltham, USA

Kiihlschrank

Liebherr GmbH, Ochsenhausen Deutschland

Pipetten (1 ml, 0,1 ml)

Eppendorf Reference® 2, Eppendorf AG,

Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe

Eppendorf Easypet®, Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

Stripette (10 ml)

Corning® Costar®  Stripette® serological
pipettes, Sigma-Aldrich, St. Louis, Vereinigte

Staaten

Vortexer

Vortex-Genie, Scientific Industries, Inc., New

York, Vereinigte Staaten

Plattenlesegerat Wallac 450nm

Wallac Distribution GmbH, Freiburg, Dtl.

Werkbank

Sicherheitswerkbank, HERAEUS Group, Hanau,

Deutschland

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Mikrotiterplatte

Nunc™ MicroWell™ 96-Well Mikrotiterplatten,
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Vereinigte

Staaten

Pipettenspitzen (1 ml, 0,1 ml)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht Deutschland

Wasseraufbereiter Millipore

Milli-Q® Rein, Merck Chemicals GmbH,

Darmstadt, Deutschland

Polypropylene Tubes 1 ml
Polypropylene Tubes 0,5 ml
Laborglasflaschen (0,51, 1 1)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland
DURAN® Laborflasche, DURAN Group GmbH,

Wertheim, Deutschland

Polypropylene Tubes (Gefrierschrank)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht Deutschland

Aluminiumfolie

Profissimo, Aluminiumfolie, DM Karlsruhe,

Deutschland
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3.1.3 Chemikalien, Zusammensetzungen (Kits)

Human LL-37, HK 321 Hycult biotec, Uden, NL
Wasch- und Pufferlésung A x20, 60 ml Hycult biotec, Uden, NL
Wasch- und Pufferlésung B x40, 30 ml Hycult biotec, Uden, NL
Standard, lyophilized Hycult biotec, Uden, NL
Tracer, biotiniliert, 1 ml lyophilized Hycult biotec, Uden, NL

Streptavidin-peroxidase x100, 0,25 ml in | Hycult biotec, Uden, NL

solution

Tetramethylbenzidin Substrat, 11 ml Hycult biotec, Uden, NL
STOP Losung (oxalsaurehaltig), 22 ml Hycult biotec, Uden, NL
12 Microtiter strips, pre-coated, 1 plate Hycult biotec, Uden, NL

3.1.4 Hard- und Software

IBM SPSS Statistics Version 23 IBM Corp. 1989, 2013, Redmond, Vereinigte
Staaten
Excel Office Excel Office Version 2016, Microsoft

Corporation, Redmond, Vereinigte Staaten

Word Office Word Office Version 2016, Microsoft

Corporation, Redmond, Vereinigte Staaten

Vitamin-D-Messung DiaSorin© Chemolumineszenez-Assay,

Saluggia, Italien

Perkin Elmer Wallac Victor Microplate Reader GMI, Minnesota, USA

3.2 Studiengruppe DSHNHL

Die Deutsche Studiengruppe hochmaligner NHL (DSHNHL) ist ein Zusammenschluss von Arzten und
Wissenschaftlern, die unter der Leitung von Prof. Dr. M. Pfreundschuh (Homburg) seit 1993
gemeinsam klinische und wissenschaftliche Studien koordiniert und durchfiihrt. Zusatzlich archiviert
die DSHNHL Serum- als auch Blutproben zentral in Homburg/Saar (Universititsklinikum des
Saarlandes, Klinik und Poliklinik fir Innere Medizin 1, Homburg/Saar, Deutschland). Die
patientenspezifischen Daten werden zentral durch die DSHNHL in Homburg/Saar verwaltet. Die in
Homburg archivierten Patientenproben stellen eine einmalige Biobank von Patienten mit aggressiven
Lymphomen dar. Die ebenfalls zuganglichen klinischen Daten vor Ort ermdoglichten die Durchfiihrung
dieser Arbeit. Durch prospektiv randomisierte klinische Studien wird eine Verbesserung der Therapien

sowie deren Nebenwirkungen erreicht und neue internationale Standardtherapien konzipiert. Diese
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Studien haben zum Ziel die Qualitdt der Therapien sowie die Lebensdauer und -qualitat von
Lymphompatienten zu verbessern.

Seit 1994 wird die Studiengruppe von der Deutschen Krebshilfe unterstiitzt und verfligt Giber Zentralen
am Universitatsklinikum des Saarlandes in Homburg (Saar), der Asklepios-Klinik St. Georg in Hamburg

und am Universitatsklinikum Gottingen.

3.3 Serumproben
Fiir diese Arbeit wurden Serumproben aus verschiedenen prospektiv kontrollierten Studien der

DSHNHL verwendet, die uns freundlicherweise von der Studienzentrale Homburg zur Verfligung
gestellt wurden. Die Studien wurden genehmigt von der Ethikkomission der Arztekammer des
Saarlandes. Entsprechend der Erklarung von Helsinki lagen jeweils die schriftlichen
Einverstandniserklarungen der Studienteilnehme vor Studienbeginn vor.

Die Studienkollektive dieser Arbeit bestanden aus mannlichen und weiblichen Patienten mit einem
bisher unbehandelten CD20-positiven aggressiven B-Zell NHL im Alter von 18 bis 60 Jahren bzw. 61 bis

80 Jahren. Ein- bzw. Ausschlusskriterien der Studien sind im Folgenden gelistet:

Einschlusskriterien:

e (CD20- positives B-Zell NHL, Histologie: Diagnose gesichert durch eine Exzisionsbiopsie eines
Lymphknotens oder durch eine Biopsie eines extranodalen Befalls (wenn kein

Lymphknotenbefall vorlag)
e Alle Risikogruppen (IPl, aalPI I-V)
e Allgemeinzustand zum Zeitpunkt der Randomisation: ECOG: 0 — 2, Karnofsky 60-100% %7
e Schriftliche Einverstandniserklarung des Patienten
e Teilnahmeerkldarung des Studienzentrums

Ausschlusskriterien:

e Bereits begonnene Therapie des Lymphoms
e Schwere Begleiterkrankungen oder verminderte Organfunktion:

e Kardio: Angina pectoris (CCS >2), Herzinsuffizienz (NYHA >2), kardiale Ejektionsfraktion

< 50%, kardiale fraktionelle Faserverkiirzung <25%
e Nierenfunktion: Kreatinin > 2-fache des Normwertes

e Leberfunktion: Bilirubin > 2-fache des Normwertes
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¢ Pulmo: verminderte Lungenfunktion mit einer FeV1 < 50% des Normwertes und/oder

eine verminderte Diffusionskapazitat < 50% des Normwertes
¢ Nicht einstellbarer Diabetes mellitus
¢ Thrombozytopenie < 100.000 /pl, Leukozytopenie <2.500 /pl
e HIV-Positivitat
e Aktive Hepatitis-Infektion
e Uberempfindlichkeit gegeniiber der verwendeten Medikation
e Knochenmarkbefall >25%
e Bereits stattgefundene Chemo- oder Strahlentherapie einer friiheren Erkrankung
e Bekannte Zweitneoplasie oder bereits Teilnahme an einer anderen Therapiestudie
e Auf das ZNS-beschrankte Lymphome
e Gastrointestinale Lymphome

¢ Reduzierte Patienten-Compliance

Als Beobachtungseinheit in dieser Arbeit wurden Serumproben der Studien an Therapietag 1, 15, 29
und Tag 43 verwendet. Aus Studienlisten (CHOP-R-esc/ Dense-R-UP- 14, UNFOLDER, RICOVER 60,
PEGfilgastrim) wurden 15 Patienten, welchen wahrend der Therapie bis zu 21 Serumproben zu
verschiedenen Zeitpunkten der Therapie entnommen wurden, herausgefiltert, deren Probenan Tag 1,
15, 29 und 42 jeweils 30 Minuten vor Therapiebeginn enthnommen und gesammelt wurden. Aus
verschiedenen Blutproben-Sammelboxen wurden die ausgewadhlten Proben herausgesucht und
chronologisch sortiert. Die Cathelicidinkonzentration wurde aus jeder Probe gemessen. Zusatzlich
wurde aus den Serumproben von Tag 1 30 Minuten vor Therapie die Vitamin-D-Konzentration
gemessen.

Insgesamt wurden 60 Proben ausgewertet: 32 Proben aus der CHOP-R-esc Studie/ Dense-R-UP-CHOP-
14, 12 Proben aus der RICOVER-60 Studie und 16 Proben aus der UNFOLDER 21/14 Studie.

3.3.1 Serumproben aus der CHOP-R-esc/ Dense-R-Up-CHOP-14 Studie
In der Studie wurden Patienten mit aggressivem CD20-positivem B-Zell Lymphom im Alter von 61-80

Jahren behandelt. Die Studie beinhaltete eine Chemotherapie nach dem R-CHOP Schema mit

insgesamt sechs Zyklen und zwei zuséatzlichen Rituximabgaben (6x R-CHOP-14 + 2x Rituximab). Eine
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zweite Studiengruppe erhielt die Rituximab Therapie in einer zeitlich intensivierten Abfolge (Dense-R-
Up-CHOP) mit 2-maliger Gabe vor der ersten Chemotherapie an Tag -1 und Tag 0, sowie an Tag 3, 7,
14, 21, 28, und 42 nach der ersten Chemotherapie. Die untersuchten Proben der Patienten gehorten

der Gruppe der zeitlich intensivierten Therapie (Dense-R-Up-CHOP) an.

3.3.2 Serumproben aus der RICOVER 60 Studie
In der RICOVER 60 Studie wurden Patienten mit aggressivem CD20-positivem B-Zell Lymphom im Alter

von 61-80 Jahren behandelt. Die Phase-llI-Studie (2x2-armige offene multizentrische prospektiv
randomisierte Studie) verglich eine CHOP-Therapie mit 6 bzw. 8 Zyklen in zwei wéchigen Abstdnden
jeweils mit oder ohne monoklonaler CD20 Antikorpertherapie Rituximab. In den insgesamt 4
Studienarmen der RICOVER 60 Studie wurde auf eine zusatzliche Bestrahlung verzichtet.

Die untersuchten Proben dieser Arbeit entstammten Patienten mit einer 6-maligen R-CHOP-14 + 2 R
Therapie mit zusatzlichem G-CSF- Support (Granulozyten-Kolonie-stimulierende Faktor) zur
Verkiirzung der Neutropeniedauer wahrend der Chemotherapie um einen 14 tagigen Therapiezyklus

zu realisieren.

3.3.3 Serumproben aus der UNFOLDER Studie
Die UNFOLDER Studie beschreibt eine kombinierte Immunochemotherapie mit 6 Zyklen R-CHOP bei

jungen Patienten zwischen 18-60 Jahren mit aggressivem CD20-positivem B-Zell Lymphom. Verglichen

wurde die Therapie mit einem Intervallabstand von 21 Tagen bzw. verkiirzt auf 14 Tage.

3.4 Kiihlung und Transport

Nach schriftlichem Einverstandnis wurde den Patienten am jeweiligen Therapietag 30 Minuten vor
Erhalt der Immunochemotherapie Blut entnommen. Im Auftrag und unter Aufsicht der DSHNHL
wurden die Proben nach Trennung von Serum und Zellen auf mehrere EppendorfgefaRe aufgeteilt und

in Heraeus HeraFreeze HFU 686 Basic (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) bei -80 °C tiefgefroren.

3.5 Labor-Methoden

Die Arbeiten an den Serumproben fanden unter antiseptischen Bedingungen an einer Werkbank
(Sicherheitswerkbank, HERAEUS Group, Hanau, Deutschland) im Forschungsgebdude des José-
Carreras-Zentrums fir Immun- und Gentherapie in Homburg/Saar statt. Es wurden Einwegmaterialen
benutzt. Die bei -80C° im Gefrierschrank (Heraeus HeraFreeze HFU 686 Basic, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) gelagerten Serumproben wurden zur weiteren Verarbeitung bei Raumtemperatur auf

18-25 °C aufgetaut, gemischt und nach Protokoll verarbeitet.
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3.5.1 Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA)
Als Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA) bezeichnet man ein antikérperbasiertes Verfahren

zum Nachweis von Molekilen. Alle ELISA-Experimente wurden mit dem HycultBiotech Human LL-37
Kit (Hycult biotec, Uden, NL) entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt. Es wurden Kits mit je
96 Einzeltests mit zwei Standardreihen verwendet. Variationskoeffizient der Kits liegt bei 15%.

Die tiefgekiihlten Serumproben wurden bei Raumtemperatur fir ca. eine Stunde schonend aufgetaut.
Die Wasch-/Pufferlésung wurde nach Angaben des Herstellers angefertigt. 60 ml (20-fache
Konzentrierung) der Wasch-/Pufferlosung A wurde mit 450 ml destilliertem Wasser vermischt. 30 ml
(40-fache Konzentrierung) der Wasch-/Pufferlésung B wurde mit 470 ml destilliertem Wasser
vermengt. Anschliefend wurden beide Losungen gleichermalien miteinander vermischt.

Fiir die Herstellung der Standardproben wurden Verdiinnungsreihen angefertigt. Von dem Standard
wurden nach Angaben des Analysezertifikates des HycultBiotech Human LL-37 Kit ein bestimmtes
Volumen in ein Verdinnungsroéhrchen pipettiert und mit 250 pl Wasch-/Pufferlsung vermischt. Dann
wurden jeweils 125 pl entnommen und eine Verdinnungsreihe mit insgesamt 6 Rohrchen in
absteigender Konzentration erstellt. Die Verdiinnungsreihe von 100 ng/ml, 33 ng/ml, 11 ng/ml, 3,7
ng/ml, 1,2 ng/ml, 0,4 ng/ml, 0,1 ng/ml wurden mit jeweils 250 pl Wasch-/Pufferlésung aufgefiillt. Ein
7. R6hrchen erhielt keinen Standard, wurde nur mit der Wasch-/Pufferlésung gefillt und diente als
Kontroll-Gegenprobe.

Die Serumproben wurden nach Protokoll mit Wasch-/Pufferlésung um das 20-fache in einer
Mikrotiterplatte (Vorverdiinnungsplatte) mit 96 Wells verdiinnt. 100 pl der verdiinnten Proben und
des angefertigten Standards wurden in die mit Antikérper (capture antibody) bemantelten Wells der
ELISA-Platte gegeben, Luftblasen unter leichtem Schiitteln entfernt und fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur abgedeckt inkubiert. Das Cathelicidin als Antigen in der Probenlésung wurde in der
Inkubationszeit an die auf der ELISA-Platte fixierten AntikGrper an einem Epitop gebunden. Im
Anschluss wurden die ungebundenen Anteile der Proben mit der Wasch-/Pufferldsung durch 4-maliges
Waschen entfernt.

Im nachsten Schritt wurden 100 pl nach Protokoll des verdiinnten (1:11 Tracer: Wasch-/Pufferlésung)
biotinilierten (enzymgekoppelten) Tracers (Detektionsantikorper) auf die Elisa-Platte hinzugegeben
und erneut flir eine Stunde abgedeckt bei Raumtemperatur inkubiert. Der Tracer
(Detektionsantikorper) band an ein anderes Epitop des Antigens Cathelicidin als der Antikérper der
Elisa-Platte. Es entstand ein Antikorper-Antigen-Antikorper-Komplex, der auch als Sandwich-ELISA
bezeichnet wird. Der Begriff ,Sandwich” wird hier allegorisch benutzt, um das Antigen eingepackt
zwischen den beiden Antikorpern zu beschreiben. Wahrend der Inkubationszeit wurde die
Streptavidin-Peroxidase-Lésung hergestellt. Vor Offnung des Streptavidin-Peroxidase R&hrchens
wurde eine Zentrifugation im Vortexer fiir ca. 30 Sekunden durchgefiihrt. 0,25 ml der hundertfach

konzentrierten Streptavidin-Peroxidase-Losung wurde mit 24,75 ml Wasch-/Pufferldsung gemischt.

28



Nach wiederholtem, grindlichem Waschen der ELISA-Mikrotiterplatte wurden 100 upl der
vorbereiteten Streptavidin-Peroxidase-Losung in die ELISA-Platte gegeben und fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine erneute vierfache Waschung mit der Wasch-/Pufferlésung.
AnschlieBend wurden 100 pl Tetramethylbenzidin (TMB) Losung in die Platte in jedes Well pipettiert.
Die an die Tracer gebundene Streptavidin-Peroxidase reagierte nun mit der TMB-L6sung, wodurch das
TMB oxidierte und sich von farblos in gelblich verfarbte. Die TMB-Losung inkubierte fiir 30 Minuten
abgedeckt mit Aluminiumfolie zum Schutz vor direktem Sonnenlicht bei Raumtemperatur.
AnschlieBend wurde durch Zugabe von 100 pl Stop-Losung (Oxalsdure enthaltend) in die Wells die
ablaufende Reaktion gestoppt. Das Substrat wechselte von einer blaufarbigen in eine gelbe Losung (s.
Abbildung 3). Innerhalb 30 Minuten nach Zugabe der oxalsdurehaltigen Lésung wurde die ELISA-Platte
mittels Spektrometer (Plattenlesegerdt Wallac, Wallac Distribution GmbH, Freiburg, Dtl.) bei einer
Wellenldnge von 450 nm ausgelesen.

Durch die Absorption konnte die optische Dichte mithilfe der Standardreihe (bekannte
Antigenkonzentration) und damit die Konzentration der Probenlésung um eine Kalibrierungskurve
berechnet werden.

Jeder Messwert erhielt im Versuchsablauf einen Kontrollwert. Durch die Ergebnisse der Standardreihe,

der Negativkontrollen sowie der Stichprobenkontrollen einzelner Proben liel sich ein stabiler

Versuchsaufbau nachweisen.

ABBILDUNG 3 BEISPIEL EINES SUBSTRATFARBUMSCHWUNGS VON BLAU NACH GELB NACH HINZUFUGEN DER
OXALHALTIGEN STOP-LOSUNG ZUR TMB HALTIGEN PROBENLOSUNG. DIE ERSTEN BEIDEN LINKEN REIHEN DER
WELLS-PLATTE ZEIGEN DIE ANGEFERTIGTEN STANDARDREIHEN. DIESE ZEIGEN EINE DEUTLICHE FARBABNAHME
NACH UNTEN (VON A zU H).
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3.5.2 Vitamin-D-Bestimmung
Die Vitamin-D-Messungen wurden mit freundlicher Unterstiitzung von Herrn Pape, Mitarbeiter des

Zentrallabors des Universitatsklinikums des Saarlandes unter Leitung von Prof. Dr. med. Jlirgen Geisel,

mit dem DiaSorin© Chemolumineszenz-Assay (Saluggia, Italien) gemessen.

3.6 Statistische Methoden

Die statistische Analyse der erhobenen Daten habe ich mittels der Analysesoftware IBM SPSS Statistics
Version 23 sowie mit Excel Office Version 2016 angefertigt.

Die Rohdaten wurden aus seriellen Serumproben der Patienten mittels Enzyme-Linked-Immuno-
Sorbent-Assay (Varifikationskoeffizient 15%) ermittelt und durch Malzahlen wie Mittelwert (M),
Standardabweichung (S), Minimum (Min.), Maximum (Max.), Medianwert (X') und der Quartildistanz
(IQR, Quartile bei Q1/Q3) beschrieben.

Nach der Analyse der Ergebnisse jedes Therapietages sowie der Therapiegruppen wurden der Verlauf
der Cathelicidinkonzentrationen sowie das Cathelicidin Tages- und Therapiemaximum/-minimum
berechnet (Tabelle 7). Die graphische Darstellung der Cathelicidinkonzentrationen an den jeweiligen
Therapietagen beider Therapiegruppen erfolgte mittels Boxplots zur Darstellung der medianen
Konzentrationen, der Quartilabstande sowie der Extremwerte.

Die Verteilung der Messwerte wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test geprift. Dieser wies keine
statistisch signifikanten Abweichungen zum Modell einer Normalverteilung auf, so dass eine
Normalverteilung der Daten grundsatzlich angenommen werden konnte. Daher erfolgte der Vergleich
der beiden untersuchten Gruppen (Dense-R-CHOP und Standard-R-CHOP Therapie) an den
Therapietagen mittels eines parametrischen Verfahrens, dem t-test flir unverbundene Stichproben.
Ob eine statistisch signifikante Steigerung der Cathelicidinkonzentration nachzuweisen ist, wurde mit
dem t-Test fir verbundene Stichproben fiir das entsprechende Therapieintervall berechnet. Ein
statistisch signifikanter Unterschied wurde fiir P-Werte p < 0,05 angenommen.

Zur Veranschaulichung und zum Vergleich der einzelnen Vitamin-D-Konzentrationen wurde ein
Balkendiagramm erstellt. Die Starke des Zusammenhangs der Cathelicidinkonzentration an Tag 1, dem
Verlauf der Cathelicidinkonzentration wahrend der Therapie und Vitamin-D wurde nach Prifung
nomalverteilter Daten mit dem  Kolmogorov-Smirnov-Test mittels des  Pearson-
Korrelationskoeffizienten bewertet (Tabelle 8). Fir den Pearson-Korrelationskoeffizienten gilt
0,3<|r|<0,7 fir einen schwachen bis maRigen Zusammenhang, |r|>0,7 fir einen starken

Zusammenhang der Variablen.
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4 Ergebnisse
Insgesamt wurden 60 Serumproben an den Tagen 1, 15, 29 und 42 wahrend einer

Immunochemotherapie nach R-CHOP Schema untersucht. Die Patientenproben wurden zur
graphischen Darstellung und fiir weitere deskriptive Statistik in zwei Gruppen unterteilt. Eine Gruppe
erhielt eine intensivierte Therapie (Dense-R-CHOP) mit Rituximabgaben an Therapietag 1, 4, 8, 15, 22,
29 und 43. Die andere Gruppe bestand aus Patienten mit Standard-Therapieschema mit
Rituximabgabe an den Tagen 1, 15, 29 und 43.

32 Serumproben stammten von Patienten mit einer intensivierten Immunochemotherapie (Dense-R-
Up) und 28 Proben von Patienten aus der Standard-R-CHOP-14 Therapie. In Serumproben, entnommen
an Tag 1 der Therapie jeweils vor Therapiegabe, wurde zusatzlich die Vitamin-D-Konzentration
gemessen.

Fiir weitere statistische Berechnungen wurde der Mittelwert aus dem Mess- und dem Kontrollwert
berechnet, soweit der Kontrollwert nicht lGber 15% des ersten Messwertes abwich. Bei einer
Abweichung der Messwerte > 15% wurde die Probenmessung in dieser Arbeit nicht weiterverwendet.
Zusatzlich wurden fiir ein korrektes Versuchsvorgehen bei jeder Messung von Serumproben zwei
Kontrollreihen in absteigender Konzentration sowie eine Negativkontrolle angefertigt.
Stichprobenartig wurden einzelne Serumproben zweimal gemessen, um unterschiedliche
Konzentrationsergebnisse durch Einsatz verschiedener Cathelicidin—Kit Chargen zu ermitteln.
Unterschiedliche Konzentrationen mit einer Abweichung von > 10% wurden als Grenzwert gesetzt.
Solche Abweichungen konnten jedoch bei keiner Stichprobenkontrolle festgestellt werden.

Die erhobenen Daten wurden den jeweiligen Therapietagen zugeordnet und durch verschiedene
Mafzahlen beschrieben (Tabellen 3-6). Der Verlauf der Cathelicidinkonzentration wéahrend der
Therapie wurde graphisch in den Abbildungen 8 und 9 dargestellt.

Weiterhin wurde bei jedem Patienten der Verlauf der Cathelicidinkonzentration von Therapietag 1 zu
Therapietag 15, Therapietag 15 zu Therapietag 29 sowie Therapietag 29 zu Therapietag 43 berechnet
(Tabelle 7). Aus diesen Konzentrationsverlaufen wurde ein Mittelwert ermittelt. Dieser Wert wurde
auf eine Korrelation mit der gemessenen Vitamin-D-Konzentration Gberprift (Tabelle 7 und 8 und
Abbildung 8-12).

Im Folgenden finden sich Tabellen und Abbildungen, die die Ergebnisse bildlich veranschaulichen.
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4.1 Patientencharakteristika
Die Tabelle 2 zeigt Patientenseren aus verschiedenen Studien der DSNHL. Insgesamt entstammten 8

der untersuchten Proben von weiblichen, 7 der Proben von méannlichen Studienteilnehmern. Von den
8 Patienten der intensivierten Immunotherapie (ID 3-20) waren 3 Patienten weiblich, von den 7
Patienten der Standard-R-CHOP (ID 139-1402) Therapie waren 4 Patienten weiblich. Im Durchschnitt
waren die Patienten 63,2 Jahre bei der ersten Probenentnahme.

12 der 15 Patienten erreichten eine komplette Remission. Zwei Patienten zeigten ein Rezidiv im
Studienverlauf. Ein Rezidiv bekam die Patientin mit der ID 18 fiinf Jahre nach Therapiebeginn mit 6x
CHOP-14/ 12x Rituximab. Ein weiteres Rezidiv bekam die Patientin mit der ID 169 2011, 3 Jahre nach
Therapiebeginn mit 6x R-CHOP-21.

Eine Patientin (ID 11) verstarb 2008 4 Jahre nach dem ersten Therapiezyklus an septischen
Multiorganversagen. Alle Patienten der in dieser untersuchten Arbeit erkrankten an einem
grofSzelligen B-Zell NHL. 12 Patienten erkrankten an einem diffus grof3zelligen B Zell Lymphom. Bei
einem Patienten konnte sowohl ein diffus als auch ein follikulares B-Zell Lymphom, bei einem ein

follikulares llla und bei einem Patienten ein follikuladres Illb B-Zell Lymphom nachgewiesen werden.
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Tabelle 3 Studiendaten der untersuchten Serumproben

ID# | Ini- | Ge- S- | Studie | Thera- | Pro- | CR/ Rezi- Sterbezeit- | Histologie
tia- | burts | e- pie ben- | Jahr | div punkt/
len | -jahr | x ent- Jahr Ursache
nah
me
Jahr
3 ER | 1942 | W | CHOP- | 6x 2004 | 2010 | n.b. n.b. B-Zell Reihe:
R-ESC | CHOP- centroblastisch
14/12x diffus groRzellig
4 EN | 1939 | W | CHOP- | 6x 2004 | 2010 | n.b. n.b. B-Zell Reihe:
R-ESC | CHOP- centroblastisch
14/12x diffus groRzellig
5 PD | 1935 | M | CHOP- | 6x 2004 | 2006 | n.b. n.b. B-Zell Reihe:
R-ESC | CHOP- diffus groRzellig
14/12x
10 | KS | 1936 | M | CHOP- | 6x 2004 | 2010 | n.b. n.b. B-Zell Reihe:
R-ESC | CHOP- diffus groRzellig
14/12x
11 | HH | 1942 | W | CHOP- | 6x 2004 | 2008 | n.b. 2008 B-Zell Reihe:
R-ESC | CHOP- Septisches | centroblastisch
14/12x Multiorgan | diffus groRRzellig
-versagen
14 | WS | 1926 | M | CHOP- | 6x 2005 | 2010 | n.b. n.b. B-Zell Reihe:
R-ESC | CHOP- diffus groRzellig
14/12x
18 | GC | 1928 | W | CHOP- | 6x 2005 | 2009 | 2010 n.b. B-Zell Reihe:
R-ESC | CHOP- centroblastisch
14/12x diffus groRzellig
20 | DS | 1929 | W | CHOP- | 6x 2005 | 2010 | n.b. n.b. B-Zell Reihe:
R-ESC | CHOP- diffus groRzellig
14/12x
140 | RK | 1936 | w | Ricove | 6x 2005 | 2010 | n.b. n.b. B-Zell Reihe:
0 r-60 CHOP- diffus groRzellig
14+G-
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CSF/
8xR
140 | KE | 1935 Ricove | 6x 2006 | 2010 | n.b. n.b. Follikular 11l und
1 r-60 CHOP- diffuses B-Zell
14+G- Lymphom
CSF/
8xR
140 | RT | 1943 Ricove | 6x 2006 | 2008 | n.b. n.b. B-Zell Reihe:
2 r-60 CHOP- follikular llla
14+G- Proliferationsrat
CSF/ e:
8xR 20-40%
139 | GB | 1963 UNFOL | 6x R- 2007 | 2013 | n.b. n.b. B-Zell Reihe:
DER CHOP- diffus groRzellig
21/14 | 21 mit
RX
140 | KB | 1963 UNFOL | 6x R- 2007 | 2013 | n.b. n.b. B-Zell Reihe:
DER CHOP- centroblastisch
21/14 | 21 diffus groRzellig
ohne
RX
169 | SM | 1958 UNFOL | 6x R- 2008 | 2009 | 2011 n.b. B-Zell Reihe:
DER CHOP- Progre follikular llib
21/14 | 21 ssion
ohne 2011
RX
193 | RS | 1965 UNFOL | 6x R- 2008 | 2013 | n.b. n.b. B-Zell Reihe:
DER CHOP- unklassifiziert
21/14 | 21 mit (technisch
RX unzureichend)
Wahrscheinlich.
: B-Zell-
Lymphom
diffus groRzellig

Abkiirzung: ID: Identifikation; Sex w: weiblich, m: ménnlich; CR: complete response, komplette Remission, RX: Bestrahlung,

n.b.: nicht bekannt, Zeitpunkt ggf. aufSerhalb des Studienkontrollzeitraumes
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4.2 Vergleich der Cathelicidinkonzentrationen in der Dense-R-CHOP und in der
Standard-R-CHOP Population an Tag 1 der Therapie
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4,00

T T
Dense R-CHOP R-CHOP

Therapietyp

ABBILDUNG 4 STUDIENDATEN DER UNTERSUCHTEN SERUMPROBEN

TABELLE 4 STATISTISCHE AUSWERTUNG ZU CATHELICIDINMESSUNGEN DER SERUMPROBEN AN TAG 1

Therapie-Typ Cathelicidin- Median Min. in | Max. in | IQR p-Wert fiir
R-CHOP Mittelwert in | ng/ml ng/ml ng/ml Mittelwerte
Tag1 ng/ml
Standard 10,42 10,30 8,73 12,04 9,28 — | 0,034
11,66
Dense 8,97 9,46 6,80 10,14 8,10 —
9,89

IQR: Interquatilsabstand

Um die Cathelicidinkonzentrationen an Tag 1 der Therapie weiter zu beschreiben, wurde eine
deskriptive Statistik angelegt. Der Mittelwert der Cathelicidinkonzentration betrug in der
intensivierten Therapiegruppe 8,87 ng/ml. Die Standard-R-CHOP-Therapiegruppe zeigte einen
hoheren Cathelicidinmittelwert von 10,42 ng/ml. Die héchste Cathelicidinkonzentration an Tag 1
beider Immunochemotherapien war in der Standard-R-CHOP-Therapiegruppe zu messen. Die
Mittelwerte der Cathelicidinkonzentration beider Therapien verglichen, ergaben einen signifikanten

Unterschied von 1,46 ng/ml (p= 0,034).
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4.3 Vergleich der Cathelicidinkonzentrationen in der Dense-R-CHOP und in der
Standard-R-CHOP Population an Tag 15 der Therapie
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ABBILDUNG 5 SERUMKONZENTRATIONEN VON CATHELICIDIN IN NG/ML AN TAG 15 DER THERAPIE AUFGETEILT IN
THERAPIETYPEN

TABELLE 5 STATISTISCHE AUSWERTUNG ZU CATHELICIDINMESSUNGEN DER SERUMPROBEN AN TAG 15

Therapie-Typ | Cathelicidin- | Median | Min. in | Max. in | IQR p-Wert fiir | P-Wert fir
R-CHOP Mittelwert | ng/ml ng/ml ng/ml Mittelwerte | Steigerung
Tag 15 in ng/ml Tag1-15
Standard 11,19 11,60 9,01 13,87 9,29 — | 0,003 0,244
12,13
Dense 8,38 8,52 6,62 10,30 7,26 —
9,54

Der Mittelwert der Cathelicidinkonzentration in der Gruppe nach Standard-R-CHOP Therapieschema
betrug 11,19 ng/ml, in der Gruppe nach Dense-R-CHOP Therapieschema 8,38 ng/ml. Ein Vergleich der
Mittelwerte zeigt eine hdhere Cathelicidinkonzentration in der Standard-Therapiegruppe. Wie bereits
schon an Tag 1 der Therapie ist die hochste Cathelicidinkonzentration in der Standard-Therapiegruppe,
die kleinste Konzentration in der Dense-R-CHOP-Therapiegruppe nachzuweisen.

Der Vergleich der Mittelwerte der Cathelicidinkonzentrationen beider Therapien, ergab einen
0,003). Eine

(p= signifikante Steigerung der

Cathelicidinkonzentration von Tag 1 auf Tag 15 liel? sich nicht nachweisen (p=0,244).

signifikanten Unterschied von 2,81 ng/ml
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4.4 Vergleich der Cathelicidinkonzentrationen in der Dense-R-CHOP und in der
Standard-R-CHOP Population an Tag 29 der Therapie
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ABBILDUNG 6 SERUMKONZENTRATIONEN VON CATHELICIDIN IN NG/ML AN TAG 29 DER THERAPIE AUFGETEILT IN
THERAPIETYPEN

TABELLE 6 STATISTISCHE AUSWERTUNG ZU CATHELICIDINMESSUNGEN DER SERUMPROBEN AN TAG 29

Therapie-Typ | Cathelicidin- | Median | Min. in | Max. in | IQR p-Wert fiir | P-Wert fir
R-CHOP Mittelwert | ng/ml ng/ml ng/ml Mittelwerte | Steigerung
Tag 29 in ng/ml Tag15-29
Standard 12,34 13,30 9,21 14,42 10,93 0,006 0,348
13,86
Dense 8,93 9,06 5,19 11,19 7,60 —
10,73

Der Mittelwert der Cathelicidinkonzentration in der Gruppe des Standard-R-CHOP Therapieschematas
betrug 12,33 ng/ml, in der Gruppe mit dem Dense-R-CHOP Therapieschematas 8,93 ng/ml. Auch an
Tag 29 zeigte die Standard-Therapiegruppe héhere Cathelicidinkonzentrationen. Auch die hochste
Cathelicidinkonzentration des Therapietages konnte in der Standard-Therapiegruppe gemessen
werden. Die hochste Cathelicidinkonzentration mit 14,42 ng/ml der in dieser Arbeit untersuchten
Proben zeigte sich an Tag 29 in der Standard-Therapiegruppe. Zusatzlich zeigt sich an diesem

Therapietag die groRte Differenz der Mittelwerte beider Therapiegruppen (A 3,40).

37



Der Vergleich der Cathelicidinkonzentrationen beider Therapien ergab einen signifikanten Unterschied
von 3,41 ng/ml (p= 0,006). Eine signifikante Steigerung der Cathelicidinkonzentration von Tag 15 auf
Tag 29 lieR sich nicht nachweisen (p= 0,348).
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4.5 Vergleich der Cathelicidinkonzentrationen in der Dense-R-CHOP und in der
Standard-R-CHOP Population an Tag 43 der Therapie
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ABBILDUNG 7 SERUMKONZENTRATIONEN VON CATHELICIDIN IN NG/ML AN TAG 43 DER THERAPIE AUFGETEILT IN
THERAPIETYPEN

TABELLE 7 STATISTISCHE AUSWERTUNG ZU CATHELICIDIN-MESSUNGEN DER SERUMPROBEN AN TAG 43

Therapie- Cathelicidin- | Median | Min. | Max. | IQR p-Wert fiir P-Wert fir
Typ Mittelwert ng/ml Mittelwerte Steigerung
R-CHOP Tag29-43
Tag 43
Standard 11,98 11,87 8,53 | 11,98 | 11,23 - | 0,025 0,977
13,30
Dense 8,91 9,95 4,10 | 11,91 | 6,34 -
10,71

Der Mittelwert der Cathelicidinkonzentration in der Gruppe des Standard-R-CHOP Therapieschema
betrug 11,98 ng/ml, in der Gruppe des Dense-R-CHOP Therapieschema 8,90 ng/ml. Wie bereits an den
vorherigen Therapietagen zeigte die Standard-Therapiegruppe an Tag 43 einen héheren Mittelwert
der Cathelicidinkonzentration als die Dense-R-CHOP Therapiegruppe. Zusatzlich konnte an Tag 43 die
hochste Cathelicidinkonzentration des Therapietages in der Standard-Therapiegruppe gemessen
werden. Die kleinste Cathelicidinkonzentration aller Therapietage konnte am Tag 43 mit 4,20 ng/ml in

der Dense-R-CHOP Therapiegruppe gemessen werden.
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Der Vergleich der Cathelicidinkonzentrationen beider Therapien verglichen, ergab einen signifikanten
Unterschied von 3,07 ng/ml (p= 0,025). Eine signifikante Steigerung der Cathelicidinkonzentration von
Tag 29 auf Tag 42 lieR sich nicht nachweisen (p=0,977).

In allen Therapietagen zeigt die Standard-Therapiegruppe hohere Cathelicidinkonzentrationen.

Im Durchschnitt waren die Mittelwerte der Cathelicidinkonzentrationen in der Standard-
Therapiegruppe um 2,69 ng/ml (Streuung: 1,45 ng/ml — 3,40 ng/ml) groRer als in der Dense-R-CHOP
Therapiegruppe. Die hochsten Cathelicidinkonzentrationen konnten an allen Therapietagen in der
Standard-Therapiegruppe gemessen werden. Die Cathelicidinkonzentrationen der Standard-
Therapiegruppe waren im Durchschnitt 2,215 ng/ml (Streuung: 0,07 ng/ml — 3,57 ng/ml) hoher als die
Cathelicidinkonzentrationen der Dense-R-CHOP Therapiegruppe. Das Cathelicidinminimum war in der
Standard-Therapiegruppe im Durchschnitt um 3,19 ng/ml (Streuung: 1,93 ng/ml- 4,43 ng/ml) geringer
als in der Dense-R-CHOP Therapiegruppe.
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4.6 Graphische Darstellung der Cathelicidinkonzentrationen der Dense-R-CHOP
Therapiegruppe im Therapieverlauf

Dense R-CHOP (1,4,8,15,22,29,43)
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ABBILDUNG 8 GRAPHISCHE DARSTELLUNG DER CATHELICIDINKONZENTRATIONEN IN NG/ML IM ZEITLICHEN
THERAPIEVERLAUF DER PATIENTEN MIT BEHANDLUNG NACH DEM DENSE-R-CHOP (1,4,8,15,22,29,43)
SCHEMA

Um die Cathelicidinkonzentrationen der Patienten der intensivierten Immunochemotherapie (Dense-
R-CHOP-Therapiegruppe) im Therapieverlauf darzustellen, wurde ein Liniendiagramm (Abbildung 10)
erstellt. Insgesamt wurden 3 Therapiezeitraume beschrieben. Der erste Zeitraum beschreibt die
Konzentrationsentwicklung von Tag 1 zu Tag 15, der zweite Zeitraum von Tag 15 bis 29 und der dritte
Zeitraum beschreibt den Konzentrationsverlauf von Tag 29 zu Tag 43 der Therapie. Die
Cathelicidinkonzentration in den 3 Therapiezeitrdumen zeigten starke Variationen zwischen Start- und
Endpunkt als auch in den Cathelicidin-Konzentrationsverlaufen wahrend der Therapie.

Einheitliche Verlaufe, wie etwa eine kontinuierliche Steigerung der Cathelicidinkonzentration, waren
nicht zu beobachten. Bei einigen Patienten konnte das Maximum der Cathelicidinkonzentration an Tag
1 der Therapie (Patient ID# 5), bei anderen an Tag 15 (ID 18) oder an Tag 43 (ID 10) der Therapie
gemessen werden. Auch die geringsten Cathelicidinkonzentrationen der jeweiligen Patienten wurden

an unterschiedlichen Therapietagen gemessen.
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4.7 Graphische Darstellung der Cathelicidinkonzentrationen der Standard-R-
CHOP Therapiegruppe im Therapieverlauf

R-CHOP (1,15,29,43)
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ABBILDUNG 9 GRAPHISCHE DARSTELLUNG DER CATHELICIDINKONZENTRATIONEN IN NG/ML IM ZEITLICHEN
THERAPIEVERLAUF DER PATIENTEN MIT BEHANDLUNG NACH DEM REGULAREN R-CHOP (1,15,29,43) SCHEMA

Die Abbildung 9 stellt die Cathelicidinkonzentrationen (LL37) der Patientengruppe der Standard-
Immunochemotherapie nach R-CHOP Schema im Therapieverlauf dar. Auch in dieser Abbildung wird
deutlich, dass keine einheitlichen Cathelicidin-Konzentrationsverlaufe gemessen werden konnten.
Anfangs- und Endkonzentrationen variierten. Das Minimum als auch das Maximum der
Cathelicidinkonzentrationen wurde an unterschiedlichen Therapietagen gemessen.

Bei einigen Patienten kam es zu einer Zunahme der Cathelicidinkonzentration mit einem Maximum
der Cathelicidinkonzentration an Tag 43 der Therapie (ID 193). In anderen Serumproben lieRen sich
jedoch an Tag 43 die geringsten Cathelicidinkonzentrationen im Therapieverlauf messen (ID 169). Auch
der Verlauf der Cathelicidinkonzentration gemessen an Therapietag 15 und 29 variierte. Bei einigen
Patienten zeigte sich eine anfangliche Steigerung von Tag 1 zu Tag 15 der Therapie, jedoch im Verlauf
eine Reduktion der Cathelicidinkonzentration. Andere Cathelicidinkonzentrationen zeigten sich im
Verlauf kontinuierlich abfallend zwischen den Tagen 1 und 29 und mit einem starken Anstieg zwischen

Tag 29 und 43 der Therapie (1401 und 1402).
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4.8 Cathelicidinkonzentrationen im Therapieverlauf

TABELLE 8 WERTE DER CATHELICIDINKONZENTRATIONEN IN NG/ML WAHREND DER THERAPIE, ENTWICKLUNG DER
CATHELICIDINKONZENTRATIONEN IN % IM THERAPIEVERLAUF

Mittelwerte Entwicklung

Ent\Vlcl\lung Entwicklung Ent\Vlcklung Durschn

9.51 3. 3% -3 5%
8.02 9.83 10.76 10.59 22.6% 9.5% -1.6% 32.0%
5 832 72 5.19 571 -13.5% -27.9% 10.0% -31.4%
Dense 10 9.54 8.5 11.19 11.91 -10.9% 31.6% 6.4% 24.8%
R-CHOP 11 941 743 8.09 8.24 -21.0% 8.9% 1.9% -12.4%
14 10.01 8.54 9.81 10.81 -14.7% 14.9% 10.2% 8.0%
18 6.8 6.62 83 4.1 -2.6% 25.4% -50.6% -39.7%
20 10.14 8.65 7.43 9.62 -14.7% -14.1% 29.5% -5.1%
139 11.09 11.78 133 13.29 6.2% 12.9% 0.1% 19.8%
140 10.3 12.13 13.56 13.3 17.8% 11.8% -1.9% 29.1%
169 8.73 11.6 921 853 329% -20.6% -7.4% -23%
R-CHOP 193 9.87 10.68 11.09 11.23 8.2% 3.8% 1.3% 13.8%
1400 12.04 13.87 13.86 13.86 15.2% -0.1% 0.0% 15.1%
1401 9.28 9.01 10.93 11.87 -2.9% 21.3% 8.6% 27.9%
1402 11.66 929 1442 11.76 -20.3% 55.2% -18.4% 0.9%

Die Tabelle 7 zeigt die genauen Werte sowie die durchschnittliche Entwicklung der
Cathelicidinkonzentration der Patienten wahrend der Therapie.

Die Konzentrationsentwicklung von Therapietag 1 zu Therapietag 15 streute in der Standard-R-CHOP
Therapiegruppe (ID: 139-1402) zwischen -20,3% (min.) bis +32,9% (max.), in der Standard-R-CHOP
Therapiegruppe (ID: 3-20) zwischen -21,0% (min.) bis +22,6% (max.).

Wahrend des Therapiezeitraums Tag 15 zu Tag 29 variierten die Cathelicidinkonzentrationen in der
Standard-R-CHOP Therapiegruppe zwischen -20,6% (min.) und +55,2% (max.), in der intensivierten
Therapiegruppe zwischen -27,9% (min.) und 31,6% (max.).

Der dritte Therapiezeitraum zwischen den Therapietagen 29 und 43 zeigte in der Standard-R-CHOP
Therapiegruppe eine Entwicklung von -18,4 (min.) bis +8,6% (max.) sowie in der intensivierten
Therapiegruppe Werte zwischen -50,6% (min.) und +29,5 % (max.).

Insgesamt zeigten sich unterschiedliche Konzentrationsverldufe, die stark um einen Mittelwert (2,01
ng/ml) streuten. Das durchschnittliche Wachstum in der intensivierten Therapiegruppe (Dense-R-
CHOP) variierte zwischen -2,3% (min.) und +29,1% (max.). In der Standard-Therapiegruppe waren

durchschnittliche Konzentrationsverldufe zwischen -39,7% (min.) und +32,0% (max.) zu messen.
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4.9 Vitamin-D-Konzentrationen an Tag 1 der Therapie
25 OHD ng/ml Messungen

25
214

[3®]
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—
(9]

25 OHD in ng/ml
S

3 4 5 10 11 14 18 20 139 140 169 193 1400 1401 1402

Patienten-#
Dense R-CHOP R-CHOP

ABBILDUNG 10 GRAPHISCHE DARSTELLUNG DER VITAMIN-D-KONZENTRATION IN NG/ML AN TAG 1 DER THERAPIE
BEIDER PATIENTENGRUPPEN (R-CHOP UND DENSE-R-CHOP). *GEMESSENE VITAMIN- D-KONZENTRATION <

ANG/ML

Das Balkendiagramm zeigt die Vitamin-D-Konzentrationen (OHD 25) in ng/ml der Patienten (#ID) an
Tag 1, 30 Minuten vor Therapiebeginn. Die Vitamin-D-Konzentration des Patienten ID# 140 konnte,
aufgrund einer Vitamin-D-Konzentration von unter 4 ng/ml nicht exakt gemessen werden. Die
Konzentration wurde in der Abbildung 10 mit 4 ng/ml* angegeben.

Alle untersuchten Serumproben zeigten Konzentrationen unterhalb der Normwertgrenze von 30
ng/ml. Ein Vitamin-D-Mangel konnte in 9 Proben (60%) nachgewiesen werden.

Die durchschnittliche Vitamin-D-Konzentration der messbaren Proben lag bei 8,95 ng/ml und liegt

damit im Bereich eines Vitamin-D-Mangels.
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4.10 Zusammenhang der Cathelicidinkonzentrationen im Therapieverlauf, der
Cathelicidinkonzentration an Tag 1 und der Vitamin-D-Konzentration

TABELLE 9 KORRELATION ZWISCHEN CATHELICIDINKONZENTRATIONEN, VERLAUF DER
CATHELICIDINKONZENTRATIONEN SOWIE GEMESSENER VITAMIN-D-KONZENTRATION

Korrelationskoeffizient zwischen durchschnittlicher LL37 Entwicklung | 0,444

und LL37-Mittelwert der Patienten an Tag 1

Korrelationskoeffizient zwischen durchschnittlicher LL37 Entwicklung | -0,168

und OHD beider Therapiegruppen

Korrelationskoeffizient zwischen durchschnittlicher LL37 Entwicklung | -0,004

und OHD der DENSE-R-CHOP Therapie

Korrelationskoeffizient zwischen durchschnittlicher LL37 Entwicklung | -0,196

und OHD Standard-R-CHOP Therapie
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ABBILDUNG 11 KORRELATION DER DURCHSCHNITTLICHEN CATHELICIDINKONZENTRATIONEN IM THERAPIEVERLAUF
UND DER PATIENTENZUGEHORIGEN VITAMIN-D-KONZENTRATION IN NG/ML AN TAG 1 DER THERAPIE

Um einen linearen Zusammenhang zwischen der durchschnittlichen Entwicklung der
Cathelicidinkonzentration und der Cathelicidinkonzentration an Tag 1 der Therapie beider
Therapiegruppen zu lGberpriifen, wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson verwendet. Der Wert
betrug 0,444 und wies damit auf einen maRigen linearen Zusammenhang hin. Somit war die
Entwicklung der Cathelicidinkonzentration im Therapieverlauf nur geringfligig von der

Cathelicidinkonzentration an Tag 1 der Therapie abhangig (Abbildung 11).
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Der Korrelationskoeffizient nach Pearson zwischen dem durchschnittlichen Konzentrationsverlauf von
Cathelicidin und der Vitamin-D-Konzentration an Tag 1 der Therapie beider Therapiegruppen ergab
einen negativen Wert im Bereich von 0 und zeigte damit keine Korrelation beider Variablen.
Weiterhin wurde mittels des Pearson-Korrelationskoeffizienten Uberpriift, ob eine Korrelation
zwischen dem Verlauf der Cathelicidinkonzentrationen wahrend der Therapie und der Vitamin-D-
Konzentration bestand. In der intensivierten Therapiegruppe (Dense-R-CHOP Therapiegruppe) zeigte
sich ein Korrelationskoeffizient von 0. Der Wert in der Standard-Therapiegruppe betrug -0,196.

Die berechneten Korrelationskoeffizienten ergaben, dass kein linearer Zusammenhang zwischen
beiden Variablen in den Therapiegruppen bestand. Die Abbildung 11 veranschaulicht, dass kein
linearer Zusammenhang zwischen der durchschnittlichen Cathelicidinentwicklung und der Vitamin-D-

Konzentration gegeben war.
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5 Diskussion

5.1 Cathelicidinkonzentrationen im Therapieverlauf
Mehrere Studien haben einen Zusammenhang zwischen Lymphomtherapie, der durch sie ausgeldsten

ADCC und Cathelicidin beschrieben®°®°7, Allerdings sind die molekularen Mechanismen, die diesen
Prozess bestimmen, noch nicht vollstindig verstanden . In der vorliegenden Arbeit habe ich die
Konzentration von Cathelicidin in Serumproben gemessen und eine mégliche Rolle von Cathelicidin als
Marker der ADCC von NK-Zellen in der Immunchemotherapie der diffus-grof3zelligen B-Zell-Lymphome

untersucht.

Miiller et al. untersuchten die Pharmakokinetik von Rituximab in einer Phase-lI-Studie. Die mediane
Rituximabdosis lag bei 671 mg, die Halbwertzeit von Rituximab - abhangig von Gewicht und Geschlecht
des Patienten - im Durchschnitt bei 27 Tagen. Wahrend der Therapie konnte eine kontinuierliche
Steigerung mit Maximum der Rituximabkonzentration am letzten Therapiezyklustag gemessen werden

(Steigerung von 38,9 ug/ml nach der ersten auf 140 pg/ml nach der letzten Rituximabinfusion) %.

Weder die Standard-R-CHOP noch die Dense-R-CHOP Therapiegruppe zeigte einheitliche —also
kontinuierlich steigenden oder fallenden- Konzentrationsverlaufe von Cathelicidin. Die
Arbeitshypothese, dass sich kontinuierlich steigende bzw. fallende Cathelicidinkonzentrationen
messen lassen, konnte nicht bestatigt werden. Vermutlich eignet sich Cathelicidin nicht als Marker der

ADCC im Verlauf einer Immunochemotherapie.

Eine Ursache fiir die uneinheitlichen Verlaufe der Cathelicidinkonzentration ist aufgrund der geringen
Fallzahl schwer zu beschreiben. Ein Storfaktor der Messung des Cathelicidins kénnte durch die
Freisetzung aus Neutrophilen Granulozyten (0,60 ug 1076 Zelle) bedingt sein, aber auch in Monozyten,
T-Zellen und in Mastzellen wird Cathelicidin gespeichert *°. Cathelicidin in seiner aktiven Peptidform
wirkt nicht nur antibakteriell, antiviral oder antifugal, sondern kann auch chemotaktisch wirken und
die Produktion verschiedener Zytokine und weiterer Inmunzellen stimulieren %1% Niyonsaba et al.
berichten, dass Cathelicidin selbst Mastzellen und ihre Degranulation stimuliert 1°21%, Sie werden
aktiviert, schiitten gespeicherte Granula und pro-inflammatorische Mediatoren wie Histamin oder
Prostaglandine aus, erh6hen die GefaBpermeabilitdit und unterstiitzen die Immunzellinfiltration
89102104 ' 7ysatzlich werden durch die Degranulation noch weitere gespeicherte Cathelicidinmengen
ausgeschiittet 1%, Durch veridnderte Zytokinkonzentrationen im Gewebe, durch vermehrten
Zelluntergang und/oder durch Infektionen werden zuséatzlich weitere Immunzellen wie neutrophile
Granulozyten, NK-Zellen, Makrophagen oder Mastzellen angelockt und aktiviert. Es ist moglich, dass
die Cathelicidinkonzentration nicht nur durch die Granulaausschittung der NK-Zellen wahrend der

ADCC, sondern auch durch weitere Immunzellen sowie durch das Zellmilieu beeinflusst wird . Je nach
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Menge der zusatzlichen Immunzellen, welche durch die Therapie oder durch andere beschriebene
Faktoren aktiviert werden, konnen die gemessenen Cathelicidinwerte beeinflusst werden. Dass dieses
einen Einfluss auf die in dieser Arbeit gemessenen Cathelicidinkonzentrationen genommen haben

koénnte, ist bei der Interpretation der Ergebnisse zu beriicksichtigen.

Es ist zu beachten, dass die Patienten, die an der RICOVER-60 Studie teilnahmen, eine zusatzliche
Therapie mit einem Granulozyten-stimulierenden-Faktor (G-CSF) erhielten. Eine G-CSF Therapie fiihrt
unter anderem zu einer Stimulation von hamatopoetischen Vorlauferzellen und zur Proliferation von
vor allem neutrophilen Granulozyten. Zusatzlich werden bereits reife neutrophile Granulozyten durch
G-CSF-Rezeptoren aktiviert und chemotaktisch zum Infektionsherd gelockt °>1%  G-CSF kann als
Medikament zur Immunochemotherapie bei aggressiven Lymphomen gegeben werden, um die Anzahl
der neutrophilen Granulozyten, welche durch die Chemotherapie reduziert werden, zu erhéhen und
febrile Neutropenie, schwere Infektionen und durch sie bedingte Hospitalisierungen und
Therapieverzégerungen vorzubeugen 1%, Neben den NK-Zellen, die wiahrend der ADCC aktiviert
werden, sind durch den G-CSF nicht nur eine vermehrte Anzahl von neutrophilen Granulozyten
vorhanden, sondern kommt auch zu einer vermehrten Stimulation und Aktivitdt der Zellen wahrend
der Therapie 1%. Es ist vorstellbar, dass Cathelicidin in gréReren Mengen aus den stimulierten
neutrophilen Granulozyten freigesetzt wird. Die hohen Konzentrationen von Cathelicidin wahrend der
Therapie an allen untersuchten Therapietagen des Patienten mit der ID 1400 aus der RICOVER-60
Studie, welcher eine zusatzliche G-CSF Therapie erhielt, konnte fiir einen Einfluss von G-CSF auf die
Cathelicidinkonzentration  sprechen. Dieser Patient hatte die hochste Cathelicidin-
Durchschnitskonzentration wahrend der Therapie. Auch der Patient mit der ID 1402 erhielt eine
zusatzliche G-CSF Therapieunterstiitzung. In der Serumprobe am Therapietag 29 konnte die héchste
Cathelicidinkonzentration der in dieser Arbeit untersuchten Proben im gesamten Therapieverlauf
gemessen werden. Fast alle Proben der beiden Patienten (ID 1400 und ID 1402) hatten héhere
Cathelicidinkonzentrationen als die durchschnittliche Cathelicidinkonzentration am jeweiligen
Therapietag. Entgegen dem eben dargestellten positiven Konzentrationsverlauf von Cathelicidin der
beiden Patienten waren die Messwerte des Patienten mit der ID 1401. Die ersten beiden gemessenen
Proben von Tag 1 und Tag 15 der Therapie zeigten nur niedrige, im Vergleich zum Gesamtdurchschnitt
aller gemessenen Serumproben am jeweiligen Therapietag sogar unterdurchschnittlich niedrige Werte
auf. Ob der G-CS Faktor einen direkten Einfluss auf die gemessenen Cathelicidinkonzentrationen
genommen hat oder ob die Cathelicidinkonzentrationen durch den G-CS Faktor verandert worden sind,
kann aus den ermittelten Daten nicht beschrieben werden. Dieses sollte jedoch bei der Interpretation
der Ergebnisse beachtet werden. Aufgrund der nur geringen Anzahl der untersuchten seriellen
Serumproben aus der RICOVER-60 Studie kann keine eindeutige Schlussfolgerung liber den Einfluss

des G-CS Faktors auf die Cathelicidinkonzentration gezogen werden. Gegebenenfalls misste
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Cathelicidin aus EDTA Vollblut frisch bestimmt werden, da bei der Gewinnung von Serum und dem
Einfrieren neutrophile Granulozyten lysiert und so Cathelicidin freigesetzt werden kdnnte. Alternativ

kénnten auch LL-37 mRNA nach Zellseperation in den einzelnen Zelltypen bestimmt werden.

Interessant ist der Vergleich der Cathelicidinkonzentrationen der Dense-R-CHOP und der Standard-R-
CHOP-Therapiegruppe im Verlauf der Therapie. Aufgrund der zeitlich intensivierten Rituximabgaben
in der Dense-R-CHOP Therapiegruppe erwarteten wir, dass durch die hoheren
Rituximabkonzentrationen wahrend des Therapiezeitraumes eine vermehrte Anzahl von Effektorzellen
stimuliert und aktiviert werden und eine entsprechend hohere Cathelicidinmenge ausgeschiittet und
eine hohere Cathelicidinkonzentration zu messen sein miisste. Diese Annahme konnte mit den in
dieser Arbeit ermittelten Ergebnissen nicht bestatigt werden. Im Gegensatz dazu zeigte die Standard-
R-CHOP Therapiegruppe im Vergleich zur Dense-R-CHOP Therapiegruppe an allen untersuchten
Therapietagen signifikant hohere Durchschnittskonzentrationen. Zusatzlich war in der Standard-R-
CHOP Therapiegruppe die héchste Cathelicidinkonzentration aller untersuchten Proben zu messen. Ein
Vergleich und eine mogliche Interpretation fir diese Ergebnisse sind aufgrund der bis dato sehr
geringen Datenlagen von Cathelicidin und NHL nur schwer moglich. Es ist jedoch zu diskutieren, ob das
Maximum der durch NK-Zellen ausgeldsten ADCC bereits friihzeitig in der Rituximabtherapie erreicht
wird. Durch eine zeitliche Intensivierung der Rituximabtherapie kann die individuelle
Cathelicidinfreisetzung durch Effektorzellen sowie seine Wirkung nicht weiter stimuliert werden. Auch
eine Beeinflussung der freigesetzten Cathelicidinmenge durch die zusatzliche G-CSF Therapie sollte bei

der Interpretation der Ergebnisse berlicksichtigt werden.

Mittels des Pearson Korrelationskoeffizienten wurde nur ein maRiger linearer Zusammenhang
zwischen der Cathelicidinkonzentration an Tag 1 der Therapie und dem durchschnittlichen Verlauf der
Cathelicidinkonzentration in den gemessenen Zeitradumen berechnet. Ein Zusammenhang zum Verlauf
der Cathelicidinkonzentration wahrend der Therapie und der Startkonzentration von Cathelicidin von
Tag 1 der Therapie konnte nicht ermittelt werden. Die Anzahl der stimulierten Effektorzellen und die
damit ausgeschittete Cathelicidinkonzentration am Anfang der Therapie stehen nur ,schwach” im
Zusammenhang mit der stimulierten Effektorzellanzahl wahrend des Therapieverlaufes. Eine
vermutete starker stimulierte ADCC wahrend der Therapie durch eine hohe Anzahl stimulierter
Effektorzellen am Anfang der Therapie liel sich mit dieser Arbeit nicht bestatigen.

In der Arbeit lag der Mittelwert aller Cathelicidinmessungen der untersuchten Proben bei 10,14 ng/ml.
In der Literatur werden derzeit keine Normbereiche beschrieben. Gombart et al. beschreiben
Cathelicidinkonzentrationen im Bereich 650343 ng/ml, in einer anderen Studie werden Cathelicidin-
Konzentrationswerte vom 49,5+23,8 ng/ml beschrieben 1%, Der groRe Unterschied der Messwerte

lasst sich durch unterschiedliche Messmethoden erklaren. Die Studien verwenden unterschiedliche
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und nicht standardisierte Untersuchungsmethoden. Auch die unterschiedliche Gewinnung,
Verarbeitung und der unterschiedliche Transport kdnnen Einfluss auf die Cathelicidinkonzentration
nehmen. In dieser Arbeit wurden standardisierte Verfahren und einheitliche Messpakete zur
Bestimmung von Cathelicidinkonzentrationen der Firma HycultBiotech verwendet. Eine interne
Vergleichbarkeit der Ergebnisse in dieser Arbeit ist gegeben. Auch durchgefiihrte
Stichprobenkontrollen einzelner Proben zur Uberpriifung der Cathelicidinkonzentrationen durch den
Einsatz neuer Chargen der Firma HycultBiotech zeigten keine Konzentrationsabweichungen >10% und
sprechen fiir eine valide Versuchsreihe.

In der Diskussion zu Cathelicidinkonzentrationen und ihrer Interpretation sollte beachtet werden, dass
Cathelicidin in unterschiedlichen Gewebe nachzuweisen ist. Je nach Gewebe kann Cathelicidin eine
andere Wirkung bzw. einen anderen Einfluss auf das Gewebe nehmen. Zum Beispiel zeigten
Cathelicidin Knockout-Mausen, denen Melanomgewebe implantiert wurden, ein verstarktes
Tumorwachstum ®. Auch in normaler Kolonmukosa l3sst sich eine Cathelicidinexpression nachweisen.
In Kolon-Malignomgewebe ladsst sich eine ,Runterregulation” des Proteins und damit verringerte
Cathelicidinkonzentrationen nachweisen. Anders verhalt sich das Protein in malignem Ovargewebe.
Hier konnte eine verstarkte Expression von Cathelicidin im Tumorgewebe gemessen werden. Eine
verstarkte Tumorproliferation und eine verstarkte Angiogenese des Tumors werden im
Zusammenhang mit einer verstarkten Expression von Cathelicidin in malignem Ovargewebe

10

beschrieben 1%, Geringe Konzentrationen von Cathelicidin konnten in malighem lymphatischen

Gewebe (Burkitt Lymphom) nachgewiesen werden %7/1%,

Bei der Interpretation der Ergebnisse ist zu beachten, dass nur eine begrenzte Anzahl von seriellen
Serumproben zu den Therapiezeitpunkten, die in dieser Arbeit untersucht worden sind, vorhanden
war. Aufgrund des kleinen Stichprobenumfangs sowie der nicht einheitlich verlaufenden
Cathelicidinkonzentrationen ist es schwierig zu sagen, ob es keine relevante Steigerung bzw.
einheitliche Verlaufe der Cathelicidinkonzentration gibt oder ob diese aufgrund des
Stichprobenumfanges nur nicht nachgewiesen konnte. Um eine maoglicherweise steigende
Cathelicidinkonzentration wahrend der Therapie nachweisen zu konnen, bedarf es gegebenenfalls ein
groBeres Untersuchungskollektiv. Neben einer eingeschrankten Anzahl an Serumproben zu
bestimmten Zeitpunkten der Therapie muss diskutiert werden, ob die Proben im Rahmen der Studie
eventuell unter unterschiedlichen Bedingungen entnommen, gesammelt und transportiert worden
sind.

In dieser Arbeit fungiert das Protein Cathelicidin nicht als direkter biologischer Marker fir die durch
NK-Zellen eingeleitete ADCC. Es kann sein, dass andere Faktoren im Zusammenhang mit NHL
Erkrankungen und einer Immunochemotherapie einen Einfluss auf die Cathelicidinkonzentrationen

haben. Zusatzlich kann nicht ausgeschlossen werden, dass nicht messbare Faktoren, wie
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unterschiedliche Lagerung und Transport, eine Rolle spielen. Weitere Moglichkeiten zur Bestimmung
von Cathelicidinkonzentrationen waren Messungen von Cathelicidin zum Beispiel in Li-Heparin Plasma
oder EDTA Vollblut. Dadurch kdénnte eine Freisetzung von Cathelicidin aus neutrophilen Granulozyten
reduziert werden. Ein moglicher Einfluss auf die in dieser Arbeit gemessenen
Cathelicidinkonzentrationen kdnnte verringert werden.

Eine Messung der LL-37 mRNA und eine Messung der peripheren Cathelicidinkonzentration wiirden
Hinweise auf den Anteil dullerer Einfllsse auf die zu messende Cathelicidinkonzentration bringen.

Die Cathelicidinmessungen dieser Arbeit lassen keine eindeutige Schlussfolgerung, dass Cathelicidin

als Marker fiir die ADCC in Patienten mit aggressivem B-Zell-Lymphom geeignet ist, zu.
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5.2 Cathelicidinmessungen und Patientencharakteristika
Das durchschnittliche Erkrankungsalter der Patienten in dieser Arbeit lag bei 63,2 Jahren, da Patienten

aus einer Studie fir Patienten im Alter von 18-60 Jahren eingeschlossen wurden (UNFOLDER). Das
Durchschnittsalter bei DLBCL Patienten in Deutschland liegt bei etwas unter 70 Jahren.

13 (87%) der 15 Patienten hatten eine vollstandige Remission. Zwei Patienten hatten im Studienverlauf
ein Rezidiv. Die Studienteilnehmerin mit der ID 18 erkrankte ca. flinf Jahre nach Therapieende an
einem Rezidiv. Sie erhielt Rituximabinfusionen in einem 14-tigigen Zeitintervall (Dense-R-CHOP; 6x
CHOP-14/12xR). Bei den gemessenen Cathelicidinkonzentrationen der Patientin fallt auf, dass die
Cathelicidinkonzentrationen wahrend der Therapie im Durchschnitt fallen (-39,7%). Die Abnahme der
Cathelicidinkonzentration im Therapieverlauf ist bei keinem anderen Patienten starker. Die einzelnen
Cathelicidinkonzentrationen (4,1 - 8,3 ng/ml) der Patientin im Therapieverlauf sind im Vergleich der
Cathelicidinkonzentrationen der anderen Patientin niedrig. Die hochste Cathelicidinkonzentration mit
8,3 ng/ml ist niedriger als alle anderen Cathelicidinkonzentration im gesamten Therapieverlauf. Ob ein
Zusammenhang zwischen den niedrigen Cathelicidinkonzentrationen und dem Rezidiv der Patientin
besteht, ist aufgrund des Einzelfalles schwer zu beurteilen. Die Patientin mit der ID 169 hatte ca. drei
Jahre nach Therapieende ein Rezidiv. Die Rituximabgabe wurde in keinem intensivierten Zeitintervall
infundiert. Die Cathelicidinkonzentrationen der Patientin variierten im Therapieverlauf zwischen 8,53
ng/ml und 11,6 ng/ml und die Konzentration nahm im Therapieverlauf durchschnittlich um 2,3% ab.
Damit unterscheidet sich die Patientin von dem {Uibrigen Untersuchungskollektiv, welches eine
durchschnittliche Zunahme der Cathelicidinkonzentration im Therapieverlauf zeigt (+5,91%). Beide
Patienten zeigten eine durchschnittlich fallende Cathelicidinkonzentration im Therapieverlauf.
Insgesamt zeigten 5 der 15 Patienten in dieser Arbeit eine fallende Cathelicidinkonzentration im
Therapieverlauf. 2 der 5 Patienten hatten im Kontrollzeitraum nach Therapieende ein spétes (>1 Jahr)

Rezidiv.

52



5.3 Cathelicidinkonzentrationen im Zusammenhang der gemessenen Vitamin-

D-Konzentrationen
Vitamin-D, 1,25 Dihydroxyvitamin-D3 (1,25 OH2D3), ist ein Modulator des Immunsystems. Durch

Bindung an spezifische DNA-Sequenzen, sogenannte Vitamin-D-Response-Elemente, kann 1,25 OH2D3
die Transkription verschiedener Proteine beeinflussen. Die Promotoren des antimikrobiellen Peptides
(Camp) enthalten Vitamin-D-Rezeptoren, welche eine 1,25 OH2D3 abhingige Genexpression
vermitteln. Die Cathelicidinexpression wird so zum Beispiel in Monozyten, in Keratinozyten, in
neutrophilen Granulozyten oder in NK-Zellen induziert ®’. Die Vitamin-D-Konzentration wurde in den
Proben an Tag 1 der Therapie bestimmt.

In dieser Arbeit wurde Uberprift, ob ein linearer Zusammenhang zwischen gemessenen Vitamin-D-
Konzentrationen an Tag 1 der Therapie und der Cathelicidinkonzentration an Tag 1 oder dem Verlauf
der Cathelicidinkonzentration wahrend der Therapie besteht. Eine Korrelation dieser Variablen wiirde
flir einen Einfluss von Vitamin-D auf die zu messende Cathelicidinkonzentration sprechen.

Der durchschnittliche Vitamin-D-Serumspiegel variierte in den Proben zwischen 21,4 ng/ml und einem
nicht messbaren Wert <4 ng/ml. Der Mittelwert der gemessenen Vitamin-D-Konzentration lag bei 8,95
ng/ml und liegt mit diesem Wert im Definitionsbereich eines Vitamin-D-Mangels. Es zeigte sich, dass
die Mehrheit der untersuchten Patientenproben ungeniigende Vitamin-D-Konzentrationen aufwiesen
(< 30 ng/ml). Auch andere Studien konnten eine haufig ungeniigende Vitamin-D-Versorgung in
gesunden als auch in hospitalisierten Patienten zeigen und bestitigen die ermittelten Daten #&109110,
Eine Korrelation zwischen Vitamin-D und den gemessenen Cathelicidinkonzentrationen wurde mittels
des Pearsons Korrelationskoeffizienten gepriift. Fiir die Cathelicidinkonzentration an Tag 1 und dem
durchschnittlichen Verlauf der Cathelicidinkonzentration der Patientin zeigte sich nur ein geringer
linearer Zusammenhang. Die Startkonzentrationen von Cathelicidin am Anfang der Therapie haben nur
einen geringen Einfluss auf die Cathelicidinkonzentration wahrend der Therapie.

Ein Zusammenhang zwischen der Vitamin-D-Konzentration und dem Verlauf der
Cathelicidinkonzentration wahrend der Therapie konnte nicht gemessen werden. Beide Variablen
verhalten sich unabhangig voneinander. Verschiedene Studien bestatigen diese Ergebnisse. Auch
Yamshchikov oder Adams et al. konnten keinen linearen Zusammenhang zwischen der Vitamin-D-
Konzentrationen und dem Verlauf von Cathelicidinkonzentrationen feststellen 1117113,

Zu diskutieren ist, ob die weit verbreiteten ungeniigenden Vitamin-D-Konzentrationen bereits einen
Einfluss auf die Ausgangskonzentration und auf die gesamte Cathelicidinentwicklung wahrend der
Therapie haben. Alle untersuchten Proben zeigten eine unzureichende Vitamin-D-Versorgung, der
groRte Teil der untersuchten Proben zeigte Werte im Bereich eines Vitamin-D-Mangels (< 10ng/ml).
Untersuchungen zu Cathelicidinkonzentrationen bei Patienten mit suffizienten Vitamin-D-
Konzentrationen konnten in dieser Arbeit aufgrund der begrenzten Anzahl der seriellen Serumproben

nicht untersucht werden. Eine positive Korrelation zwischen der Cathelicidinkonzentration und
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Vitamin-D-Konzentration konnte in einer Studie mit knapp 20 gesunden Probanden gezeigt werden 114,
Aufgrund der doch kleinen Probandengruppe und der Vitamin-D-Konzentrationseinschrankung <32
ng/ml handelt es sich aber eher um eine kleine Studie mit begrenzter Aussagekraft.

Eine Studie von Bruns et al. untersuchte Cathelicidinkonzentrationen in gesunden Probanden vor und
nach Vitamin-D-Behandlung. Gesunde Probanden mit niedrigen Vitamin-D-Serumkonzentrationen
erhielten eine Vitamin-D-Supplementation mit 40.000 IE 25-OH Vitamin-D fiir 6 Wochen. Die in dieser
Studie untersuchten Makrophagen, welche ebenfalls Cathelicidin exprimieren, zeigten nach Vitamin-
D-Supplementation eine signifikant hohere Cathelicidin mRNA Expression im Vergleich vor Vitamin-D-
Supplementation. Auch eine hohere Anzahl an Vitamin-D-Rezeptoren war nach Vitamin-D-
Supplementation zu messen. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass die ADCC via Cathelicidin bei
DLBCL Patienten durch tumorassoziierte Makrophagen in vitro durch Vitamin-D-Supplementation
gesteigert werden konnte 1%, Diese experimentelle Arbeit von Bruns et al. fand Hinweise darauf,
tumor-assoziierte Makrophagen in NHL (DLBCL) Vitamin-D abhangig Cathelicidin freisetzen. Jedoch
muss beachtet werden, dass nach derzeitigem Wissen vor allem NK-Zellen als Haupteffektorzellen der
ADCC bekannt sind. NK-Zellen sind jedoch nur selten im aggressiven NHL Gewebe nachzuweisen °,
Bruns et al. beschreiben, dass aggressive Lymphome mittels CYP24A1 aktives Calcitriol und Calcidiol
hydroxylieren und so inaktivieren kénnen. Dadurch wird eine Vitamin-D-arme Tumorumgebung
geschaffen. Uber die Produktion des CYP-Proteins kann die Cathelicidininduktion reduziert werden %
. Eine verstarkte CYP24A1 Expression konnte in verschiedenen Tumorarten, wie zum Beispiel in
Pankreaskarzinom, Lungenkarzinom, Kolonkarzinom sowie in NHL nachgewiesen werden %%!¢ Wie
CYP24A1 reguliert wird und welchen Einfluss es in der Tumorpathogenese und -proliferation von NHL
spielt, ist derzeit noch unklar und muss in weiteren Studien untersucht werden. Interessant zur
Erweiterung dieser Arbeit ware eine Untersuchung der Cathelicidin-Promotoraktivitat, der
Transkriptionsrate der Cathelicidin-mRNA und der tatsachlich nachweisbaren
Cathelicidinkonzentration — zusatzlich zur Betrachtung der Vitamin-D-Konzentration. Eine 1,25
Hydroxyvitamin-D vermittelte Expression von pro-LL37 konnte in verschiedenen Studien gezeigt

117 Es ist moglich, dass auf mRNA Ebene eine verstirkte Pro-Cathelicidinproduktion bei

werden
hoheren Vitamin-D-Konzentrationen nachzuweisen ist, dieses jedoch durch Messungen der
Cathelicidinkonzentration in Proben nicht zu detektieren ist. Ahnliche Ergebnisse konnte in Studien zu
Cathelicidin und der Hauterkrankung Psoriasis gezeigt werden 118,

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die vorliegenden Ergebnisse keinen Zusammenhang zwischen
Cathelicidinkonzentrationen bei DLBCL Patienten und Vitamin-D-Konzentrationen herstellen lassen.
Ob sich Vitamin-D und/oder Cathelicidin LL-37 als prognostische Faktoren eignen, muss in

weiterflihrenden Studien mit groRerer Probandenzahl oder durch andere Messmethoden untersucht

werden.
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