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Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Erlduterung

1,25(0OH).D 1,25-Dihydroxyvitamin D (i.e. 1,25(OH),D; und 1,25(0H).Ds)

1,25(0H),D, 1,25-Dihydroxyergocalciferol

1,25(0H),D; 1,25-Dihydroxycholecalciferol

25(0OH)D 25-Hydroxyvitamin D (i.e. 25(OH)D2 und 25(0OH)Ds)

25(0OH)D, 25-Hydroxyergocalciferol

25(0OH)Ds 25-Hydroxycholecalciferol

95 %-KI 95 %-Konfidenzintervall

ADCC engl. antibody dependent cellular cytotoxicity; Antikorper-abhangige
zellulare Zytotoxizitat

ADCP engl. antibody dependent cellular phagocytosis; Antikérper-abhangige
zelluldre Phagozytose

AK Antikorper

ALL Akute lymphoblastische Leukdamie

AML Akute myeloische Leukdamie

AMP engl. antimicrobial peptides; antimikrobielle Peptide

ANCA Antineutrophile zytoplasmatische Antikorper

APC engl. antigen presenting cells; Antigen-prasentierende Zellen

B-NHL Non-Hodgkin-Lymphom der B-Zell-Reihe

Calcidiol 25-Hydroxycholecalciferol

Calciol Cholecalciferol

Calcitriol 1,25-Dihydroxycholecalciferol

c-CBL engl. casitas B-lineage lymphoma

CcD engl. cluster of differentiation; immunphanotypische Merkmale auf
Zelloberflachen, die zur Zelldifferenzierung verwendet werden kénnen

CcDC engl. complement dependent cytotoxicity; Komplement-abhangige
Zytotoxizitat

CHOP Chemotherapie-Protokoll bestehend aus Cyclophosphamid, Doxorubicin,
Vincristin und Prednison

CLL Chronische lymphatische Leukdamie

CO; Kohlenstoffdioxid

CYP24A1 25-Hydroxyvitamin D-24-Hydroxylase

CYP27B1 25-Hydroxyvitamin D-1a-Hydroxylase

DBP engl. vitamin D binding protein; Vitamin D-Bindeprotein

DC engl. dendritic cell; dendritische Zelle

DEGS1 Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland

DLBCL engl. diffuse karge B-cell lymphoma; diffus groRzelliges B-Zell-Lymphom

E/T-Ratio engl. effector cell to target cell ratio; Effektor-Zielzellen-Verhaltnis

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGFR engl. epidermal growth factor receptor; epidermaler Wachstumsfaktor-
Rezeptor

ErbB engl. avian erythroblastosis oncogene B

F engl. female; weiblich

Fc engl. fragment crystallizable region; kristallisierbare Region, die konstante
Region eines Antikorpers

FCS engl. fetal calf serum; Fetales Kélberserum

FcyRlll Fc-Gamma-Rezeptor 11l (CD16)

FITC Fluoresceinisothiocyanat
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Abkiirzung Erlduterung

FL Follikuldares Lymphom

HER2 engl. human epidermal growth factor receptor 2

HR engl. hazard ratio

HSA Humanes Serumalbumin

IPI engl. international prognostic index; internationaler prognostischer Index
fir maligne Non-Hodgkin-Lymphome

i.S. Im Serum

1. U. engl. international units; internationale Einheiten

IFN-y Interferon-y

IGF-1R engl. insulin-like growth factor 1 receptor; Insulin-ahnlicher
Wachstumsfaktor 1-Rezeptor

iL Interleukin

KIR engl. killer cell immunoglobulin-like receptor

LDH Laktatdehydrogenase

M engl. male; mannlich

MACS engl. magnetic activated cell sorting; magnetisch aktivierte Zellsortierung

MAPK engl. mitogen-activated protein kinase; mitogen-aktivierte Proteinkinase

MHC engl. major histocompatibility complex; Haupthistokompatibilitatskomplex

MZL Mantelzelllymphom

NAD Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid

NHL Non-Hodgkin-Lymphom

NK-Zelle Natirliche Killerzelle

oDCC engl. obinutuzumab dependent cellular cytotoxicity; Obinutuzumab-
abhangige zelluldre Zytotoxizitat

OR engl. odds ratio

ORR engl. overall response rate; Gesamtansprechen

PAMP engl. pathogen-associated molecular pattern; Pathogen-assoziierte
molekulare Muster

PBMC engl. peripheral blood mononuclear cells; mononukleére Zellen des
peripheren Blutes

PBS engl. phosphate buffered saline; phosphatgepufferte Kochsalzlésung

PD-1 engl. programmed death receptor 1

PD-L1 engl. programmed death ligand 1

PD-L2 engl. programmed death ligand 2

PE Phycoerythrin

PFS engl. progression-free survival; progressionsfreies Uberleben

PI3K Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat-3-Kinase

PI3P Phosphatidylinositoltriphosphat

PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

PMN engl. polymorphonuclear cells; polymorphkernige Zellen

PTEN Phosphatase- und Tensin-Homolog

R-CHOP Immunochemotherapie-Protokoll bestehend aus Rituximab,
Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Prednison

RCT engl. randomized controlled trial; randomisierte kontrollierte Studie

RDCC engl. rituximab dependent cellular cytotoxicity; Rituximab-abhangige
zellulare Zytotoxizitat

ROS engl. reactive oxygen species; reaktive Sauerstoffspezies

RR

Relatives Risiko
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Abkiirzung Erlduterung

SD engl. standard deviation; Standardabweichung

TAM Tumor-assoziierte Makrophagen

TDCC engl. trastuzumab dependent cellular cytotoxicity; Trastuzumab-abhangige
zelluldre Zytotoxizitat

tDC engl. tolerogenic dendritic cell; tolerogene dendritische Zelle

Tu1 T-Helferzelle, Typ 1

Ty T-Helferzelle, Interleukin-17-Typ

Tu2 T-Helferzelle, Typ 2

TKI Tyrosinkinase-Inhibitor

TLR engl. toll-like receptor; Toll-like-Rezeptor

TNF-a Tumornekrosefaktor-a

T-NHL Non-Hodgkin-Lymphom der T-Zell-Reihe

Treg Regulatorische T-Zelle

VD, Vitamin D,, Ergocalciferol

VD3 Vitamin D3, Cholecalciferol

VDR Vitamin D-Rezeptor

VDUP1 engl. vitamin D upregulated protein 1; Vitamin D-hochreguliertes Protein 1
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1 Zusammenfassung

Sowohl bei B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen (B-NHL) als auch beim Mamma-Karzinom ist ein héherer
25-Hydroxyvitamin D-Spiegel im Serum (25(OH)D) mit einem besseren Uberleben assoziiert [1-3].
Zudem profitieren Patienten auch prospektiv von einer Vitamin D (VD)-Substitution [4, 5]. Bei den
B-NHL, die standardmaRig mit dem therapeutischen Antikérper (AK) Rituximab behandelt werden,
konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt zumindest teilweise auf einer gesteigerten Antikorper-
abhingigen zelluldren Zytotoxizitdt (ADCC) von Makrophagen beruht [6]. Diese Arbeit hatte das Ziel
zu prifen, ob auch NK-Zellen durch eine Substitution in ihrer ADCC verstarkt werden, ob sich dies auch
fir den Anti-HER2-AK Trastuzumab im Kontext des Mamma-Karzinoms reproduzieren lasst und bei

welchen 25(0H)D-Spiegeln die ADCC-Steigerung, sofern vorhanden, ihr Optimum erreicht.

Hierfir wurden 20 gesunde Probanden (10 Frauen, 10 Manner) mit 25(0OH)D-Insuffizienz (< 20 ng/ml
i. S.) rekrutiert und in vivo entlang des Referenzwerterahmens auf 30, 65 und 90 ng/ml substituiert.
Auf allen vier Stufen wurden NK-Zellen isoliert und mit Zellen der Burkitt-Lymphom-Zelllinie Daudi und
den Anti-CD20-AK Rituximab (RTX) respektive Obinutuzumab (GA101), sowie mit Mamma-Karzinom-
Zellen der ZR-75-1-Linie und Trastuzumab, inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Quantifizierung der

Tumorlyse mithilfe eines photochemischen Laktatdehydrogenase-Nachweises.

Durch die Substitution kam es zu keiner signifikanten Veranderung der ADCC gegen ZR-75-1.
Demgegeniiber konnte fur die Anti-CD20-AK ein Effekt nachgewiesen werden, der jedoch auf die
weiblichen Probanden beschrankt war. Hier flihrte die Substitution vom Insuffizienzbereich (Mittleres
25(0OH)D * Standardabweichung: 10,1 + 5,6 ng/ml) auf mittlere Serumspiegel (66,4 + 3,4 ng/ml) zu
einer Steigerung der medianen Tumorlyse von 22,8 % auf 31,7 % (1 pg/ml RTX; p = 0,016) bzw. von
33,4 % auf 44,0 % (1 ug/ml GA101; p = 0,016). Die Substitution auf lediglich niedrig-normale VD3-
Serumwerte (31,4 + 4,0 ng/ml) zeigte hingegen keine signifikante Steigerung der Daudi-Lyse. Die Lyse
bei hoch-normalen Serumspiegeln (92,6 + 12,2 ng/ml) war im Vergleich zu der mittlerer VD3-Werte
jedoch wieder signifikant schwacher mit 21,8 % gegenlber 31,7 % (1 ug/ml RTX; p = 0,037) bzw.
37,2 % gegenuiber 44,0 % (1 pg/ml GA101; p = 0,037).

Es konnte gezeigt werden, dass NK-Zellen von in vivo VD3-substituierten Frauen in vitro verstarkt zur
ADCC mit RTX und GA101 befdhigt sind. Dieser Effekt zeigt sich am starksten bei einem mittleren
25(0OH)D-Niveau von ca. 65 ng/ml. Wir empfehlen diesen Serumspiegel daher als Zielwert fur kiinftige
Interventionsstudien, die den Effekt von VD auf das Tumoriiberleben bei B-NHL untersuchen. Zudem

empfehlen wir, den 25(0OH)D-Serumspiegel auch wahrend der laufenden Therapie zu kontrollieren.
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1.1 Abstract

For both B cell Non-Hodgkin Lymphoma (B-NHL) and breast cancer it was shown that higher
25-Hydroxyvitamin D (25(OH)D) serum levels are associated with better survival [1-3]. Furthermore,
patients also benefit prospectively from vitamin D (VD) substitution [4, 5]. This effect on B-NHL,
usually treated with chemotherapy and the monoclonal therapeutic antibody (AB) rituximab, is at
least partly explicable by a VD-mediated improvement in the antibody-dependent cellular cytotoxicity
(ADCC) of macrophages [6]. The aim of this study was to test whether VD improves ADCC of natural
killer (NK) cells as well and whether this also applies to the anti-HER2 AB Trastuzumab in the context
of breast cancer. The paramount aim, however, was to determine the 25(OH)D level vyielding

maximum ADCC increase — if existing.

Therefor, 20 healthy subjects (10 females, 10 males) with VD insufficiency (serum 25(OH)D
< 20 ng/ml) were recruited and substituted along the reference range to the target values 30, 65 and
90 ng/ml. On all four levels a blood sample was drawn, NK cells were isolated and subsequently
incubated with cells of the Burkitt’s lymphoma cell line Daudi and the anti-CD20 ABs Rituximab (RTX)
and Obinutuzumab (GA101) respectively and with breast cancer cells of the ZR-75-1 lineage together
with the anti-HER2 AB Trastuzumab. Tumor cell lysis was quantified using photochemical detection of

lactate dehydrogenase.

VD substitution led to no significant change in the ADCC against ZR-75-1. In contrast, for the anti-CD20
ABs there was an effect, but it was limited to the female subjects. Substitution from insufficiency
(mean 25(0OH)D #* standard deviation: 10.1 5.6 ng/ml) to intermediate levels (66.4 + 3.4 ng/ml)
increased the median tumor lysis from 22.8 % to 31.7 % (1 pug/ml RTX; p = 0,016) or 33.4 % to 44.0 %
(1 pug/ml GA101; p = 0,016) respectively. In contrast, substitution to low-normal 25(OH)D values
(31.4 + 4.0 ng/ml) yielded no significant increase in Daudi lysis. Compared to mid-range 25(0H)D level,
lysis on high-normal level (92.6 + 12.2 ng/ml) showed a significant decrease from 31.7 % to 21.8%
(1 pg/ml RTX; p = 0,037) or 44.0 % to 37.2 % (1 pg/ml GA101; p = 0,037), respectively.

These results suggest that NK cells of women in vivo substituted with VD show stronger cytotoxicity
in vitro with RTX and GA101. This effect was strongest on 25(OH)D levels around 65 ng/ml. We
recommend this serum level as the target value for future clinical studies assessing the impact of VD
substitution on the outcome of B-NHL treated with ADCC-mediating antibodies like RTX or GA101.
Furthermore, these studies should determine 25(0OH)D serum level not only on prior to inclusion but

also during therapy.
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2 Einleitung

2.1 B-Zell-Lymphome und zielgerichtete Therapien

2.1.1 Epidemiologie der B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome

2014 lag in Deutschland die jahrliche Erkrankungsrate der Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) bei 19,1 pro
100.000 Frauen und 23,1 pro 100.000 Manner [7]. Das entspricht einem Anteil von 3,5 % bzw. 3,7 %
aller malignen Neoplasien [7]. Dabei wird die Gruppe der NHL von einer Vielzahl einzelner Entitaten
gebildet, die alle von Zellen der lymphatischen Reihe ausgehen. Bei Erwachsenen entspringen diese

Neoplasien in ca. 85 % der B-Zell- (B-NHL) und nur in ca. 15 % der Falle der T-Zell-Reihe (T-NHL) [8].

2.1.2 Einsatz von Anti-CD20-Antikérpern in der Therapie von B-Zell-Non-Hodgkin-
Lymphomen
1997 wurde mit Rituximab der erste therapeutische Antikérper (AK) fur die Behandlung von B-Zell-
Lymphomen in den USA als Rituxan®, 1998 dann in der EU als MabThera®, zugelassen [9]. Rituximab
ist ein chimarer, monoklonaler Antikorper gegen CD20 (engl. cluster of differentiation) mit humanen
und murinen Anteilen. CD20 ist ein Oberflichenmarker auf B-Zellen, der abhadngig vom Reifestadium
ab den spaten Pro-B-Zellen bis zu den Memory-Zellen exprimiert wird. Erst durch die
Ausdifferenzierung zu Plasmablasten und Plasmazellen geht CD20 verloren [10]. Somit ist auch der
Anteil an CD20* B-Zell-Neoplasien hoch: lediglich 1-2 % der Falle sind bei Diagnose CD20 [11] und
somit fiir eine Therapie mit Anti-CD20-AK ungeeignet. Davon zu unterscheiden sind Falle, bei denen
esim Rahmen der Therapie zu einem sekundaren Verlust von CD20 durch Tumorselektion kommt [12].
Die eigentliche Funktion von CD20 ist derzeit nur unzuldnglich geklart [11]. Bekannt ist jedoch, dass
ein CD20-Knockout bei der Maus sowohl zu einem fehlenden Einstrom von Kalzium wahrend der
B-Zell-Aktivierung als auch zu einer verminderten Antikérperbildung und Kostimulation von T-Zellen

fuhrt [13].

Die Entwicklung von Rituximab Mitte der 1970er Jahre markierte einen Meilenstein in der Lymphom-
Therapie, da erstmals ein Pharmakon im Vergleich zu Chemo- oder Radiotherapie sehr spezifisch nur
gegen eine bestimmte Zellpopulation wirkte [14]. Der Nutzen dieses monoklonalen Antikérpers

konnte seitdem in zahlreichen Studien nachgewiesen werden [15].

Beispielsweise konnte fiir das diffus-groRzellige B-Zell-Lymphom (DLBCL), dem haufigsten B-NHL [16],
gezeigt werden, dass bei 60- bis 80-Jahrigen die Gabe von Rituximab zusatzlich zur bisherigen
Standardtherapie aus Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Prednison (CHOP) die

progressionsfreie 10-Jahres-Uberlebensrate von 20 % auf 36 % erhdht [17]. In einer anderen Studie
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konnte bei jlingeren Patienten durch die Zugabe von Rituximab zu einem CHOP-dhnlichen Protokoll
das ereignisfreie 3-Jahres-Uberleben von 59 % auf 79 % verbessert werden [18]. Diese und dhnliche
Ergebnisse bei anderen Krankheitsentitdaten flihrten dazu, dass die Immunochemotherapie mit
Rituximab in Kombination mit einer Chemotherapie heutzutage Teil der Erstlinientherapie vieler
B-NHL ist. Dazu gehoren neben dem DLBCL das follikuldare Lymphom (FL), Mantelzelllymphom (MZL)
und die chronische lymphatische Leukdmie (CLL) [16, 19, 20].

Der Erfolg von Rituximab einerseits sowie andererseits das Auftreten Rituximab-resistenter Rezidive
forcierten die Entwicklung alternativer, potentiell effektiverer Antikérper gegen CD20. Daraus
resultierte u. a. Ofatumumab (Arzerra®), ein rein humaner Antikérper, und Obinutuzumab (GA101,
Gazyvaro®), ein humanisierter, muriner Antikérper. Aufgrund der vielversprechenden praklinischen
Daten, auf die in 2.1.3 ndher eingegangen wird, steht derzeit vor allem Obinutuzumab im Mittelpunkt
verschiedener klinischer Studien, die den kiinftigen Stellenwert dieses Antikdrpers evaluieren

sollen [21].

Zwischenergebnisse der CLL11-Studie demonstrierten bei Patienten CLL fir die Erstlinientherapie mit
Obinutuzumab und Chlorambucil im Vergleich zu Rituximab und Chlorambucil mit einer Hazard Ratio
(HR) von 0,18 (95 %-Konfidenzintervall [95 %-KI]: 0,14-0,24) ein signifikant verbessertes
progressionsfreies Uberleben (engl. progression-free survival, PFS) von median 29,9 gegeniiber
15,4 Monaten bei jedoch gleichem Gesamtiiberleben [22]. Auch fiir das follikuldre Lymphom wurde
in der Ersttherapie ein verbessertes PFS fir Obinutuzumab gegeniber Rituximab in Kombination mit
verschiedenen Chemotherapien beschrieben (GALLIUM-Studie) [23]. Fiir das DLBCL konnte hingegen
im Rahmen der GOYA-Studie kein Nutzen nachgewiesen werden. Im Vergleich von Obinutuzumab und
Rituximab, jeweils mit CHOP, war hierbei das PFS nur unsignifikant verschieden [24]. Das

Sicherheitsprofil von Obinutuzumab wurde in allen genannten Studien als vertretbar eingestuft.

Unabhdngig vom Stellenwert Obinutuzumabs als Erstlinien-Therapeutikum gibt es Daten, die auf
einen Nutzen bei Rituximab-vorbehandelten Rezidiven hinweisen. Diese Rezidive sprechen mitunter
aufgrund von Resistenzbildungen nicht mehr auf eine weitere Behandlung mit Rituximab an [25]. In
der GADOLIN-Studie konnte fiir solche Rituximab-refraktdren Patienten mit indolentem NHL durch die
Therapie Obinutuzumab mit Bendamustin im Vergleich zu Bendamustin mono ein verbessertes PFS

gezeigt werden [26].

Abseits von onkologischen Indikationen kénnen Anti-CD20-AK durch die effektive Depletion von
B-Lymphozyten auch bei Autoimmunerkrankungen eingesetzt werden, die mit der Bildung von
Autoantikorpern einhergehen. So konnte fiir Rituximab beispielsweise in der Behandlung der

rheumatoiden Arthritis [27] oder den ANCA-positiven Vaskulitiden [28] ein Nutzen gezeigt werden.
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2.1.3 Wirkungsweise von Rituximab und Obinutuzumab

Rituximab und Obinutuzumab binden auf ihrem Zielmolekiil CD20 unterschiedliche, aber sich
Uberlappende, Epitope [29]. Bei der Herstellung von Obinutuzumab werden Zuckerreste der
konstanten Antikorperregion (Fc-Region) mittels Glyco-Engineering modifiziert, was zu einem anderen
Bindungsverhalten an Fc-Rezeptoren flihrt und die Effektivitat der B-Zell-Depletion in vitro und in vivo

erhoht [30].

Grundsatzlich unterscheiden sich Rituximab und Obinutuzumab hinsichtlich der Ausbildung von Lipid
Rafts (dt. Lipidfl6Re). Hierbei handelt es sich um selbstbildende Aggregate aus Proteinen und
verschiedenen Lipiden innerhalb der Zellmembran der Zielzelle, die in dieser wie ein FloR
schwimmen [31]. Insbesondere Rituximab und Ofatuzumab fiihren zur Ausbildung dieser Lipid Rafts
bestehend aus CD20/AK-Komplexen. Dieser Typ Anti-CD20-AK wird als Typ | bezeichnet [32].

Demgegeniiber gehort Obinutuzumab zu den Typ II-AK.

Es wird davon ausgegangen, dass die Anordnung von CD20 in Lipid Rafts nach Bindung von Typ I-AK
es der Zielzelle ermoglicht, diese zu internalisieren und so einer Immunantwort zu entgehen, was bei

Typ lI-AK in dieser Form nicht moglich ist [33].

2.1.3.1 Vermittlung Komplement-abhdngiger Zytotoxizitdt

Typ I-Antikorper sind in der Lage tber die Aktivierung von Komplementfaktoren eine Komplement-
abhangige Zytotoxizitat (engl. complement dependent cytotoxicity, CDC) zu induzieren. Hierflr bindet
der Komplementfaktor Clqg als Initiator der Komplementkaskade an den Komplex aus zwei
quervernetzten CD20-Antikdrpern [21]. Da diese Quervernetzung bei Typ II-AK wie Obinutuzumab
nicht auftreten, sind diese kaum in der Lage Komplement zu binden. Folglich ist der Anteil der CDC an

der Wirkung der durchaus effektiven Typ II-AK als eher gering zu bewerten.

Welche Rolle die CDC klinisch spielt, ist derzeit aufgrund widerspriichlicher Erkenntnisse
umstritten [32]. Fir Rituximab — nicht aber flir Obinutuzumab — konnte sogar gezeigt werden, dass die
Bindung von Komplementfaktoren die Fahigkeit zur antikérper-abhangigen zelluldren Zytotoxizitat
(engl. antibody dependent cellular cytotoxicity, ADCC) von natirlichen Killerzellen (NK-Zellen)
verringert [34]. Hierflir wurde eine Konkurrenz zwischen humoralem und zelluldarem Immunsystem

um die Bindungsstellen des Antikorpers postuliert.

2.1.3.2  Direkte Induktion von Apoptose

Beide Typen Antikorper vermitteln auch eine direkte apoptotische Wirkung in den Zielzellen. Fir
Rituximab konnte in vitro gezeigt werden, dass die Quervernetzung zweier Rituximab-Molekiile durch
die Bindung an Fc-Rezeptoren Uber einen noch unbekannten Mechanismus zu einer direkten

Induktion von Apoptose fihrt. Untersuchungen im Mausmodell an NOTAM-Mausen, die trotz intakter
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extrazellularer Fc-Bindungsdomane keine funktionsfahige intrazelluldre Signaltransduktion des Fc-
Gamma-Rezeptors zeigen, suggerieren jedoch, dass dieser Effekt in vivo eher eine nachrangige Rolle

spielt [32, 35].

Fiir Typ lI-Antikorper konnte eine andere Form der direkten Apoptoseinduktion nachgewiesen
werden, deren Wirkmechanismus derzeit ebenfalls noch unzureichend geklart ist. Vermutlich fihrt
jedoch eine Veranderung des Zytoskeletts zu einer erhdhten Permeabilitdt der lysosomalen
Membranen in der Zelle, was zur Bildung und Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (engl.
reactive oxygen species, ROS) flihrt [36]. Die Menge an freigesetzten ROS korreliert mit der Starke
dieser Antikorper-induzierten direkten Apoptose [21]. Dieser Mechanismus, der sich grundlegend von
den bekannten Formen des programmierten Zelltodes unterscheidet, spielt moglicherweise eine Rolle

flr die Effektivitat von Obinutuzumab in der Therapie Rituximab-resistenter Patienten [32].

2.1.3.3 Vermittlung Antikérper-abhdngiger zelluldrer Zytotoxizitdt

Anti-CD20-Antikorper sind in der Lage nach Bindung an Immunglobulin G-spezifische Rezeptoren (Fcy-
Rezeptoren) Antikorper-abhéngige zellulare Zytotoxizitat zu vermitteln. Wahrend eine Vielzahl von
Leukozyten-Subpopulationen solche Rezeptoren exprimiert, werden fiir die in vivo und in vitro
festgestellte ADCC vor allem NK-Zellen, Makrophagen, Monozyten und neutrophile Granulozyten, mit
jedoch unbekannter Gewichtung, verantwortlich gemacht [32]. In Versuchen mit Mausen konnte
gezeigt werden, dass ein Knockout von aktivierenden Fcy-Rezeptoren in vivo eine Tumorkontrolle
durch Rituximab, und im Ubrigen auch durch Trastuzumab, unmdglich macht [37]. Dies spricht dafiir,
dass ADCC einen relevanten Stellenwert in der Wirkweise der Anti-CD20-AK einnimmt. Dafiir spricht
auch, dass der Nachweis von Einzelnukleotid-Polymorphismen in den Genen, die flir Fcy-Rezeptoren
kodieren, sowohl in vitro das AusmaR der gemessenen ADCC beeinflussen kann als auch in vivo mit

dem klinischen Ansprechen korreliert [32, 38, 39].

Im Vergleich mit Rituximab zeigte Obinutuzumab in vitro eine bis zu 35-fach gesteigerte ADCC [30].
Wie in 2.1.3.1 (Seite 14) bereits beschrieben, kam es bei Obinutuzumab zu keiner Beeintrachtigung

der ADCC durch die Anwesenheit von Komplementfaktoren.

2.1.3.4 Induktion spezifischer T-Lymphozyten

Abseits der ADCC vermitteln Anti-CD20-AK auch die Phagozytose ihrer Zielzellen (engl. antibody
dependent cellular phagocytosis, ADCP) insbesondere durch Monozyten und Makrophagen [21].
Ungeklart ist bislang, ob es beim Menschen nach Internalisierung von Zielzellen durch dendritische
Zellen zur Induktion einer T-Zell-Reaktion kommt, die auch langerfristige Tumorregressionen erklaren

konnte [32]. Fiir die Maus hingegen konnte gezeigt werden, dass nach Rituximab-Therapie CD8*
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zytotoxische T-Lymphozyten gegen CD20 induziert wurden, die auch eine spatere Tumorbelastung

ohne Anwesenheit des Antikorpers kontrollieren konnten [40].

2.1.3.5 Sensibilisierung fiir Chemotherapien
Es konnte gezeigt werden, dass unter der Therapie mit Rituximab antiapoptotische Proteine auf Seiten
der Tumorzellen herunterreguliert werden [41, 42]. Die Anwendung von Anti-CD20-AK scheint

B-NHL-Zellen so gegenliber der zytotoxischen Wirkung einer Chemotherapie zu sensibilisieren.

2.2 Mamma-Karzinom und zielgerichtete Therapien

2.2.1 Epidemiologie des Mamma-Karzinoms

2014 erkrankten in Deutschland rund 69.200 Frauen an Brustdrisenkrebs, entsprechend einer
Erkrankungsrate von 167,7 pro 100.000 Frauen [7]. Damit fihrt die Krankheit mit 30,5 % aller
Tumorlokalisationen die Liste der Krebsneuerkrankungen bei Frauen an. Durch moderne
diagnostische und therapeutische Moglichkeiten konnte die krebsspezifische Mortalitat in den letzten
Jahren gesenkt werden, sodass die relative 5-Jahres-Uberlebensrate bei derzeit 88 % liegt [7].
Nichtsdestotrotz ist das Mamma-Karzinom aufgrund seiner schieren Haufigkeit nach wie vor Platz 1

der Krebstodesursachen bei Frauen (anteilig 17,4 % an allen Lokalisationen).

Auch wenn das Brustdrisenkarzinom bei Mannern deutlich seltener ist, wird seine Inzidenz bei einer

Erkrankungsrate von doch immerhin 1,6 pro 100.000 Mannern und Jahr oft unterschatzt [7].

2.2.2 Einsatz von Anti-HER2-Antikorpern in der Behandlung des Mamma-Karzinoms

HER2 (engl. human epidermal growth factor receptor 2, HER2/neu; auch: engl. avian erythroblastosis
oncogene B, ErbB2) ist ein von 15-20 % der Mamma-Karzinome lberexprimierter Rezeptor auf der
Zelloberflache [43]. Studien, die vor Einfiihrung der HER2-Antagonisten durchgefiihrt wurden,
konnten zeigen, dass eine Uberexpression mit einer erhdhten Mortalitdt, schneller auftretenden

Rezidiven sowie haufigerer Metastasierung verbunden ist [44].

HER2 gehort zur Familie der epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren (engl. epidermal growth factor
receptor, EGFR). Er wird auch von Geweben zahlreicher anderer Organe, darunter Niere, Lunge, Leber
und zentrales Nervensystem, exprimiert und ist flir deren natirliche Entwicklung essenziell [45]. HER2
ist eines von vier strukturhomologen Membranproteinen, die als HER1-4 bzw. ErbB1-ErbB4
durchnummeriert sind [46]. Ein essenzieller Schritt im Rahmen ihrer Aktivierung ist die Homo- oder
Heterodimerisierung mit anschlieBender Autophosphorylierung, die zur Aktivierung verschiedener
intrazelluldrer Signalkaskaden fiihrt [47]. Dazu gehoren der Mitogen-aktivierte Proteinkinase-

Signalweg (MAPK), der Phospholipase-C- (PLC)/Proteinkinase C-Signalweg (PKC) sowie der
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Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat-3-Kinase- (P13K)/Akt-Signalweg. Diese induzieren Proliferation
und Differenzierung der jeweiligen Gewebe [47]. Bislang ist fir HER2 kein natdirlicher aktivierender
Ligand beschrieben worden; moglicherweise ist er konstitutiv aktiv und/oder dient lediglich als

Partner fir die Dimerisierung mit einem anderen Vertreter der HER-Familie [47].

Die Uberexpression von HER2 im Mamma-Karzinom ermdglicht seine Verwendung fiir zielgerichtete
Therapien. Hierbei werden verschiedene Wirkstoffklassen unterschieden. Dazu gehdéren einerseits
Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI), die die Aktivierung der intrazelluldren Signaltransduktion hemmen
wie Lapatinib (Tyverb®) [44], andererseits die Anti-HER2-Antikorper, die neben dieser Inhibierung
zusatzlich eine Immunantwort gegen den Tumor bewirken kdnnen. Mittlerweile wurden auch
Antikorper entwickelt, die HER2 nutzen, um Toxine in die Zelle einzuschleusen, wie etwa Trastuzumab-

Emtansin (Kadcycla®) [48].

Das erste zielgerichtete Therapeutikum fir die Behandlung des metastasierten, HER2-positiven
Brustkrebs war der monoklonale Antikorper Trastuzumab (Herceptin®), der 1998 in den USA und 2000
in der EU zugelassen wurde [49]. Durch seinen Einsatz konnte sowohl fiir metastasierte als auch nicht-

metastasierte Mamma-Karzinome das krankheitsfreie Uberleben verbessert werden [50-52].

Mit Pertuzumab (Perjeta®) wurde 2013 ein weiterer Anti-HER2-AK in der EU zugelassen. Aufgrund
seines von Trastuzumab verschiedenen Epitops auf HER2 blockiert seine Bindung die Dimerisierung
des Membranrezeptors und verhindert so eine Aktivierung der Signaltransduktion [53]. Daher wurde
Pertuzumab im Rahmen der CLEOPATRA-Studie in Kombination mit Trastuzumab und dem Taxan
Docetaxel mit der Kombination Placebo, Trastuzumab und Docetaxel verglichen. In dieser Phase IlI-
Studie an insgesamt 808 Patienten mit lokalem Rezidiv oder Metastasierung betrug das PFS im Median
18,5 Monate im Therapiearm gegeniber 12,4 Monate in der Kontrollgruppe (HR: 0,64; 95 %-KI:
0,51-0,75) [54].

Flir das Antikorper-Toxin-Konjugat Trastuzumab-Emtansin konnte fir das lokal fortgeschrittene,
metastasierte oder nicht resezierbare, HER2-positive Mamma-Karzinom, welches zuvor mit
Trastuzumab und einem Taxan vorbehandelt war, ein Nutzen festgestellt werden (EMILIA-Studie) [55].
Hier zeigte es sich mit einem héheren progressionsfreien Uberleben von median 9,6 Monaten
gegenlber 6,4 Monaten in der Kontrollgruppe, die mit Lapatinib und dem 5-Fluoruracil-Prodrug
Capecitabin behandelt wurde. In der Erstlinienbehandlung des metastasierten HER2-positiven
Mamma-Karzinoms war Trastuzumab-Emtansin jedoch gegeniliber der Standardtherapie aus

Trastuzumab und Taxan weder Gber- noch unterlegen (MARIANNE-Studie) [56].
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Trotz zahlreicher Fortschritte in der Therapie des metastasierten HER2-positiven Brustkrebses in den
letzten Jahren, verbleibt die Prognose unglinstig. Es gilt daher abzuwarten, was kiinftige
Therapieansdtze und Wirkstoffe ergeben, die sich derzeit in der Entwicklung bzw. in klinischen Studien

befinden [48].

2.2.3 Wirkungsweise von Trastuzumab

2.2.3.1 Hemmung der HER2-Signalkaskaden

Trastuzumab wirkt nach Bindung an HER2 auf verschiedene Arten. Dazu gehort die Blockade der dem
Rezeptor nachgeschalteten Signalkaskaden. Dies geschieht Gber die Aktivierung von PTEN (engl.
phosphatase and tensin homolog), welches den Second Messenger des PI3K-/AKT-Signalwegs,
Phosphatidylinositoltriphosphat (PI3P), abbaut [57]. Der Antikérper vermindert so die proliferative
und antiapoptotische Wirkung von HER2. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass Trastuzumab in vitro zu
hoheren p27-Konzentrationen fiihrt und die Cyclin-abhangige Kinase 2 (CDK2) hemmt. Somit kann

Trastuzumab einen Zellzyklus-Arrest bewirken [45].

2.2.3.2 Abbau von membranstdindigem HERZ

Trastuzumab fiihrt zur verstdrken Aktivierung der Tyrosinkinase c-CBL (engl. casitas B-lineage
lymphoma), die nach Aktivierung HER2 ubiquitiniert und so zu dessen Abbau fihrt [58, 59]. Dies
scheint jedoch keinen Mechanismus der Resistenzbildung darzustellen, sondern wegen der
Signalfunktion von HER2 eine antineoplastische Wirkung des Antikorpers [59]. Stattdessen zeigen
Mamma-Karzinomzellen zur Resistenzbildung vielmehr eine verstarkte Bildung anderer
Wachstumsfaktorrezeptoren wie HER3 und Insulin-like Growth Factor 1 Receptor (IGF-1R) [45].
Aufgrund seiner Bindungsdomane ist Trastuzumab in Unterschied zu beispielsweise Pertuzumab nicht

in der Lage die Heterodimerisierung dieser Rezeptoren zu unterbinden [45].

2.2.3.3 Vermittlung von Antikérper-abhdngiger zelluldrer Zytotoxizitdt

In mehreren Studien am humanen Xenograft-Mausmodell konnte gezeigt werden, dass neutrophile
Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und NK-Zellen nach Bindung an Trastuzumab eine ADCC
gegen Zellen HER2-positiver Mamma-Karzinome bewirken [60, 61]. In histologischen Schnittbildern
von Tumorpraparaten findet man zudem nach Trastuzumab-Behandlung signifikant h&aufiger und
mehr ADCC-fahige Zellen wie Monozyten, Makrophagen und NK-Zellen [62]. Zudem korreliert das
Uberleben sowohl mit der NK-Zell-Aktivitit zu Therapiebeginn [63] als auch mit der Anzahl
zirkulierender CD16" (FcyRIIl) NK-Zellen sowie der Kopienzahl von CD16 auf diesen Zellen [64].
Umgekehrt konnte wie auch fir Rituximab (siehe 2.1.3.3, Seite 15) gezeigt werden, dass nach
Knockout des aktivierenden Fc-Rezeptors FcyRIll im Mausmodell keine Tumorkontrolle mehr moglich

war [37].



Einleitung Seite 19

Wie auch bei Rituximab kénnen Einzelnukleotid-Polymorphismen in den Genen, die fiir Fc-Rezeptoren

kodieren, das klinische Ergebnis einer Trastuzumab-Therapie beeinflussen [65].

2.2.3.4 Aktivierung von T-Lymphozyten

Sowohl im Tiermodell als auch beim Menschen konnte gezeigt werden, dass nach Opsonierung HER2-
positiver Zellen mit Trastuzumab und Phagozytose durch dendritische Zellen HER2-spezifische CD4*
und CD8" T-Lymphozyten induziert werden [66]. Vermutlich kommt es dabei zur direkten
zytotoxischen Wirkung von CD8" T-Zellen [67]. Dariliber hinaus scheint jedoch insbesondere die
Chemotaxis und Aktivierung anderer Leukozyten-Subpopulationen durch T-Helferzellen eine Rolle bei

der Tumorkontrolle zu spielen [68].

Der Stellenwert des adaptiven Immunsystems flr die Therapie mit Trastuzumab ist nicht vollstandig
geklart. Bei der Maus konnte jedoch gezeigt werden, dass ohne funktionsfahige T- oder B-Zellen eine
Tumorregression durch Trastuzumab allein durch das innate Immunsystem nicht moglich ist [69].
Hingegen wurde in Mausen mit intakten T-Zellen, bei denen es zur Tumorremission kam, eine hohe
Dichte an CD8"* T-Lymphozyten in den Tumoren gefunden. Zudem fiihrte die Depletion zytotoxischer

T-Zellen durch Anti-CD8a-Antikdrper zu Rezidiven [69].

2.3 Vitamin D-Insuffizienz und -Substitution bei Brustkrebs und
Lymphomen

2.3.1 Vitamin D-Stoffwechsel

Der Mensch kann Vitamin D sowohl selbst bilden als auch aus der Nahrung beziehen (siehe
Abbildung 1) [70]. Der Begriff Vitamin D bezieht sich dabei auf verschiedene Verbindungen [70]. In der
Haut wird unter Einwirkung von UV-Strahlung aus 7-Dehydrocholesterol PravitaminD (engl.
provitamin D) gebildet, welches im Anschluss autokatalytisch zu Cholcecalciferol (Calciol, Vitamin Ds,
VDs) umgewandelt wird [70]. Mit der Nahrung nimmt der Mensch hingegen direkt Cholecalciferol
sowie auch Ergocalciferol, ein pflanzliches Analogon (Vitamin D5, VD,), auf [70]. In der Leber entsteht
aus den inaktiven Vorstufen VD, und VDs durch Vitamin D-25-Hydroxylasen (v.a. CYP2R1[71])
25-Hydroxyergocalciferol (25(0OH)D;) respektive 25-Hydroxycholecalciferol (Calcidiol, 25(OH)Ds),
welche zusammen oft als 25-Hydroxyvitamin D (25(0OH)D) zusammengefasst werden [70]. Dieses stellt
eine Speicherform dar und ist als Labormarker zur Beurteilung des Vitamin D-Haushalts gut

etabliert [70, 72].
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Abbildung 1 - Vitamin D-Stoffwechsel des Menschen
Erlduterungen im Text. Grafik in Anlehnung an Holick [70].

Bei Bedarf wird in verschiedenen Geweben aus 25(0OH)D durch 25-Hydroxyvitamin D-1a-Hydroxylasen
(v.a. CYP27B1) der aktive Metabolit 1,25-Dihydroxyvitamin D (1,25(0OH),D, also 1,25(0OH).D, und
1,25(0H),Ds, letzteres auch Calcitriol genannt) gebildet [70]. Aktives Vitamin D bindet direkt an den
Vitamin D-Rezeptor (VDR) [70]. Dies kann die Expression von tber 200 Genen beeinflussen [70, 73].
Sowohl 25(0OH)D als auch 1,25(0OH),D kdénnen durch die 25-Hydroxyvitamin D-24-Hydroxylase
(CYP24A1) an mehreren Kohlenstoff-Atomen hydroxyliert werden. Aufgrund der gesteigerten
Hydrophilie werden die entstehenden Metabolite nierengdngig und konnen ausgeschieden

werden [71].



Einleitung Seite 21

Wahrend man friither davon ausging, dass VD, und VDs in ihrer biologischen Wirkung gleichwertig sind,
gilt diese Vorstellung mittlerweile als tberholt [74]. Obwohl beide Formen aus der Nahrung gut
resorbiert werden konnen, fiihrt die Gabe von VD, zu einem deutlich schwacheren Anstieg des
25(OH)D-Gesamtspiegel als dieselbe Menge VD3 [75]. Dies liegt vermutlich an einer geringeren
Affinitdt von VD; an Vitamin D-Bindeprotein (engl. vitamin d binding protein, DBP) im Plasma, was eine

schnellere Ausscheidung nach sich zieht [74].

2.3.2 Vitamin D-Insuffizienz, -Mangel und Epidemiologie

Es existieren derzeit keine allgemeingiltigen Normwerte fiir den 25(0OH)D-Serumspiegel [70]. Das US-
amerikanische Institute of Medicine definiert einen Spiegel gréRer 20 ng/ml als ausreichend fir 97,5 %
der US-Bevdlkerung [76] (Tabelle1). Dies scheint jedoch dem Vitamin D-Bedarf im
Knochenstoffwechsel nicht gerecht zu werden, da im Rahmen eines sekundéaren
Hyperparathyreoidismus erst 25(0OH)D-Spiegel von 30 ng/ml oder hdher zu einem Absinken der
Parathormon-Konzentration im Blut sowie einer Zunahme der intestinalen Kalzium-Resorption
fihren [70, 72]. Daher bezeichnet die Endocrine Society erst Spiegel Uber 30 ng/ml als optimal
(,optimal“, ,sufficient”), Werte zwischen 20 und 30 ng/ml als insuffizient (,insufficient”) und Werte
kleiner 20 ng/ml als mangelhaft (,deficient”) [72]. Auch wenn Hyperkalzamien in der Regel erst ab
Werten Uber 150 ng/ml auftreten [72], wurde die obere Normwertgrenze definiert als 100 ng/ml, um
einen ausreichend groBen Puffer zu garantieren. Diese Grenzwerte werden auch in dieser Arbeit
angewandt. Es gilt jedoch zu beachten, dass dieser Vitamin D-Referenzrahmen lediglich anhand der
Vitamin D-vermittelten Effekte auf den Knochenstoffwechsel und nicht aufgrund anderer

Auswirkungen, wie etwa auf das Immunsystem, definiert wurde [72].

Tabelle 1 — Normwerte fiir 25-Hydroxyvitamin D im Serum

Empfehlung des Institute of Medicine [76] Empfehlung der Endocrine Society [72].
Inaddquate Versorgung Mangelhaft (,deficient”)

<16 ng/ml <20 ng/ml
Deckt den Bedarf von 50 % der Bevdlkerung Insuffizient (,,insufficient”)

16-20 ng/ml 20-30 ng/ml

Deckt den Bedarf von 97,5 % der Bevolkerung Ausreichend (,,sufficient”)

20-50 ng/ml 30-100 ng/ml
Risiko fiir Intoxikation Hyperkalzamie-Risiko
> 50 ng/ml > 150 ng/ml

Basierend auf diesen Grenzwerten sind Vitamin D-Mangel und -Insuffizienz in den USA wie auch in

Europa und Deutschland weit verbreitet [70, 72, 77]. In der Studie zur Gesundheit Erwachsener in
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Deutschland (DEGS1), die das Robert-Koch-Instituts von 2008-2011 an 6.995 Probanden durchgefiihrt
hat, waren lediglich 12 % der Probanden Vitamin D-suffizient (= 30 ng/ml), jedoch 27 % insuffizient
(20-30 ng/ml) und 62,3 % sogar defizient (< 20 ng/ml) [78]. Laut selbiger Arbeit scheint das Alter ein
malgeblicher Risikofaktor fiir eine Vitamin D-Insuffizienz zu sein: in der Gruppe der 65-79-Jahrigen
waren lediglich 5,7 % der Frauen und 8,2 % der Manner noch ausreichend Vitamin D-versorgt [78].
Eine Studie an 1.578 Altenheimbewohnern in Deutschland ergab, dass lediglich 4 % der
Heimbewohner optimale 25(OH)D-Serumspiegel aufweisen [79]. Diese hatten jedoch deutlich
haufiger schwere Vitamin D-Mangel: 67 % der Bewohner hatten Spiegel unter 10 ng/ml gegentiber
30,2 % im DEGS1-Kollektiv (dort <12 ng/ml) [78, 79]. Abgesehen vom Alter korrelierten geringe
Vitamin D-Spiegel mit der Jahreszeit: so lag der mittlere 25(0OH)D-Serumspiegel bei Frauen zwischen
Juni und August mit 23,5 ng/ml (95 %-Kl: 22,2-24,8) deutlich hoher als im Winter mit 14,2 ng/ml
(95 %-KI: 13,3-15,0); Manner: 24,8 ng/ml (95 %-KI: 23,4-26,2) gegeniiber 12,5 ng/ml (95 %-KI: 11,6-
13,4) [78]. Dieser Zusammenhang konnte auch in verschiedenen anderen Arbeiten reproduziert
werden [77, 80-82]. Da das Ausmald der korpereigenen Vitamin D-Bildung mit der einwirkenden
UV-Strahlung korreliert, verwundert es nicht, dass neben der Jahreszeit auch der Breitengrad und die

Hautfarbe Einflussfaktoren auf die 25(0OH)D-Werte sind [70, 72, 78, 82].

2.3.3 Vitamin D im Knochen- und Elektrolytstoffwechsel

GroRte Bekanntheit hat Vitamin D im Knochen- und Elektrolytstoffwechsel. So konnte mehrfach
gezeigt werden, dass hohe 25(OH)D-Serumspiegel mit einer hoheren Knochendichte assoziiert
sind [83]. Insuffiziente Vitamin D-Werte fllhren hingegen zu verringerter intestinaler
Kalziumabsorption, sekundarem Hyperparathyreoidismus und einer Demineralisierung von
Knochensubstanz [70]. Abseits davon wurde gezeigt, dass Vitamin D-Insuffizienz mit niedriger
Muskelkraft, schlechter Koordination und Gangstérungen assoziiert ist, wahrend eine Substitution von
25(OH)D zu einer Verbesserung all dieser Parameter sowie zu einer niedrigeren Rate an Stiirzen
flhrt [84]. Diese Wirkungen von Vitamin D auf Muskulatur und Knochenstatus werden dafr
verantwortlich gemacht, dass die Gabe von Vitamin D prospektiv das Risiko von Hiftfrakturen bei

dlteren Leuten reduziert [83].

2.3.4 Vitamin D und Tumorinzidenzen

2.3.4.1 Non-Hodgkin-Lymphome

Abseits des Bewegungsapparats konnten zahlreiche Assoziationen zwischen Vitamin D-Spiegel und
dem Auftreten von Tumorerkrankungen und Prakanzerosen nachgewiesen werden. So korreliert ein
niedriger Vitamin D-Status mit einer erhdohten Inzidenz von beispielsweise Prostata-, Kolon-, Mamma-
(siehe unten) und Ovarial-Karzinomen sowie adenomatdsen Darmpolypen [85, 86]. Analog zu diesen

Erkenntnissen werden auch umgekehrt bei Patienten, die bereits eine Krebsdiagnose haben,
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niedrigere 25(0OH)D-Werte im Vergleich zu gesunden Kontrollen selben Alters und Geschlecht

gefunden [87].

Wahrend fir Non-Hodgkin-Lymphome negative Korrelation zwischen Sonnenexposition und
Tumorinzidenz nachgewiesen werden konnte (nach Lu et al. OR: 1,15; 95 %-KI: 1,05-1,23 [88]), gelang
in mehreren retrospektiven Untersuchungen bislang kein zweifelsfreier Nachweis einer Korrelation

des 25(0OH)D-Serumspiegels mit dem Erkrankungsrisiko [73, 89, 90].

All diesen Untersuchungen ist gemein, dass es sich um retrospektive Fall-Kontroll- oder Kohorten-
Studien handelte, die generell stark fehleranfallig sind und deren aufgezeigte Assoziationen keine
kausalen Zusammenhdnge reprasentieren. Zudem wird in diesen Studien der Vitamin D-Spiegel
zumeist erst zum Zeitpunkt der Krebsdiagnose bestimmt, sodass auch eine reverse Korrelation, bei
der die Krebserkrankung einen niedrigen Vitamin D-Spiegel bedingt, nicht ausgeschlossen werden
kann [91]. Dennoch konnten auch prospektiv bislang mehrere Fall-Kontroll- und Kohorten-Studien
keinen Zusammenhang zwischen 25(0OH)D-Serumspiegel zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses und

spaterer Lymphom-Inzidenz zeigen [92-94].

Kelly et al. fiihrten in einem Review-Artikel bezlglich der aktuellen Datenlage an, dass es generell nur
wenige Studien addaquater Methodik gebe: in prospektiven Untersuchungen ware haufig ein dullerst
kurzer Beobachtungszeitraum gewahlt worden und retrospektiv hatten Probanden zur Beurteilung
der diatetischen Vitamin D-Zufuhr ungenaue Fragebdgen Uber ihre Erndhrungsgewohnheiten 1-

2 Jahre vor der Tumordiagnose beantworten sollen [73].

Im Gegensatz dazu fiihrte jedoch im Rahmen der Women’s Health Initiative, einer doppelt
verblindeten, randomisiert, kontrollierten Studie (RCT) an (ber 36.000 Frauen mit 10-jdhriger
Nachbeobachtungszeit [95, 96], die Kombination aus Vitamin D und Kalzium gegeniber Placebo zu
einem verringerten Risiko, an einer lymphatischen Neoplasien zu erkranken (HR: 0,80; 95 %-KI: 0,65-

0,99) [97].

Abseits dieser Daten gibt es weitere Indizien, die fiir einen Zusammenhang zwischen Vitamin D-
Stoffwechsel und Tumorrisiko sprechen. So wurden bei mehreren NHL-Typen auf Keimbahnebene
verschiedene Einzelnukleotid-Polymorphismen in den VDR- und CYP24A1-Genen festgestellt, die bei
Erkrankten haufiger oder auch seltener als bei gesunden Kontrollen auftraten [98]. Diese Mutationen
kénnten somit entsprechende Risiko- respektive Schutzfaktoren fiir das Risiko, an einem NHL zu
erkranken, darstellen. Diese Erkenntnis spricht flr einen Einfluss von Vitamin D auf die Inzidenz von
Lymphomen, der im Rahmen von Interventionsstudien bislang nur in geringem Umfang erbracht

werden konnte.
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2.3.4.2 Brustkrebs

Anders als bei den NHL konnte fiir das Mamma-Karzinom eine klare negative Korrelation zwischen
25(OH)D-Spiegel und dem Erkrankungsrisiko gezeigt werden [85, 86]. Gleiches gilt fir die
Sonnenexposition als indirektem Marker fiir das 25(0OH)D-Niveau [99, 100].

Selbstverstandlich gelten jedoch auch fir diese Studien abhangig von ihrem Design die jeweiligen
Einschrankungen, wie sie am Beispiel der NHL (siehe 2.3.4.1, Seite 22) erldutert wurden. Mehrere
Review-Artikel Gber prospektive Fall-Kontroll-Studien konnten bislang jedoch keinen positiven Einfluss
einer Vitamin D-Substitution auf die Inzidenz des Mamma-Karzinoms attestieren, wobei betont
wurde, dass die bisherige Datenlage zu dinn fiir endglltige Aussagen sei [86, 101, 102]. Davon
ungeachtet flihren Jacobs et al. an, dass der Vitamin D-Spiegel mit der korperlichen Aktivitat
korreliere, welche in sich bereits einen etablierten Risikofaktor fiir das Entstehen von
Tumorgeschehen darstelle [103]. Folglich ware nicht auszuschlieRen, dass retrospektive
epidemiologische Studien lediglich eine Korrelation zwischen Tumorinzidenz und koérperlicher

Aktivitat ihrer Probanden feststellen [103]. Dies lieRRe sich nur durch RCT ausschlielRen.

Eine 2013 von Sperati et al. durchgefiihrte Meta-Analyse hierliber konnte lediglich zwei RCT
einschlieRen und kam zu dem Ergebnis, dass eine Vitamin D-Substitution die Brustkrebs-Inzidenz nicht
verringert [95]. In diese Analyse nicht miteinbezogen war die oben bereits erwdahnte Women’s Health
Initiative. Im Rahmen dieser fiihrte die Kombination aus Vitamin D und Kalzium gegeniiber Placebo
zwar nicht zu einer reduzierten Rate an Mamma-Karzinomen (HR: 0,96; 95 %-KlI: 0,85-1,09) [96].
Dennoch zeigte sich 2013 bei einer spateren Auswertung der Studienergebnisse in der Subgruppe der
Frauen, die zum Studieneinschluss bisher noch kein Vitamin D substituiert hatten, tatsachlich ein

verringertes Brustkrebs-Risiko in der Substitutionsgruppe (HR: 0,65; 95 %-KI: 0,44-0,98) [104].

Ungliicklicherweise wurden in dieser Studie weder vor Studieneinschluss noch bei Erreichen der
Studienendpunkte den Probandinnen Blut abgenommen und der 25(OH)D-Spiegel kontrolliert.
Welche 25(0OH)D-Werte tatsichlich bei der eingesetzten Dosierung von taglich 400 1. U. (engl.
international units; internationale Einheiten) Vitamin D3 in der Verumgruppe erreicht wurden, ist
folglich unbekannt. Diese Tagesdosis wird dabei von den meisten Fachgesellschaften fiir einen
25(0OH)D-Zielspiegel von 20 ng/ml empfohlen [105]. Garland et al. schitzen anhand aktueller
epidemiologischer Daten jedoch deutlich h6here Serumspiegel von iber 42 ng/ml fiir eine protektive
Wirkung gegeniliber dem Mamma-Karzinom (sofern eine Wirkung denn vorhanden ist) als notwendig
ein [106]. Laut Mohr etal. ware anhand einer linearen Extrapolation der Daten fiir eine

50 %-Reduktion der Inzidenz ein Spiegel von 47 ng/ml erforderlich [107]. Fiur solche Zielwerte
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veranschlagen die meisten veroffentlichten Substitutionsleitlinien jedoch Tagesdosen zwischen 1.000

und 2.000 I. U. [105].

Auch wenn die Daten beziiglich Vitamin D-Status und Tumorrisiken in Zusammenschau nicht
konsistent sind, gibt es analog zu den NHL auch beim Mamma-Karzinom weitere Hinweise, die fir
einen moglichen Zusammenhang sprechen. Laut einer Meta-Analyse von Igbal et al. haben Frauen mit
Brustkrebs haufiger diverse Mutationen im VDR-Gen; dieser kdnne folglich einen Risikofaktor fiir die
Erkrankung darstellen [108]. Andere Autoren konnten in bestehenden Studien keinen Zusammenhang

entdecken [109].

2.3.5 Vitamin D in Tumortherapie und -prognose

2.3.5.1 Non-Hodgkin-Lymphome

Dass Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen, die zum Zeitpunkt der Diagnosestellung einen
niedrigen Vitamin D-Spiegel haben, ein schlechteres Outcome erwartet, ist mittlerweile gut belegt
(HR: 0,48; 95 %-KI: 0,36-0,64) [110]. Dies scheint insbesondere Frauen zu betreffen, die mit Rituximab
behandelt werden. So zeigte eine multivariate, retrospektive Analyse von Patientenprobe der
RICOVER-60-Studie, die bei Patienten lber 60 Jahren mit DLBCL Rituximab und CHOP (R-CHOP) mit
CHOP alleine verglich, dass dieser Zugewinn an Uberleben auf Frauen und den Antikérper-
behandelten Therapiearm beschrankt war [1]. Dabei zeigten, bei ansonsten gleichen prognostischen
Parametern, die Patienten im R-CHOP-Arm ein ereignisfreies Uberleben von 79 % im Vergleich zu 59 %
im CHOP-Arm (p = 0,008) [1]. Dies legt den Schluss nahe, dass, sollte sich auch prospektiv ein
Vitamin D-vermittelter Effekt auf das Uberleben zeigen, zumindest ein Teil davon auf eine gesteigerte

Effektivitat der zielgerichteten Therapie zuriickzufiihren sein kdnnte.

Die Frage zu klaren, ob eine kausale Beziehung besteht oder ob niedrige 25(0OH)D-Werte nicht doch
durch reverse Korrelation oder gemeinsame Einflussfaktoren zustande kommen, erfordert jedoch
Interventionsstudien. Hinsichtlich dieser ist die Datenlage bei Lymphomen bislang dinn. Januar 2018
konnten Hohaus et al. mit einer Studie an 155 Patienten mit DLBCL den ersten Nachweis dafir
erbringen, dass sich unter R-CHOP-Therapie eine Vitamin D-Substitution positiv auf das ereignisfreie
Uberleben auswirkt [4]. Substituiert wurde hierbei nach drei verschiedenen Protokollen mit 3571-
5612 1. U. VD3 pro Tag[4]. Derzeit laufen verschiedene weitere RCT, die dieser Fragestellung

nachgehen (siehe Tabelle 2).
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Tabelle 2 — Laufende Interventionsstudien an Non-Hodgkin-Lymphomen iiber die Auswirkung einer Vitamin D-
Substitution

Bezeichnung Erkrankung | Vitamin D-Intervention

(geschatzte

Fallzahl)

OPTIMAL>60 / DR. CHOP, Improvement of DLBCL Ungeachtet der Zuteilung in
Therapy of Elderly Patients With CD20+ DLBCL (1.152) 6 Therapiearme: erste Halfte
Using Rituximab Optimized and Liposomal der Patienten ohne VDs-
Vincristine (OPTIMAL>60), Substitution, zweite Halfte mit;
NCT01478542 [111] Substitution nicht randomisiert
A Study to Evaluate the Effect of Vitamin D on Indolente Zwei Arme:
PFS in Indolent Non-Hodgkin's Lymphoma B-NHL I. Rituximab + Vitamin D
(ILyAD), (210) II. Rituximab + Placebo
NCT03078855 [112]
Cholecalciferol in Treating Patients With Newly NHL Drei Arme:
Diagnosed Non-Hodgkin Lymphoma or Chronic (312) I. Vitamin D hochdosiert
Lymphocytic Leukemia With Vitamin D II. Vitamin D niedrigdosiert
Deficiency, I1l. Kein Vitamin D
NCT02553447 [113]
Cholecalciferol in Improving Survival in Patients Agressive Vitamin D-Substitution, sofern
With Newly Diagnosed Cancer With Vitamin D NHL, CLL, SLL | Spiegel bei Studieneinschluss
Insufficiency (LS1293), (713) nicht suffizient;
NCT01787409 [114] keine Kontrollgruppe
Curcumin and Cholecalciferol in Treating CLL, SLL Vitamin D + Curcumin;
Patients With Previously Untreated Stage O-l (watch&wait) | keine Kontrollgruppe
Chronic Lymphocytic Leukemia or Small (35)

Lymphocytic Lymphoma (CASE 5913),
NCT02100423 [115]

2.3.5.2  Brustkrebs

Auch flar Brustkrebs-Patientinnen wurde nachgewiesen, dass 25(OH)D-Serumspiegel bei
Diagnosestellung mit dem Uberleben korreliert [110, 116]. Maalmi et al. beschreiben in ihrer Meta-
Analyse prospektiver Kohortenstudien ein schlechteres Gesamtiiberleben (gepoolte HR: 0,62; 95 %-KI:
0,49-0,78) und erkrankungsfreies Uberleben (gepoolte HR: 0,58; 95 %-KI: 0,38-0,84) zwischen den
jeweiligen Gruppen mit dem niedrigsten gegeniliber dem hochsten 25(0H)D-Spiegel [116].

Bezliglich der Frage, ob die Gabe von VDs als Intervention einen Nutzen hat, kamen Autier et al. in
ihrer Meta-Analyse von 18 unabhéngigen RCT zu dem Ergebnis, dass die Gabe von im Schnitt 528 I. U.
25(OH)D (Spannweite 300-2.000 I. U.) taglich die Gesamtmortalitdt von Brustkrebs-Patientinnen senkt
(summiertes Relatives Risiko [RR]: 0,93; 95 %-KI: 0,87-0,99) [5]. Auch wenn nur knapp signifikant, so

scheint die Gabe von Vitamin D einen Uberlebensvorteil zu gewahren.
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2.3.6 Einfluss von Vitamin D auf Immunsystem und Neoplasien

Die epidemiologisch nachgewiesenen Effekte von Vitamin D auf das Uberleben bei Brustkrebs und
Non-Hodgkin-Lymphomen werfen die Frage nach ihrem entsprechenden physiologischen Korrelat auf.
Da firr die Wirkungsweise Antikorper-gestiitzter Therapien das patienteneigene Immunsystem von
grolRer Relevanz ist (siehe 2.1.3, Seite 14 und 2.2.3, Seite 18), sei an dieser Stelle die Wirkung von

Vitamin D auf das Immunsystem beleuchtet.

1,25(0H),D wirkt nicht nur in endokriner Weise auf Leukozyten. Stattdessen kdnnen unter anderem
Monozyten, Makrophagen, NK-Zellen, dendritische Zellen, T-Zellen und B-Zellen selbst Vitamin D
aktivieren und exprimieren VDR [117, 118]. Aktiviertes 1,25(0OH),;D kann dann sowohl parakrin auf
andere Zellen als auch autokrin wirken [119]. Dariiber hinaus beeinflusst 1,25(0OH).D das Zytokin-
Freisetzungsmuster professioneller Antigen-prasentierender Zellen (engl. antigen presenting cells,
APC), was als indirekte, parakrine Wirkung verstanden werden kann und zu einem kaum
Uberschaubaren Spektrum moglicher Wechselwirkungen zwischen den Zellen von innatem und

adaptivem Immunsystem fuhrt [117].

2.3.6.1 Makrophagen

Im Rahmen der Erregerabwehr sind Makrophagen in der Lage, Pathogen-assoziierte molekulare
Muster (engl. pathogen-associated molecular patterns, PAMP) mithilfe verschiedener Rezeptoren zu
erkennen — beispielsweise Lipopolysaccharide auf Escherichia coli Gber den Toll-like Rezeptor 4
(TLR4) [120]. Dies fiihrt zu einer verstarkten Expression von CYP27B1, was die Konversion von 25(0OH)D
zu 1,25(0H);D bewirkt [120]. Im Anschluss daran verstarkt 1,25(0OH).D in Makrophagen sowohl die
Bereitschaft zur Phagozytose als auch die Freisetzung von ROS und antimikrobiellen Peptiden (engl.

antimicrobial peptides, AMP) wie Cathelicidin oder Defensin hBD-2 [120, 121].

Cathelicidin vermittelt neben antiinfektiven auch antineoplastische Effekte durch die mitochondriale
Freisetzung von ROS in schnell proliferierenden Zellen [6, 122]. Bruns et al. konnten zeigen, dass M1-
Makrophagen gegeniiber Zellen eines Burkitt-Lymphoms Cathelicidin freisetzen, nicht jedoch M2-
Makrophagen und Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM) [6]. Ursache hierfiir war gemafR den
Autoren die reduzierte Expression von VDR und CYP27B1, wohingegen die direkte Gabe von
1,25(0OH),D oder einem 1,25(0OH),D-Analogon die Freisetzung von Cathelicidin sowie auch die
Fahigkeit zur Tumorlyse in diesen Zellen wiederherstellte [6]. Dies konnte auch in vivo bestatigt
werden: Makrophagen von Vitamin D-insuffizienten Probanden zeigten nach VDs-Substitution

groRere Rituximab-abhéngige Zytotoxizitdt gegen Lymphomzellen als vor der Substitution [6].

Wieso TAM einen beeintrachtigten Vitamin D-Metabolismus zeigen und ob dies im Rahmen der

Tumor-Immunevasion aktiv durch den Tumor verursacht wird, verbleibt indes unklar.
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Die Freisetzung antimikrobieller Peptide durch 1,25(0OH),D konnte auch in Keratinozyten [123],

respiratorischen Epithelien [124], der Harnblase [125] sowie den Gallenwegen [126] gezeigt werden.

2.3.6.2 NK-Zellen

Die Rolle von Vitamin D im Kontext von NK-Zellen ist bislang nicht hinreichend verstanden und
erscheint widerspriichlich [127, 128]. So sorgt ein Knockout von Vitamin D upregulated protein 1
(VDUP1) zu einer eingeschrankten NK-Zell-Differenzierung und -Funktion [129]. Umgekehrt fiihrt die
Inkubation von reifen NK-Zellen mit 1,25(0OH),D zu einer gesteigerten Zytotoxizitat [130]. Parallel dazu
lasst sich eine verstarkte Expression von aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren wie NKG2D, NKp30,
NKp44 [130] und Granzym A, einer in zytotoxischen NK-Zell-Granula enthaltenen Protease, sowie
Proteinkinase C, welche an der Freisetzung dieser Granula beteiligt ist, beobachten [131]. Dariber
hinaus wird KIR2DL1 auf der Zelloberflache herunterreguliert [130]. Hierbei handelt es sich um einen
killer cell immunoglobulin-like receptor (KIR), welcher als inhibitorischer Rezeptor im Rahmen der
Fremd-/Selbsterkennung korpereigenes MHC Klasse | (engl. major histocompatibility complex) auf

potentiellen Zielzellen erkennt [132].

Andere Studien zeigen demgegeniber eine verringerte oder unverdnderte NK-Zytotoxizitdt durch
Inkubation mit 1,25(0OH),D [133-135]. Abseits der Untersuchungen an reifen Zellen supprimiert
1,25(0OH),D die Differenzierung von NK-Zellen aus hamatopoetischen Vorldufern zugunsten von
Monozyten [133], wdhrend die so entstehenden NK-Zellen nur eingeschrankt funktionsfahig

sind [133].

Als mogliche Erklarung fir diese widerspriichlichen Ergebnisse suggerieren Studien an Mitogen-
stimulierten, induzierten, NK-Zell-dhnlichen Leukozyten diesbeziiglich, dass NK-Zellen nach
1,25(0OH),D-Inkubation zwar prinzipiell keinen Verlust an Zytotoxizitdt zeigen, jedoch schlechter
aktivierbar seien [134]. Verantwortlich hierfir soll eine verringerte Sekretion von Interleukin 2 (IL-2)
aus anderen Leukozyten sein [134]. Diese Theorie ist konsistent zu den Erkenntnissen, dass
1,25(0OH),D die Freisetzung von IL-2 aus T-Helferzellen supprimiert [136] und dass die Gabe von
rekombinantem IL-2 die NK-Zell-Funktionalitdt wiederherstellen kann [134]. Die Zytotoxizitat solcher

Lymphokin-aktivierter NK-Zellen wird durch 1,25(0OH),D sogar deutlich gesteigert [137].

Wahrend der Effekt von 1,25(0OH),D auf die Funktion reifer, unstimulierter NK-Zellen in vitro
umstritten ist, zeigen andere Arbeiten in vivo einen positiven Einfluss. Studien an Patienten unter
Hamodialyse-Therapie sowie Patienten mit Rachitis hatten nach einer Behandlung mit Calcitriol eine

hohere Anzahl NK-Zellen, welche zudem in ihrer Aktivitat gesteigert waren [138, 139].

Neben seinen direkten Effekten auf NK-Zellen erhoht 1,25(0OH),D die Suszeptibilitat verschiedener

Tumor-Zellen gegeniliber NK-Zell-Zytotoxizitat (siehe 2.3.6.5, Seite 30).
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2.3.6.3 Adaptives Immunsystem

Die Effekte von Vitamin D auf T- und B-Lymphozyten zeigen viele Parallelen auf [127, 128]. In erster
Linie fordert 1,25(0OH).D die Bildung regulatorischer T-Zellen (Trg)[140, 141], wdhrend die
Proliferation aktiver T-Zellen und T-Gedachtniszellen (CD45R*) gehemmt wird [142, 143]. Naive
T-Zellen sind hiervon nicht betroffen [142, 143], da T-Zellen — wie auch B-Zelllen —vermutlich erst nach
Aktivierung Uberhaupt VDR exprimieren [128]. Neben der Differenzierung beeinflusst 1,25(0OH),D
auch das Zytokin-Freisetzungsmuster. Die Zugabe von Calcitriol hemmt die Produktion von IL-2, IL-5
und Interferon-y (IFN-y) aus CD4* T-Zellen [136, 144] und IL-17 aus Tui7-Zellen [145, 146], wahrend
IL-4 [147] und anti-inflammatorisches IL-10 [141] starker sezerniert werden. Dies erklart die durch
1,25(0H),D begilinstigte Differenzierung nicht-spezialisierter T-Helferzellen (Tuo-Zellen) zu Tu,-Zellen

gegenlber Tyi-Zellen, also zu einer humoralen gegeniiber einer zelluldren Immunreaktion [148].

Auf aktivierte B-Zellen hat 1,25(0OH),D ebenfalls eine anti-proliferative und auch pro-apoptotische
Wirkung [128]. Zudem wird die Differenzierung zu Plasmazellen und die Antikérper-Produktion sowie
der Antikorper-Klassenswitch gehemmt [127, 128]. So zeigen sich beispielsweise auch in RCT an
Menschen mit systemischem Lupus erythematodes nach VDs-Substitution im Vergleich zu Placebo
geringere Spiegel antinukledrer Antikorper [149]. Wie auch T-Zellen produzieren B-Zellen durch
1,25(0OH),D-Zugabe vermehrt IL-10. Dariiber hinaus wird Uber eine verringerte Expression des

kostimulatorischen Proteins CD86 auf APC die Aktivierung von T-Zellen erschwert [150].

Auf bereits aktivierte dendritische Zellen (DC) ist der Effekt von 1,25(0OH),D eher gering [151]. Erfolgt
jedoch vor der Aktivierung bzw. wahrend ihrer In-vitro-Differenzierung aus Makrophagen die Zugabe
von 1,25(0H);D, entstehen sogenannte tolerogene dendritische Zellen (tDC), die die Aktivierung von

CD8* T-Zellen hemmen und die Differenzierung von Treg-Zellen férdern [117, 151, 152].

Wie hier grob umrissen, wird das adaptive Immunsystem durch aktives Vitamin D in vielerlei Hinsicht
reguliert. Dazu passen epidemiologische Daten nachdem Patienten, die an Autoimmunerkrankungen
wie Diabetes mellitus Typ 1, Multipler Sklerose, Rheumatoider Arthritis oder chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen leiden, im Vergleich zu gesunden Kontrollen signifikant haufiger niedrige
Vitamin D-Spiegel aufweisen [127]. Ebenfalls existieren Korrelationen zwischen Vorhandensein
verschiedener Polymorphismen im VDR-Gen und dem Auftreten von Autoimmunerkrankungen, wobei
einige Polymorphismen sogar protektive Wirkung zu besitzen scheinen [127]. Wahrend an
Mausmodellen dieser Erkrankungen bereits ein positiver Einfluss einer VDs-Substitution gezeigt
werden konnte [153-155], fehlt es fir die Anwendung beim Menschen derzeit an RCT mit

ausreichenden Fallzahlen [127].
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2.3.6.4 Barrierefunktion

Korpereigene Barrieren wie beispielsweise Haut oder Darmepithel bilden eine wichtige Stitze des
Immunsystems, die ebenfalls durch Vitamin D beeinflusst wird. CYP27B1-defiziente Mause, die kein
aktives 1,25(0OH)2D bilden kénnen, zeigten eine reduzierte Anzahl epidermaler Zelladhadsionsmolekiile
sowie einen erhdhten transdermalen Wasserverlust [156]. Dies war assoziiert mit einer verringerten
Expression Kalzium-regulierender Proteine, die fiir die Funktion dieser Adhasionsproteine essenziell

sind [156].

Ebenso wurde bei intestinalen Epithelzellen in der Zellkultur sowie im Mausmodell eine hdhere
Permeabilitdt bei niedrigen Vitamin D-Spiegeln beobachtet [157]. Welche Auswirkung dabei das

ebenfalls durch den Vitamin D-Mangel veranderte Mikrobiom des Darms hatte, bleibt unklar [157].

An einer menschlichen Zelllinie von Endothelzellen kleiner HirngefaRe konnte gezeigt werden, dass
nach Behandlung mit Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), ein Zytokin welches unter anderem die Blut-
Hirn-Schranke schwacht, die Gabe von 1,25(0OH),D zur Hochregulierung von Zelladh&sionsproteinen
flihrt [158]. Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass Vitamin D protektive Einfliisse auf die

eingeschrankte Blut-Hirn-Schranke von Patienten mit Multipler Sklerose haben kdnnte [158].

2.3.6.5 Maligne Zellen

Vitamin D hat nicht nur Auswirkungen auf die Effektorzellen zielgerichteter Therapien, sondern auch
auf maligne entartete Zellen selbst [128]. So erhoht die Gabe von Calcitriol-Analoga bei akuter
myeloischer Leukdmie (AML) die Sensibilitdt gegeniber der Chemotherapie [128]. Abseits davon
konnte unter anderem fir die akute lymphoblastische Leukdmie (ALL)[159], die B-CLL [160],
hochmaligne B-Zell-Lymphome [161, 162] und Mamma-Karzinome [163, 164], nachgewiesen werden,
dass 1,25(0OH);D bzw. seine Analoga die Proliferation der Tumorzellen in vitro hemmen. Dieser Effekt
war zumindest beim DLBCL in Anwesenheit des VDR-Polymorphismus Fok1 starker ausgepragt [165].
In einem Modell fiir ossar metastasierten Brustkrebs an Mausen mit CYP27B1-Knockout verhinderte
die Gabe von 1,25(0OH).D das Entstehen osteolytischer Herde [163]. Dies konnte in vivo bestéatigt
werden: athymische Mause zeigen nach Injektion humaner Brustkrebs-Zellen durch die Gabe eines

Calcitriol-Analogons ein lingeres Uberleben und eine geringere Rate an Knochenlisionen [166].

Abgesehen von den direkten pro-apoptotischen Effekten auf maligne Zellen, erhéht Vitamin D die
Suszeptibilitat gegenliber NK-Zell-vermittelter ADCC. An Zelllinien von AML und dem Adenokarzinom
der Brust zeigten Min et al., dass eine Inkubation der Tumorzellen mit 1,25(0OH),D zu einer erhéhten
Lyse durch Vitamin D-unbehandelte NK-Zellen fiihrte [167]. Dies war auf eine hochregulierte

Expression von ULBP2 und MIA/B auf den Tumorzellen zurtickzufiihren, beides Liganden fir den
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NK-Zell-standigen Antigenrezeptor NKG2D [167]. Beim NHL wurde ein dhnlicher Effekt jedoch nicht

beschrieben.

Zu diesen Erkenntnissen tber die Wirkung von Vitamin D auf bzw. in malignen Zellen passt, dass viele
Tumore im Rahmen ihrer malignen Transformation die Expression von Proteinen des Vitamin D-
Stoffwechsels verandern. So wurde fir das Prostata-Karzinom im Mausmodell gezeigt, dass die Gabe
von 1,25(0OH),D die Expression von CYP24A1, welches 1,25(0OH),D abbaut, erhoht und dass umgekehrt
eine CYP24Al-Blockade mit dem Antimykotikum Ketoconazol zu einer groReren 1,25(OH),D-
abhangigen Apoptose der Tumorzellen fiihrt [168]. Des Weiteren wird in Brustkrebs-Gewebe ebenso
weniger VDR und CYP27B1 exprimiert als in gesunder Brust, allerdings mehr CYP24A1 [169]. Zudem

reduzieren auch einige B-NHL-Linien die VDR-Expression nach Calcitriol-Behandlung [161].

An gesunden Epithelzellen konnte kirzlich gezeigt werden, dass 1,25(0H),D die
Oberflachenexpression von Programmed Death Ligand 1 und 2 (PD-L1 und PD-L2) steigert [170]. Diese
vermindern nach Bindung an Programmed Death Receptor 1 (PD-1) die proinflammatorische Aktivitat
von T-Zellen, was ein haufiges Mittel der Immunevasion verschiedener Tumorentitdten darstellt [171].
Ob 1,25(0H),D auch an maligne entarteten Zellen die Expression von PD-L1 und PD-L2 verstarkt, ist

indes unklar.

2.4 Zielsetzung der Arbeit

Eine VDs-Substitution bei Patienten mit 25(0OH)D-Mangel oder -Insuffizienz scheint sich positiv auf das
Uberleben bei Brustkrebs und DLBCL auszuwirken (siehe 2.3.5, Seite 25). Wahrend sich dies beim
Lymphom zumindest teilweise Uber eine gesteigerte ADCC von Makrophagen gegen Rituximab-
markierte Tumorzellen erklaren lasst (siehe 2.3.6.1, Seite 27), wurde dies an NK-Zellen bislang noch
nicht untersucht. Ebenso fehlen diesbeziglich bislang Untersuchungen fir Trastuzumab im Kontext
des Mamma-Karzinoms. Wahrend die Inkubation von NK-Zellen invitro mit 1,25(0OH),D zu
widersprichlichen Ergebnissen fiihrte, scheint die VDs-Substitution in vivo eine gesteigerte NK-Zell-
ADCC nach sich zu ziehen (siehe 2.3.6.2, Seite 28). Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, die Auswirkung
von Vitamin D auf die Rituximab-, Obinutuzumab-, und Trastuzumab-abhangige zelluldre Zytotoxizitat

(RDCC, ODCC und TDCC) von NK-Zellen zu untersuchen.

Ebenso nicht geklart ist, ob sich ein moglicher Substitutionseffekt auf NK-Zellen zwischen
verschiedenen 25(0OH)D-Niveaus unterscheidet, respektive wann ggf. seine Sattigung erreicht wird. Da
der Referenzrahmen fiir 25(0OH)D im Serum (i. S.) bislang allein nach den Vitamin D-vermittelten

Effekten auf den Knochen- und Elektrolytstoffwechsel definiert ist (siehe 2.3.2, Seite 21), ist nicht
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auszuschlieflen, dass im onkologischen Umfeld — wie von anderen Autoren bereits postuliert [106,

107] — nicht doch héhere Serumspiegel als 30 ng/ml férderlich sind.

In dieser Arbeit wurden gesunde Probanden invivo auf verschiedene 25(OH)D-Level substituiert.
Sowohl zu Beginn als auch nach jeder Substitutionsrunde wurden NK-Zellen isoliert und das Ausmaf
an RDCC, ODCC und TDCC sowie die Antikdrper-unabhdngige NK-Zell-Zytotoxizitdt bestimmt. Die
Erkenntnisse dieser Arbeit kdnnten moglicherweise fiir 25(0OH)D-Richtzielwerte in kiinftigen klinischen

Interventionsstudien dienlich sein.

Zudem sind bisherige Substitutionsprotokolle, wie etwa von van Groningen et al. [172] oder Singh
et al. [173] beschrieben, lediglich fiir einen langfristigen und eher maRigen Anstieg der 25(OH)D-
Spiegel konzipiert. Diese Form der Substitution ist bei onkologischen Patienten nicht zielfiihrend, da
die erhoffte Steigerung der NK-Zell-Aktivitat rechtzeitig und zu Beginn der AK-Immuntherapie erreicht
sein sollte. Sekundéares Ziel dieser Studie war es somit, ein sicheres Protokoll fiir die rasche

Substitution auf entsprechende 25(0OH)D-Zielwerte zu konzipieren.
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3 Probanden, Material und Methoden

3.1 Probanden

Fir die etappenweise Substitution mit Vitamin D und die anschlieBende Isolierung von NK-Zellen
wurden freiwillige Probanden rekrutiert. Einschlusskriterien waren ein Mindestalter von 30 Jahren
sowie eine schriftliche Einverstdandniserklarung nach vorheriger detaillierter Aufklarung Gber das
geplante Prozedere einschliefllich moglicher Nebenwirkungen, die durch die Einnahme von Dekristol®
entstehen kénnen. Ausschlusskriterien waren fehlendes Einverstandnisvermogen, das Vorliegen
hamatologischer Erkrankungen sowie eine laufende Therapie mit immunmodulierenden
oder -supprimierenden Medikamenten. So war insbesondere die Einnahme von Glukokortikoiden,

Zytostatika oder Biologicals nicht mit der Aufnahme in die Studie vereinbar.

Die Daten der Probanden wurden verschlisselt. Ebenso wurde jedem Teilnehmer eine studieninterne
Identifikationsnummer zugeordnet, anhand derer Blutproben dem Institut fiir klinische Chemie und
Laboratoriumsmedizin des Universitétsklinikums Homburg pseudonymisiert zugeschickt werden

konnten, ohne eine Verletzung der Privatsphare zu riskieren.

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Arztekammer des Saarlandes bewilligt

(Kennnummer 178/17) und geméaR der Deklaration von Helsinki durchgefuihrt.

3.2 Material und Gerite

3.2.1 Vitamin D Praparat
Zur Substitution der Teilnehmer wurde das Cholecalciferol-Praparat Dekristo/® 20.000 I. U. der mibe

GmbH Arzneimittel eingesetzt.

3.2.2 Chemikalien, Puffer, Medien und Losungen

Tabelle 3 — Eingesetzte Chemikalien, Puffer, Medien und Lésungen mit Bezugsquellen

Bezeichnung Inhaltsstoffe / Bezugsquelle
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (PBS) Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Minchen, Deutschland
Artikelnummer D8537-1L
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, 0,5 M) Life Technologies Europe BV
Bleiswijk, Niederlande
Artikelnummer 15575020
Trypsin-EDTA-LSsung (5 g/l Trypsin, 2 g EDTA) | Sigma Aldrich Chemie GmbH
Miinchen, Deutschland
Artikelnummer T4174-100ML
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Bezeichnung

Inhaltsstoffe / Bezugsquelle

Fetales Kdlberserum (FCS)

Humanes Serumalbumin (HSA), 20%, salzarm

L-Glutamin (200 mM)

Natrium-Pyruvat (100 mM)

Hepes-Puffer (1 M)

Penicillin-Streptomycin (10.000 U/ml

Penicillin, 10 mg/ml Streptomycin)

RPMI-1640 (@ Phenolrot, @ L-Glutamin)

X-Vivo™ 15 (@ Phenolrot, @ Gentamicin)

Kulturmedium fur Daudi

Kulturmedium fur ZR-75-1

ADCC-Medium

Pancoll human (Dichte 1,077 g/ml)

Cell Wash

MACS®-Puffer

Sigma Aldrich Chemie GmbH
Minchen, Deutschland
Artikelnummer FO804-500ML
CSL Behring GmbH

Marburg, Deutschland
Zulassungsnummer 10530a/96
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Minchen, Deutschland
Artikelnummer G7513-100ML
PAN Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland
Artikelnummer P04-43100
PAN Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland
Artikelnummer P05-01100
Sigma Aldrich Chemie GmbH
Miinchen, Deutschland
Artikelnummer P0781-100ML
PAN Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland
Artikelnummer P04-16516
Lonza SPRL

Verviers, Belgien
Artikelnummer BE02-061Q
RPMI-1640

10% FCS

2 mM L-Glutamin

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
RPMI-1640

10% FCS

2 mM L-Glutamin

2 mM Na-Pyruvat

25 mM Hepes-Puffer

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
X-Vivo™ 15 mit

2 % HSA

2 mM L-Glutamin

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
PAN Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland
Artikelnummer P04-60500

BD GmbH (Becton, Dickinson an Company)

Heidelberg, Deutschland
Artikelnummer 349524
0,5 % FCS

2 mM EDTA

ad 15 ml PBS
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Bezeichnung

Inhaltsstoffe / Bezugsquelle

MACS® NK Cell Isolation Kit, human mit
Antikérpern und MicroBeads

Cytotoxicity Detection Kit (LDH) mit Catalyst,

Dye Solution, Stop Solution und Lysis Solution

3.2.3 Antikorper und Enzyme

Tabelle 4 — Eingesetzte Antikérper und Enzyme mit

Name

Miltenyi Biotec GmbH
Bergisch-Gladbach, Deutschland
Artikelnummer 130-092-657
Roche Diagnostics GmbH
Mannheim, Deutschland
Artikelnummer 04744926001

Bezugsquellen

Zusammensetzung / Bezugsquelle

Anti CD16-FITC

Anti CD56-PE

3.2.4 Tumorzelllinien

BD GmbH (Becton, Dickinson and Company)
Heidelberg, Deutschland

Artikelnummer 656146

BD GmbH (Becton, Dickinson and Company)
Heidelberg, Deutschland

Artikelnummer 345812

Tabelle 5 — Eingesetzte Tumorzelllinien mit Bezugsquellen

Name Entitat Bezugsquelle

Daudi Burkitt-Lymphom Leibniz-Institut DSMZ — Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
Braunschweig, Deutschland
Katalognummer ACC 78

ZR-75-1 Duktales Mamma- Cell Lines Service GmbH

Karzinom

3.2.5 Verbrauchsgegenstiande

Tabelle 6 — Eingesetzte Verbrauchsgegenstinde

Name

Eppelheim, Deutschland
Artikelnummer 300163

Hersteller

Zentrifugenréhrchen 15 ml
Zentrifugenréhrchen 50 ml
0,5 ml Reaktionsgefafl}

1,5 ml ReaktionsgefaR}

2,0 ml ReaktionsgefaR
Diverse Pipettenspitzen
Mikrotiterplatten (U-Boden)
Mikrotiterplatten (F-Boden)
Serologische Pipetten 5ml
Serologische Pipetten 25ml
Serologische Pipetten 10ml

Sarstedt AG & Co KG
Nimbrecht, Deutschland

Corning GmbH
Kaiserslautern, Deutschland
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Name

Hersteller

MACS® LS-Saulen

Miltenyi Biotec GmbH
Bergisch-Gladbach, Deutschland
Artikelnummer 130-042-401

Artikelnummern wurden nur angegeben, wenn es sich bei dem jeweiligen Gegenstand um Ausstattung handelt,

die nicht in jedem biologischen Labor zu erwarten ist.

3.2.6 Gerate

Tabelle 7 — Eingesetzte Laborgerdte
Name Hersteller
Centrifuge 5810 R Eppendorf AG

Centrifuge 5415 D

Pipette Research® 1-10 pl

Pipette Research® 10-100 pl

Pipette Research® 100-1.000 pl
Handdispenser Multipette® M4
Sicherheitswerkbank fiir steriles Arbeiten
HERAsafe™ HSP 18

CO;-Inkubator HERAcell™ 150

Microplate Reader Wallac 1420 Victor2

MACS® MidiMACS™ Separator

Durchflusszytometer FACSCalibur™

Vortexmischer Heidolph REAX top

3.2.7 Computersoftware

Hamburg, Deutschland

Life Technologies GmbH / Thermo Fisher Scientific
Darmstadt, Deutschland

PerkinElmer Cellular Technologies Germany GmbH
Hamburg, Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH

Bergisch-Gladbach, Deutschland

Artikelnummer 130-042-302

BD Biosciences GmbH

Heidelberg, Deutschland

Artikelnummer 342975

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG

Schwabach, Deutschland

Zur Erstellung dieser Arbeit wurde auf verschiedene Software-Produkte aus dem Microsoft Office®-

Paket zurlickgegriffen. Die

computergestiitzte

Auswertung der fluoreszenzaktivierten

Durchflusszytometrie (engl. fluorescence activated flow cytometry) erfolgte mit CellQuest™

(BD Biosciences GmbH) und WinMDI 2.8 (Joe Trotter, Freeware).

3.3 Methoden

3.3.1 Vitamin D-Substitution

In dieser Studie wurde die NK-Zell-Zytotoxizitat auf insgesamt vier vordefinierten 25(OH)D-Niveaus

bestimmt: im Vitamin D-Mangel

(< 20 ng/ml)

sowie nach In-vivo-Substitution mittels

Dekristol® 20.000 I. U. auf niedrig-normalen (30 ng/ml), mittleren (65 ng/ml) und hoch-normalen
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(90 ng/ml) Serumspiegeln. Hierfiir wurde zunachst die Substitutionsformel nach van Groningen et al.
eingesetzt [172]. Diese ist fir ein langfristiges Anheben des 25(0OH)D-Wertes (iber mehrere Wochen
konzipiert, sodass die Formel im Verlauf der Studie modifiziert wurde, um einen raschen Anstieg des

Serumspiegels zu erreichen (siehe 4.2, Seite 49).

Auf jeder Substitutionsstufe erfolgte die Bestimmung von Kalzium und Phosphat im Blut, um im Fall
einer Vitamin D-Intoxikation die Substitution sofort zu beenden und gegebenenfalls medikamentdse

gegenzusteuern.

3.3.2 Zellbiologische Methoden

3.3.2.1 CZellkultur

Um mit im Labor gefiihrten Zellen langfristig reproduzierbare Daten generieren zu kénnen, ist ein
standardisierter Umgang mit ebenso standardisierten Zelllinien notwendig. Die fiir diese Studie
eingesetzten Zelllinien entstammen verschiedenen Tumorentitdten, gegen die die in dieser Studie
verwendeten Antikorper auch therapeutisch eingesetzt werden. Fir die Arbeit mit den Antikérpern
Rituximab und Obinutuzumab wurde die CD20-positive Linie Daudi eingesetzt; fir den Antikorper

Trastuzumab die HER2-positive Zelllinie ZR-75-1.

Beide Zelllinien wurden gemaR Herstellerangaben in RPMI-1640-Medium kultiviert. Dieser bereits
gepufferten, proteinfreien Nahrstofflosung wurde L-Glutamin (2 mM) und fetales Kélberserum (engl.
fetal calf serum, FCS; 10 % vol.) zugesetzt [174]. Zur Kontaminationsprophylaxe wurde auBerdem
Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 ug/ml) zugesetzt. Das Medium der ZR-75-1-Zelllinie war
zudem mit Natrium-Pyruvat (2 mM) sowie Hepes-Puffer (25 mM) versetzt. Die Kulturen wurden
zweimal wochentlich jeweils am Tag vor dem Zytotoxizitats-Assay passagiert, um einem
Wachstumsarrest vorzubeugen. Nach ca. sechs Wochen wurde ein frisches Aliquot der gleichen
Charge jeder Zelllinie aus dem Stickstofflager aufgetaut und wie beschrieben in Kultur genommen, um
nach weiteren zwei Wochen die laufenden Linien in den Assays als Targets abzuldsen. Beide Zelllinien
wurden bei 37°C in einer Atmosphdre mit angenadhert gesattigter Luftfeuchte und 5%

Kohlenstoffdioxid (CO;) inkubiert.

3.3.2.2 CD20-positive Zelllinie Daudi
Die Daudi-Zelllinie entstammt einem 1967 entnommenen Biopsat eines damals 16 Jahre alten
Afrikaners, der an einem Burkitt-Lymphom erkrankt war [175, 176]. Es handelt es sich um eine CD20-

positive, nicht-adharente Zelllinie.

Im Gegensatz zu gesunden Zellen oder anderen B-Zell-Zelllinien exprimiert Daudi kein

B2-Mikroglobulin. Da B2-Mikroglobulin ein integraler Bestandteil des MHC Klasse I-Proteins ist,
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exprimieren Daudi-Zellen somit auch keine MHC-I-Molekiile an ihrer Zelloberflache [177, 178]. Dies
reduziert bei Zytotoxizitdtsuntersuchungen mit allogenen NK-Zellen interindividuelle Schwankungen,
da die sonst bei Matched Pairs auftretende NK-Zell-Hemmung Gber KIR wegfallt [132] (siehe 2.3.6.2,
Seite 28). Somit kénnen Daudi-Zellen als Zielzellen auch gegen NK-Zellen MHC-I-identischer Spender

eingesetzt werden [132].

3.3.2.3 HERZ-positive Zelllinie ZR-75-1
ZR-75-1 ist eine 1978 etablierte Zelllinie, die aus malignem Aszites einer 63-jahrigen kaukasischen Frau
mit metastasiertem Mamma-Karzinom gewonnen wurde [179]. Zellen dieser Kultur sind Tripel-positiv;

sie exprimieren sowohl HER2 als auch Ostrogen- und Progesteron-Rezeptoren [180].

Bei ZR-75-1 handelt es sich im Gegensatz zu Daudi um eine adharente Zelllinie, die sich am Boden der
Kulturflasche anheftet. Zur Ablosung der Zellen wurde Loésung mit Trypsin (5 mg/ml) und
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA; 2mg/ml), 1:10 verdinnt mit phosphatgepufferter

Kochsalzlosung (engl. phosphate buffered saline, PBS), zugegeben.

3.3.2.4 Zellquantifizierung

Der Versuchsaufbau erforderte an mehreren Stellen die genaue Kenntnis lber die Anzahl an Zellen in
einer Suspension. Alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Zellquantifizierungen wurden nach demselben
Zahlprotokoll durchgefiihrt, welches an dieser Stelle verallgemeinert beschrieben werden soll. Da fiir
die Berechnung der Zellzahl das genaue Volumen der Zellsuspension bekannt sein muss, wurde dieses
zunachst mit Hilfe einer geeigneten Messpipette bestimmt. Dann wurden der Zellsuspension 5 pl
entnommen und mit PBS auf insgesamt 50 ul Volumen verdiinnt. Diese Losung wurde anschliefend
mit 50 ul Trypanblau im Verhaltnis 1:1 vermischt. Trypanblau ist ein in der Zellbiologie gangiges
Farbemittel zur Identifizierung toter Zellen, da es ausschlieRlich von apoptotischen und nekrotischen
Zellen aufgenommen wird, wahrend vitale Zellen sich nicht farben [181]. Mit Trypanblau angefarbte
Zellen wurden nicht gezahlt. Durch eine auf die Zelllinie angepasste Zellkultur kann der Anteil toter
Zellen deutlich unter 10 % gehalten werden. Zur Zahlung wurde eine Zdhlkammer nach Neubauer

verwendet.

3.3.2.5 Vorbereitung der Tumorzelllinien

Vor jedem Versuch mussten in ausreichender Menge Zellen der Tumorzelllinien geerntet werden
(siehe 3.3.3.2, Seite 42). Nachdem ZR-75-1 mittels oben beschriebener Trypsin-Losung von ihrer
Zellkulturflasche abgeldst wurde, konnten beide Zelllinien quantifiziert werden. Abhangig von der
Zelldichte wurde berechnet, welches Volumen beiden Kulturen jeweils entnommen werden musste,
um die fir einen Test bendotigte Zahl an Zielzellen zu ernten. Zum Entfernen von Kulturmedium und

Stoffwechselprodukten wurden die den Kulturen entnommenen Zellen zweimal mit ADCC-Medium
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gewaschen (Zellpellet plus 1,5 ml ADCC-Medium fiir 2 min bei 400 G zentrifugiert) und in 200 pl ADCC-
Medium in Suspension genommen. Um das zum Test notwendige Volumen mit der gewlinschten
Dichte einzustellen, wurden schlussendlich die Daudi in 15,1 ml, die ZR-75-1 in 7,55 m| ADCC-Medium
gelost. ADCC-Medium basiert auf X-Vivo™ 15, einem serumfreien, gepufferten Nahrmedium, welches
speziell fir Immunzellen entwickelt wurde. Der nachste Schritt in der Prozession der Tumorzellen,

namlich die Inkubation mit den jeweiligen Antikdrpern, ist unter 3.3.3.2 (Seite 42) beschrieben.

3.3.2.6 Isolierung mononukledirer Zellen aus peripherem Vollblut

Zur lIsolierung der NK-Zellen wurden am Tag des ADCC-Tests dem jeweiligen Probanden ca. 50 ml
Vollblut in handelstbliche Blutentnahmerdhrchen mit dem Gerinnungshemmer EDTA entnommen.
Zur lIsolierung der NK-Zellfraktion wurden zunachst die peripheren mononukledren Zellen (engl.
peripheral blood mononuclear cells, PBMC) mittels Dichtegradientenzentrifugation abgetrennt. PBMC
sind ein Gemisch aus T- und B-Lymphozyten, Monozyten, dendritischen Zellen und NK-Zellen. Der
relative Anteil der einzelnen Leukozyten-Populationen schwankt inter- und intraindividuell. In der
Regel betragt die NK-Zellfraktion zwischen 5% und 20 % [182]. Nicht zu den PBMC gehoren

Granulozyten (auch: polymorphnukledre Zellen; engl. polymorphonuclear cells, PMN).

Der zur Isolierung der PBMC bendtigte Dichtegradient wurde mit Pancoll®, einem synthetischen
Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer, aufgebaut. Mit einer Dichte von 1,077 g/ml trennt es wahrend
der Zentrifugation die PBMC-Fraktion von den Erythrozyten und Granulozyten, den beiden (ibrigen
Zellpopulationen des peripheren Blutes, aufgrund derer héheren Dichte nach zentripetal hin ab.
Wegen seiner leicht zytotoxischen Wirkung muss Pancoll® jedoch unmittelbar nach der Isolierung der

PBMC wieder ausgewaschen werden [183].

Bei der Dichtegradientenzentrifugation lassen sich etwaige Verunreinigungen der extrahierten Phase
mit anderen Zellen oder korpuskuldren Blutbestandteilen nicht vermeiden. Dies ist der Tatsache
geschuldet, dass einerseits einzelne Zellen Schwankungen in ihrer Dichte aufweisen und andererseits
in der Praxis ein vollstandig erschiitterungsfreies Arbeiten nicht moéglich ist. Solche Verunreinigungen

kénnen im Rahmen der magnetischen Zellsortierung beseitigen werden (siehe 3.3.2.7, Seite 40).

Fir die Dichtegradientenzentrifugation wurden in sechs Zentrifugenréhren a 15 ml jeweils 4 ml
Pancoll® vorgelegt. AnschlieBend wurde das Pancoll® vorsichtig mit 11 ml des gespendeten

EDTA-Vollbluts Gberschichtet und 30 Minuten lang bei Raumtemperatur und mit 500 G zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation wurde aus allen Réhrchen die PBMC-Phase geerntet und in einem 50 ml
Zentrifugenréhrchen gesammelt. Der nachste Schritt bestand in der Reinigung der PBMC von
restlichem Serum und Pancoll®. Hierflir wurde das Rohrchen mit 4 °C kalter PBS aufgefillt und in der

zwischenzeitlich ebenfalls auf 4 °C vortemperierten Zentrifuge fiir 10 Minuten bei 300 G abgedreht.
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Der fliissige Uberstand des Réhrchens wurde anschlieBend verworfen und das am Boden anhaftende
Zellpellet erneut in kalter PBS resuspendiert. Dieser Waschvorgang wurde einmal noch wiederholt.
Nach dem zweiten Waschen wurde das Pellet in 7 ml PBS resuspendiert und die Anzahl der

vorliegenden Zellen bestimmt (siehe 3.3.2.4, Seite 38).

3.3.2.7 Magnetische Zellsortierung

Die Isolierung der NK-Zellfraktion aus der vorliegenden PBMC-Suspension geschah mittels magnetisch
aktivierter Zellsortierung (engl. magnetic activated cell sorting, MACS®). Bei diesem Verfahren werden
Zellen anhand ihres zelltypischen Phdnotyps, meistens spezifische Differenzierungscluster an der
Zelloberflache, mit einem fiir das entsprechende CD-Molekiil spezifischen Antikérper markiert und

kénnen im Anschluss dariber selektiv getrennt werden.

Dabei unterscheidet man grundsatzlich zwei unterschiedliche Strategien. So kénnen zum einen die zu
isolierenden Zellen mit einem entsprechenden Antikorper ,direkt” markiert und dann im
magnetischen Feld auf der (MACS®-) Trennsaule zurlickgehalten werden, wahrend die unerwiinschten
Zellen die Saule im Durchfluss passieren. Der Nachteil dieser Variante besteht darin, dass die meisten
der zur Separation ausgewadhlten zelltypischen Marker-Molekiile nach der Separation mit einem
Antikorper belegt sind, was die Funktion dieser Molekiile in den anstehenden funktionellen
Untersuchungen einschranken kann. Im konkreten Fall der beabsichtigten Isolierung von NK-Zellen
hatte die Verwendung von CD16 als Zielmolekil eine ,Belegung” dieses Fcy-Rezeptors zur Folge
gehabt, was zu einer erheblichen Beeintrachtigung der ADCC-Aktivitdt der so angereicherten NK-
Zellen gefiihrt hatte. Um das zu vermeiden, kdnnen zum anderen alle Zellen auBer den NK-Zellen
ihrerseits mit einem Gemisch Zelltyp-spezifischer Antikdrper markiert und danach im magnetischen
Feld der Trennsaule zurickgehalten und somit von den NK-Zellen separiert werden, die die Sdule dann
im Durchfluss ,unangerihrt (engl. untouched) passieren. Da in dieser Arbeit die ADCC-Aktivitat von
NK-Zellen untersucht wurde, kam zur Isolierung der NK-Zellen selbstredend nur die zweite Strategie

in Frage.

Dazu wurde das NK Cell Isolation Kit, human der Miltenyi Biotec GmbH verwendet. Dieses Kit entfernt
zusatzlich auch Verunreinigungen durch andere korpuskuldre Blutbestandteile wie Thrombozyten,
Erythrozyten oder Granulozyten, die bei der Dichtegradientenzentrifugation nicht komplett
ausgeschlossen werden kénnen (siehe 3.3.2.6, Seite 39). Die Isolierung der NK-Zellen erfolgte nach
dem Protokoll des Kit-Anbieters. Bei der Kalkulation der Anzahl der eingesetzten PBMC sind zum einen
die Kapazitit der verwendeten MACS®-Trennsiule und zum anderen die Strategie der Isolierung zu
bertcksichtigen. Aufgrund der Bindungskapazitat der verwendeten Trennsaulen (LS-Format) von

maximal 108 markierten (Nicht-NK-) Zellen und der zuvor beschriebenen Depletions-Strategie wurden
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von jedem Probanden auch maximal nur 1 x 108 PBMC eingesetzt. Diese wurden erneut zentrifugiert
(10 Minuten, 300 G, 4 °C), der flissige Uberstand verworfen und das PBMC-Pellet dann in 40 pl
MACS®-Puffer pro 107 Zellen resuspendiert. Nun wurden zum Markieren der Nicht-NK-Zellen 10 pl des
Biotin-Antikérpergemischs pro 107 Zellen hinzugegeben. Diese Suspension wurde griindlich gemischt
und fir 5 Minuten bei 4 °C inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von weiteren 30 ul MACS®-Puffer
und 20 pl MicroBeads zur Markierung der gebundenen Antikérper fiir die MACS®-Separation, erneut
jeweils pro 107 Zellen. Nach anschlieRendem Mischen und 10-miniitiger Inkubation bei 4 °C konnten
die PBMC sortiert werden. Dafiir wurde die Zellsuspension in die zwischenzeitlich mit 3 ml
MACS®-Puffer dquilibrierte MACS®-LS-Saule gegeben. Nach Durchlaufen dieser Suspension wurde die

Saule zweimal mit 3 ml MACS®-Puffer gespiilt.

Die LS-Sdule mit den gebundenen Nicht-NK-Zellen wurde verworfen. Die im Durchlauf isolierten NK-
Zellen wurden nach Entnahme einer Probe fir die durchflusszytometrische Qualitatskontrolle
(siehe 3.3.2.8) zentrifugiert, um den MACS®-Puffer zu entfernen (300 G, 10 Minuten, 4 °C). Das
Zellpellet wurde in 500 pl ADCC-Medium aufgenommen (NK-Zell-Stocksuspension). AnschlieRend

wurden die Zellen quantifiziert (siehe 3.3.2.4, Seite 38).

3.3.2.8 Durchflusszytometrie

Ungefahr 90 % der NK-Zellen sind dem Subtyp CD56%"/CD16* zuzuordnen, der eine ausgeprigte
Zytotoxizitat aufweist [184]. CD16 bezeichnet dabei FcyllIRa, der als Antikorperrezeptor essenziell fir
die ADCC ist [185]. Andere Subpopulationen wie CD56%€"/CD16%™ zeigen stattdessen vermehrt
immunregulatorische Funktionen wie die Produktion von Zytokinen. Méglicherweise sind sie auch
Vorstufen von CD16* NK-Zellen [186]. Da das Ziel dieser Arbeit jedoch die Untersuchung der Fahigkeit
der NK-Zellen zur ADCC war, wurde der Anteil an CD16* Zellen, ungeachtet der CD56-Expression,

mittels fluoreszenzaktivierter Durchflusszytometrie bestimmt.

Hierfir wurden nach der MACS®-Isolierung 80 ul der NK-Zell-Stocksuspension entnommen und in
einem ReaktionsgefiR zentrifugiert (2 Minuten, 400 G). Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in 50 ul PBS resuspendiert. Dies NK-Suspension wurde mit je 2,5pul der beiden
fluoreszenzmarkierten Antikérper CD16-FITC (CD16-Fluoresceinisothiocyanat) und CD56-PE (CD56-
Phycoerythrin) fir 15 Minuten lichtgeschiitzt inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (gleiche
Parameter) zum Entfernen ungebundener Antikérper wurden die CD16- und CD56-markierten NK-
Zellen nun in 120 pl Cell Wash gel6st. Anschliefend wurde im Durchflusszytometer die Fraktion der

CD16* Zellen qualitativ kontrolliert und die Ausbeute an NK-Zellen bestimmt.
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3.3.3 Experimentelle Bestimmung der NK-Zell-Aktivitat

3.3.3.1 Anlegen der Antikérper-Verdiinnungsreihen

Das Versuchsprotokoll sah vor, alle drei Antikérper in dekadisch logarithmisch absteigenden
Konzentrationen von 1 pg/ml bis 0,0001 pg/ml mit den Zielzellen zu inkubieren bevor die NK-Zellen

als Effektorzellen zugegeben werden.

Die drei getesteten Antikorper Rituximab, Obinutuzumab und Trastuzumab wurden von der
Bezugsquelle in einer Konzentration von 2 mg/ml geliefert. Die folgende Tabelle 8 zum Anlegen einer

Verdiinnungsreihe gilt daher fiir alle Antikorper gleichermaRen.

Tabelle 8 — Anleitung zur Herstellung der Antikérper-Verdiinnungsreihe

Verdiinnung DO-Stock D2 D3 D4 D5 D6
Konzentration | 2 mg/ml | 10 pg/ml 1 pg/ml 0,1 pg/ml | 0,01 ug/ml | 0,001 pg/ml
Verdiinnung - 1:200 1:2.000 1:20.000 1:200.000 1:2.000.000
Ansatz - S5ulDO+ | 100w D2+ 100 D3+ | 100 pi D4+ | 100 pl D5 +
995 pl 900 pl 900 ul 900 pl 900 pl
ADCC-M. ADCC-M. ADCC-M. ADCC-M. ADCC-M.

Gezeigt wird die Anleitung zur Herstellung einer Antikérper-Verdiinnungsreihe auf Basis einer Ausgangslésung
mit der Konzentration 2 mg/ml. Im ersten Schritt musste zur Verdiinnung auf 10 ug/ml zundchst 5 ul der
Ausgangslésung mit 995 ul ADCC-Medium gemischt werden (Verhdltnis 1:200). Nach griindlicher Durchmischung
wurde dann aus 100 ul D2 und 900 ul ADCC-Medium die ndchste Verdiinnungsstufe eingestellt (usw.). Die finale
Antikérperkonzentration wurde durch eine weitere 1:10-Verdiinnung beim Zusammenpipettieren der Target-
Ansdtze erzielt (siehe 3.3.3.5, Seite 45).

3.3.3.2 Vorbereiten der Target-Zellen

Die Tests zur Bestimmung der NK-Zell-Aktivitat wurden in 96-Well-Platten mit U-férmigen Wellboden
angelegt, um trotz geringer Zellzahlen optimale Zell-Zell-Kontakte zu gewadhrleisten. Im Rahmen
vorangegangener Arbeiten wurde eine Zahl von 4.000 Target-Zellen pro Well als ausreichend
bestimmt, um saubere und eindeutig differenzierbare Lyse-Signale zu erhalten. Diese geringe Zahl an
Target-Zellen erlaubte dann auch, die Tests mit einer noch vertretbaren Anzahl an Effektorzellen

durchzufiihren, da von jedem Probanden nur eine limitierte Zahl an NK-Zellen pro Test zur Verfiigung

stand.

Daudi-Zellen dienten sowohl fiir die durch Rituximab als auch fiir die durch Obinutuzumab vermittelte
ADCC als Zielzellen. Jeder Ansatz wurde im Test als Triplette angelegt. Aufgrund der verschiedenen
Test- und Kontrollansitze wurden insgesamt 9 x 10° Daudi in 15,1 ml ADCC-Medium und somit im
Vergleich zu ZR-75-1 doppelt so viel Zellsuspension benétigt (4,5 x 10° ZR-75-1 in 7,55 ml ADCC-
Medium). Dabei wurde die Zelldichte der Target-Zell-Suspensionen so eingestellt, dass in 75 pl der
Suspension 4.000 Target-Zellen vorlagen, die fir ein Well der Testplatte vorgesehen waren. In

Tabelle 9 ist die generelle Zusammensetzung der verschiedenen Ansatze der Target-Zellen aufgefihrt.
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Die Target-Ansatze wurden fiir 20 Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, um die Bindung der

jeweiligen Antikdrper an die entsprechenden Zielzellen zu erméglichen.

Tabelle 9 — Anleitung zum Vorlegen der Antikérper-Zielzell-L6sungen

Ansatz Antikorper- Zielzell- ADCC- Finale AK- Anzahl Anzahl

Verdiinnung | Suspension | Medium | Konzentration | Zielzellen Wells*

(ul) (ul) (1) (ug/ml) (pro Well) (@75 ul)
@ AK - 990 ul 110 pl 0 4.000 14
D2 110 ul D2 990 pl - 1 4.000 14
D3 110 ul D3 990 ul - 0,1 4.000 14
D4 110 ul D4 990 pl - 0,01 4.000 14
D5 110 pul D5 990 pl - 0,001 4.000 14
D6 110 ul D6 990 pl - 0,0001 4.000 14

Die hier aufgezeigten sechs Ansdtze (@ AK bis D6) wurden pro Versuch jeweils fiir die Kombinationen Daudi mit
Rituximab, Daudi mit Obinutuzumab sowie ZR-75-1 mit Trastuzumab angelegt. Dazu wurden die in den Spalten
2, 3 und 4 angegebenen Volumina der in der Kopfzeile gelisteten Komponenten zusammenpipettiert. (*) Jeder
Ansatz wurde fiir zwei Well im Uberschuss kalkuliert.

3.3.3.3 Vorbereiten der Effektorzellen
Das Studienprotokoll sah vor, die NK-Zellen in zwei verschiedenen Verhaltnissen von Effektor- zu
Zielzellen (engl. effector cell to target cell ratio, E/T-Ratio), namlich 2,5:1 und 5:1, mit den

antikorperbeladenen Zielzellen inkubieren.

Nachdem, wie in 3.3.2.8 (Seite 41) beschrieben, der Anteil an CD16* NK-Zellen an der gesamten mittels
MACS® angereicherten NK-Zell-Suspension bestimmt wurde, wurde nun ausgerechnet, wie viel von
der der NK-Zell-Stocksuspension eingesetzt werden musste, um die fiir den ADCC-Test bendtigten
2 x 10° CD16* NK-Zellen zu erhalten. Dieses Volumen wurde anschlieRend entnommen und mit ADCC-
Medium auf insgesamt 7,5 ml Volumen aufgefiillt. Die in dieser Suspension verbliebenen CD16" Zellen
wurden nicht entfernt. Da die Testplatten mit je 75 pl/Well des NK-Zellansatzes belegt wurden, lagen
20.000 NK-Zellen pro Well vor. Bei 4.000 Zielzellen pro Well (siehe oben), entsprach dieser Ansatz also
bereits einer E/T-Ratio von 5:1. Um den Ansatz mit der E/T-Ratio von 2,5:1 herzustellen, wurden von
dieser NK-Zell-Suspension, wie in Tabelle 10 beschrieben, 2.435 pl entnommen und im Verhéltnis 1:1

mit ADCC-Medium verdiinnt.
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Tabelle 10 — Anleitung zum Anfertigen der NK-Zell-Ansditze

E/T-Ratio Anzahl Anzahl Zielzellen NK-Suspension ADCC-Medium
NK-Zellen (pro Well) () ()
(pro Well)
5:1 20.000 4.000 4.875 -
2,5:1 10.000 4.000 2.435 2.435

Die NK-Suspension wurde so verdiinnt, dass die 75 ul, die im Verlauf in ein Well auf der Reaktionsplatte pipettiert
wurden, insgesamt 20.000 NK-Zellen enthalten (siehe Text). Bei 4.000 Zielzellen im Well entspricht dies einer E/T-
Ratio von 5:1. Ein Teil dieser Suspension wurde jedoch verdiinnt, um daraus den 2,5:1-Ansatz herzustellen.
3.3.3.4 Kontrollansdtze

3.3.3.4.1 Technischer Blank

Wie im nachsten Abschnitt (3.3.4, Seite 46) naher beschrieben, wurde die Aktivitdt der aus den Target-
Zellen freigesetzten Laktatdehydrogenase (LDH) photometrisch gemessen. Diese diente als indirektes
Mal fiir die zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen. Wie bei jedem photometrischen Test musste dabei
die Hintergrund-Absorption bericksichtigt werden. In diesem Fall also die der Mikrotiterplatte sowie
die des zellfreien ADCC-Mediums in der Mikrotiterplatte. Die von diesem sogenannten technischen
Hintergrund (engl. Blank) verursachte Absorption wurde von allen anderen gemessenen Absorptionen

abgezogen.

3.3.3.4.2 Spontan-Lysen

Zur korrekten Quantifizierung der zytotoxischen Aktivitdt musste zudem die LDH-Freisetzung aus den
im Test eingesetzten Target-Zellen ohne Einwirkung durch NK-Zellen bestimmt werden. Dazu wurde
ein Ansatz nur aus 4.000 Tumorzellen/Well ohne NK-Zellen angelegt. Auch dieser Ansatz wurde unter
den gleichen Bedingungen inkubiert wie die eigentlichen Effektor-/Target-Ansatze. Die von der
spontanen Lyse verursachte Absorption wurde bei der Quantifizierung der Messergebnisse von allen

anderen Test-Ansdtzen mit den entsprechenden Target-Zellen subtrahiert.

Um die Moglichkeit nicht auBer Acht zu lassen, dass auch die NK-Zellen wahrend der Inkubationszeit
einer spontanen Lyse unterliegen und somit LDH freisetzen, wurde diese fir die Effektorzellen
ebenfalls bestimmt. Zur Messung dieser spontanen Absorption wurden lediglich 10.000
(entsprechend E/T-Ratio 2,5:1) respektive 20.000 NK-Zellen (E/T Ratio 5:1) pro Well ohne Target-
Zellen angelegt. Auch die Absorptionswerte der jeweiligen spontanen NK-Zell-Lysen wiirde

gegebenenfalls von den Messwerten bei der entsprechenden E/T-Ratio abgezogen werden.

3.3.3.4.3 Maximal-Lyse
Des Weiteren musste ermittelt werden, wieviel LDH bei der Lyse aller 4.000 Tumorzellen eines Wells
freigesetzt wurde. Dies wurde durch Zugabe eines Lyse-Mediums 15-20 min vor Beendigung der

vollstandigen Inkubationszeit erreicht. Das Konzentrat zur Induktion der Maximal-Lyse war Bestandteil
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des Cytotoxcity Detection Kit (siehe 3.2.2, Seite 33) und wurde unmittelbar vor Gebrauch 1:10 mit
ADCC-Medium verdinnt.

Das Lyse-Medium beinhaltete Octoxinol 9 (Triton® X-100). Dabei handelt es sich um ein nicht-
ionisches, chemisches Detergens, das Zellmembranen perforiert ohne die dabei freigesetzten Proteine
in einem nennenswerten Umfang zu denaturieren [187, 188]. Diese Eigenschaft des Lyse-Mediums
war insofern wichtig, als dass die Freisetzung des Enzyms LDH in diesen Ansatzen mit 100 % Lyse
gleichgesetzt wurde. Die Absorptionen aller anderen Test-Ergebnisse wurden auf diesen Wert relativ

bezogen.

3.3.3.5 Belegung der Reaktionsplatten und Inkubation
Unmittelbar nach der Aufbereitung der NK- und Target-Zellansdtze wurden die beiden Testplatten

gemal Abbildung 2 belegt.

Abbildung 2 — Belegung der Testplatten zur Inkubation von NK-Zellen mit ihren Zielzellen und Kontrollansditze.

Platte Rituximab + Daudi Obinutuzumab + Daudi

Nl | 12 | 2 | 3] 4| 5 [ 6 | 7] 8 | 9 | 10] 11] 12
A Technischer Blank - - - - - -
B 0 ug/ml (@) 0 ug/ml (@) 0 ug/ml (@) 0 ug/ml (@)
C 0,0001 pg/ml (D6) 0,0001 pg/ml (D6) 0,0001 ug/ml (D6) 0,0001 pg/ml (D6)
D 0,001 pg/ml (D5) 0,001 pg/ml (D5) 0,001 pg/ml (D5) 0,001 pg/ml (D5)
E 0,01 pg/ml (D4) 0,01 pg/ml (D4) 0,01 pg/ml (D4) 0,01 pg/ml (D4)
F 0,1 ug/ml (D3) 0,1 ug/ml (D3) 0,1 ug/ml (D3) 0,1 ug/ml (D3)
G 1 pg/ml (D2) 1 pg/ml (D2) 1 pg/ml (D2) 1 ug/ml (D2)
H Daudi-Spontanlyse | Daudi-Maximallyse | Daudi-Spontanlyse | Daudi-Maximallyse

E/T-Ratio 2,5:1 E/T-Ratio 5:1 E/T-Ratio 2,5:1 E/T-Ratio 5:1

Platte Trastuzumab + ZR-75-1

N2 | 1 | 2 | 3 4 5 6 7 8 9 [ 10 | 11 | 12
A NK-Spontanl. (1x10%) - - - - - -
B 0 ug/ml (@) 0 ug/ml (@) - - - - - -
C 0,0001 ug/ml (D6) | 0,0001 pg/ml (D6) - - - - - -
D 0,001 pg/ml (D5) 0,001 pg/ml (D5) - - - - - -
E 0,01 pg/ml (D4) 0,01 pg/ml (D4) - - - - - -
F 0,1 pg/ml (D3) 0,1 pug/ml (D3) - - - - - -
G 1 pug/ml (D2) 1 ug/ml (D2) - - - - - -
H ZR-75-1-Spontanl. ZR-75-1-Maximall. - - - - - -

E/T-Ratio 2,5:1 E/T-Ratio 5:1

Bei Wells der Spalten 1-3 sowie 7-9 wurden mit je 10.000 NK-Zellen belegt (Ausnahme Platte 1, Zeile A sowie auf
beiden Platten Zeile H). Die Wells der Spalten 4-6 sowie 10-12 wurden mit 20.000 NK-Zellen belegt.

Wie bereits geschrieben, wurden auBer den Wells zu Messung des technischen Blanks mit sechs Well,

alle anderen Anséatze auf den Testplatten als Tripletten angelegt. Die Belegung der Testplatten erfolgte
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in zwei Schichten. Zundchst wurden die verschiedenen Ansitze der Target-Zellen a 75 ul/Well
vorgelegt. In die Well zur Bestimmung der NK-Spontanlysen wurden anstatt der Target-Zellsuspension
75 pl ADCC-Medium vorgelegt. Danach wurden die beiden E/T-Ansatze der Effektorzellen (2,5:1 und
5:1) ebenfalls a 75 pl/Well mit einem Hand-Dispenser verteilt. In die Well zur Messung der Spontan-
bzw. Maximal-Lyse der Target-Zellen wurden, anstatt der jeweiligen NK-Zellsuspension, 75 pl ADCC-

Medium bzw. 15-20 min vor Testende 75 ul der Losung zur Induktion der Maximal-Lyse pipettiert.

Nachdem die Testplatten vollstandig beladen waren, wurden diese eine Minute lang bei lediglich
100 G zentrifugiert, um in allen Well eine vollstandige Sedimentation aller Zellen und somit einen
synchronen ADCC-Beginn zu gewahrleisten. Danach wurden sie fiir vier Stunden im Brutschrank

(37 °C, in etwa gesattigte Luftfeuchte, 5 % CO;) inkubiert.

3.3.4 Messung der LDH-Freisetzung

Nach der vierstiindigen gemeinsamen Inkubation von Effektor- und Target-Zellen wurden beide
Testplatten bei nur maéRiger G-Zahl zentrifugiert (200 G, 10 Minuten, Raumtemperatur), um
sicherzustellen, dass sich alle Zellen am Boden der Wells befanden. Dann wurden von jedem Well 50 pl
Uberstand abbildungsgleich auf zwei 96-Well-ELISA-Platten mit Flachboden ({bertragen. Das
Ubertragen der Uberstinde von den Test- auf die ELISA-Platten musste méglichst schnell erledigt
werden, damit es zu keiner weiteren, nennenswerten LDH-Freisetzung kam. Dennoch musste ein
Aufwirbeln der Zellen dabei tunlichst vermieden werden, um zu gewéhrleisten, dass die Uberstidnde

tatsachlich Zell-frei waren.

Wie weiter oben beschrieben, wurde als Marker fiir die zytotoxische Aktivitdt der NK-Zellen die
Freisetzung von LDH aus den Zielzellen bestimmt. Als essenzieller Bestandteil des anaeroben
Energiestoffwechsels ist dieses Enzym in fast allen menschlichen Zellen enthalten. LDH katalyisiert die
Oxidation von Laktat zu Pyruvat unter Reduktion eines Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Kations
(NAD*) zu NADH/H* [189]. Zur Quantifizierung der LDH wurde das Cytotoxicity Detection Kit (LDH) der
Sigma-Aldrich GmbH verwendet. Dabei geschieht der LDH-Nachweis liber die Zugabe des Tetrazolium-
Salzes INT (engl. Dye Solution; Farbelosung), welches durch einen ebenfalls zugegebenen, NADH/H*-
abhangigen Katalysator (engl. catalyst) zum Formazan-Salz reduziert wird [190]. Im Gegensatz zu
Tetrazolium absorbiert Formazan Licht in einem relativ breiten Wellenlangenspektrum zwischen 480
und 520 nm. Die LDH-Enzymaktivitdt kann somit indirekt photometrisch quantifiziert werden.
Katalysator und Farbelosung wurden gemaR Herstellerangaben unmittelbar vor der Verwendung zur
fertigen LDH-Nachweislésung gemischt. Die Menge der benétigten Nachweislésung wurde fir
160 Wells kalkuliert (138 Wells auf den Nachweisplatten plus 22 Wells Uberschuss, siehe Abbildung 2,

Seite 45). Dazu wurden 7.333 pl Dye Solution und 167 pl Catalyst gemischt. AnschlieRend wurden
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50 pl der Nachweislosung in jedes belegte Well der ELISA-Platten pipettiert und beide Platten bei
Raumtemperatur inkubiert. Da sowohl das Dye Solution-/Catalyst-Gemisch als auch die Endprodukte
der LDH-Reaktion photosensibel sind, wurde die Inkubation lichtgeschiitzt durchgefiihrt. Um die Zeit
der Substratumsetzung zu normieren, damit die verschiedenen Tests untereinander vergleichbar
waren, wurde die Entwicklungszeit der LDH-Reaktion den Angaben des Herstellers gemal auf 30 min
begrenzt und der Substratabbau durch Zugabe von 25 pl/Well einer Salzsaure-haltigen Stopp-Losung

abgebrochen.

3.3.5 Quantifizierung der NK-Zell-Aktivitat

Nach Beenden der Nachweisreaktion wurde fiir jedes Well die Absorption bei 490 nm Wellenldnge im
Photometer analysiert. AnschlieRend wurde zunachst von allen Absorptions-Werten die gemittelte
Absorption des technischen Blanks abgezogen. Die gemessenen Absorptionen der Triplets wurden
ebenfalls zu einem Wert gemittelt. Die relative Lyse in einem ADCC-Ansatz wurde dann nach folgender

Formel errechnet (siehe 3.3.3.4, Seite 44):

ADCC-Absorption — (Target-Spontanlyse + NK-Spontanlyse) % 100

lative L %) =
relative Lyse (%) Target-Maximallyse — Target-Spontanlyse

Die Begriffe Spontan- und Maximallyse beziehen sich hierbei auf die jeweilige Tumorzelllinie ohne

Zugabe von NK-Zellen oder Antikdrpern.

3.4 Statistische Auswertung

Ob eine Veranderung der relativen Lyse der Probanden zwischen zwei Substitutionszeitpunkten
statistisch signifikant war, wurde mittels zweiseitigem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (engl.
Wilcoxon signed rank test) bestimmt. Aufgrund der nur kleinen StichprobengroRe wurde fiir W keine
Normalverteilung angenommen. Die resultierenden P-Werte wurden folglich exakt anhand der
Verteilung von W berechnet. Statistische Tests zwischen zwei ungepaarten Stichproben hingegen
wurden mittels zweiseitigem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (Mann-Whitney-U-Test) durchgefihrt.

Grundsatzlich wurde ein Signifikanzniveau von a = 0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Probandendaten

Insgesamt wurden 24 Probanden akquiriert. Davon zogen zwei ihre Einverstandniserklarung zuriick,
ein Proband musste ausgeschlossen werden, da er sich nach dem ersten Test einer Therapie mit oralen
Glukokortikoiden unterziehen musste, und ein Proband war nach dem ersten NK-Zellversuch nicht
mehr erreichbar. Die restlichen 20 Personen (mittleres Alter 60,1 + 17,8 Jahre), davon 10 Frauen und
10 Ménner, verblieben bis zum Ende in der Studie eingeschlossen (siehe Tabelle 11). Finf Probanden
wurden direkt im niedrig-normalen 25(0OH)D-Bereich und nicht im Insuffizienz- oder Mangelbereich

rekrutiert.

Tabelle 11 — Alter, Geschlecht und 25(0OH)D-Serumspiegel der eingeschlossenen Probanden

25(0OH)D-Serumspiegel zu den einzelnen Messungen

(ng/ml)
ID Geschlecht Alter (a) Man.g(.al— / Niedrig- Mittleres Hoch-
Insuffizienz- normales 25(0H)D normales
bereich 25(0H)D 25(0OH)D

1 m 50 - 35,1* 70,1 123,0
4 w 46 - 32,2% 71,5 110,0
50 m 33 11,4 34,6 57,2 103,0
55 m 32 14,3 33,3 67,4 93,6
56 m 59 4,0 32,5 71,7 -
57 w 30 - 31,5% 61,2 90,5
61 w 40 - 36,9* 68,4 102,0
66 w 64 8,7 27,7 68,2 86,4
67 m 70 9,0 33,8 65,5 89,6
70 m 78 5,9 24,5 64,3 110,0
71 w 71 23,0 33,9 68,2 115,0
72 m 57 15,7 45,8 62,6 89,0
73 w 78 4,6 28,1 68,8 83,4
74 m 79 6,1 31,3 72,8 94,9
75 w 79 9,7 31,7 68,5 72,1
87 m 56 - 30,5* 69,4 81,0
91 w 83 9,8 27,6 63,6 88,8
92 m 86 10,3 27,3 58,2 74,4
93 w 69 5,9 25,8 63,7 91,1
99 w 42 8,8 38,8 61,5 86,8

Aufgelistet werden nur die in die Studie einbezogenen Probanden. Das Geschlecht ist mit ,,w” fiir weiblich und
,m” fiir mdnnlich abgekiirzt. (*) Proband wurde direkt auf dieser Vitamin D-Stufe rekrutiert.
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Hinsichtlich des Alters unterschieden sich Frauen (60,2 + 18,0 Jahre) und Manner (60,0 + 17,6 Jahre)
nicht signifikant (T-Test nach Student p = 0,98; F-Test nach Fisher p = 0,95), wie Abbildung 3

veranschaulicht.
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Abbildung 3 — Alter der Probanden zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses

4.2 Optimierung eines Vitamin Ds-Substitutionsprotokolls fiir die

Immuntherapie und Substitutionsergebnisse
Abbildung 4 stellt die in Tabelle 11 aufgefiihrten 25(0OH)D-Serumspiegel der Probanden zum Zeitpunkt
der Rekrutierung sowie nach den maximal drei Substitutionsrunden dar. Der mittlere 25(0OH)D-Spiegel
zum Zeitpunkt der Rekrutierung lag mit 9,81 ng/ml (Standardabweichung [SD] 4,76 ng/ml) wie geplant
im Bereich des Vitamin D-Mangels (< 20 ng/ml) [72].

Wie in 3.3.1 (Seite 36) beschrieben, erfolgte die VDs-Substitution zundchst nach der von
van Groningen etal. beschriebenen Substitutionsleitlinie [172]. Bei der im Vorfeld einer
Immuntherapie deutlich geringer zur Verfligung stehenden Substitutionszeit von nur wenigen Tagen
im Vergleich zu acht Wochen in der oben genannten Arbeit, erhdhten wir den Multiplikator der Formel

sukzessive von 40 auf schlieRlich 200 IExmlxkgxng?:

IE > ml s icht (kg) x A25(0H)D (ng)
%o X 19 orpergewic g

VD3-Bedarf (IE) = 200
ml

Beim Einsatz dieser Formel war nur in wenigen Fallen eine Nach-Substitution notwendig, um das
angestrebte 25(OH)D-Niveau zu erreichen. Die Dauer der Tabletteneinnahme wurde dabei je nach

Gesamtdosis auf 3 oder 4 Tage verteilt, um eine VDs-Tageshochstdosis von 200.000 I. U. nicht zu
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Uberschreiten. Insgesamt dauerte eine einzelne Runde zwischen erstem Tag der Substitution und dem

darauffolgenden ADCC-Versuch im Mittel 7,7 Tage (SD 1,6 Tage).

140
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Abbildung 4 — 25(0OH)D-Serumspiegel im Verlauf der drei Substitutionsrunden

Die 25(0OH)D-Serumspiegel der insgesamt vier Stufen waren signifikant verschieden. Zwischen Frauen und
Medénnern bestanden hingegen keine signifikanten Unterschiede. Die jeweiligen P-Werte sind angegeben (T-Test
nach Student).

Wie die Ergebnisse der Einstichproben-T-Tests zwischen 25(OH)D-Spiegel und Sollwert zeigen
(Tabelle 12), wurden die angestrebten Serumspiegel von 30, 65 und 90 ng/ml mithilfe dieses
Substitutionsprotokolls ausreichend genau erreicht (mit einem p von jeweils > 0,05 ). Der
Einstichproben-T-Test zum Zeitpunkt der Rekrutierung zeigt mit p < 0,00001 an, dass der mittlere

Serumspiegel wahrend des ersten ADCC-Tests signifikant unter 30 ng/ml lag.

Toxisch erhohte 25(OH)D-Serumspiegel (> 150 ng/ml[72]; siehe 2.3.2, Seite 21) traten bei
Anwendung der modifizierten Substitutionsformel nicht auf. Dennoch fiihrte die Substitution auf den
hoch-normalen Zielwert bei insgesamt sechs Probanden zu einem 25(OH)D-Spiegel oberhalb des
Referenzrahmens (> 100 ng/ml). Diese Probanden zeigten keine Symptome. Ebenso waren Kalzium-
und Phosphatspiegel innerhalb der Normbereiche. Der hochste, beobachtete 25(0OH)D-Serumspiegel
betrug 123 ng/mli. S. (Tabelle 11).
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Tabelle 12 — Mittlere 25(0H)D-Serumspiegel im Verlauf der Substitutionsrunden
Rekrutierung | Substitution 1 | Substitution 2 | Substitution 3

Angestrebter Spiegel (ng/ml) <30 30 65 90
Mittleres Serum-25(0OH)D * 9,8+4,8 32,1+4,8 66,1+4,3 93,9+13,2
sD ?:10,1+5,6 @:31,4+4,0 Q:66,4+3,4 ?:92,6+12,2
(ng/ml) §:9,6+3,9 5:329%53 | J:659%51 | J:954%14,0
F-Test nach Fisher p =097
p =0,67
p < 0,00001
p = 0,67
Einstichproben-T-Test p < 0,00001 p =0,07 p =027 p =023

(Abweichung vom Soll)

Mit angegeben sind die Ergebnisse der F-Tests nach Fisher. Diese zeigen, dass sich die 25(0H)D-Spiegel erst nach
der dritten Substitution in ihrer Streubreite bzw. Varianz von den vorherigen Messungen unterschieden. Die letzte
Zeile zeigt die Ergebnisse der Einstichproben-T-Tests, bei denen die Abweichung der tatsdchlichen 25(0OH)D-
Spiegel vom angestrebten Spiegel (Soll) ermittelt wurde. Alle P-Werte beziehen sich auf die gesamte
Studienpopulation; eine geschlechter-getrennte Analyse fiel gleichartig aus, ist jedoch nicht dargestellt.
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Abbildung 5 — 25(0OH)D-Anstieg pro verabreichter VDs-Dosis und Kérpergewicht nach Probandenalter

Es konnte kein Zusammenhang zwischen Probandenalter und Anstieg des 25(0OH)D-Serumspiegels pro Kilogramm
Kérpergewicht und verabreichter VDs-Dosis festgestellt werden ( Spearman’'s R = —0,18756 mit p =
0,22279). Drei AusreifSer wurden aufSer Acht gelassen.

Zwischen mannlichen und weiblichen Probanden bestanden keine nennenswerten Unterschiede in
den erreichten 25(OH)D-Spiegeln (Abbildung 4). Ebenso konnte keine signifikante Korrelation

zwischen Probandenalter und 25(0OH)D-Anstieg pro Menge verabreichten VDs-Prdparats beobachtet
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werden (Abbildung 5). Bei Substitution auf hoch-normale Werte zeigte sich die Formel weniger

pradiktiv, da es zu einer deutlichen Zunahme der Varianz der 25(0OH)D-Spiegel kam (Tabelle 12).

4.3 Nachweis einer NK-Zell-vermittelten ADCC unter Vitamin D-Mangel
bzw. -Insuffizienz

4.3.1 Rituximab-induzierte Daudi-Lyse unter Vitamin D-Mangel und -Insuffizienz
Abbildung 6 veranschaulicht das AusmalR der NK-Zell-vermittelten Lyse von Daudi in Abhangigkeit der
eingesetzten Rituximab-Konzentration zum Zeitpunkt des Vitamin D-Mangels bzw. der Vitamin D-

Insuffizienz.

Hierbei fihrte das gréRere E/T-Verhiltnis von 5:1 gegeniber 2,5:1 unabhidngig von der Antik6rper-

Konzentration stets zu einem grofReren Ausmals an Lyse.

Darlber hinaus zeigte sich fur beide E/T-Verhiltnisse gleichermaRen, dass erst ab 0,001 pg/ml
Rituximab eine im Vergleich zur Antikérper-freien Kontrolle gesteigerte Lyse, und folglich eine ADCC
oder genauer gesagt eine Rituximab-abhangige zellulare Zytotoxizitat (RDCC), nachweisbar war. Das
Ausmall der RDCC stieg dabei dosisabhdangig mit der Antikorper-Konzentration an. Die grofRte
eingesetzte Rituximab-Konzentration von 1 pg/ml zeigte dabei gegeniiber 0,1 pg/ml keine signifikante

Zunahme mehr, sodass hier von einem Sattigungseffekt auszugehen ist.
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Abbildung 6 — Relative Daudi-Lyse in Abhéingigkeit der Rituximab-Konzentration vor VDs-Substitution
Einbezogen sind alle 15 Probanden mit 25(0OH)D-Mangel oder -Insuffizienz. Dargestellt sind die beiden E/T-Ratios
2,5:1 (links) und 5:1 (rechts). P-Werte wurden mittels zweiseitigem T-Test nach Student bestimmt.
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4.3.2 Obinutuzumab-induzierte Daudi-Lyse Vitamin D-Mangel und -Insuffizienz
Abbildung 7 stellt die NK-Zell-vermittelte prozentuale Lyse von Daudi aller Probanden in der 25(0OH)D-
Insuffizienz bzw. im 25(OH)D-Mangel in Abhdngigkeit von der eingesetzten Konzentration an

Obinutuzumab dar.

Analog zu Rituximab (siehe 4.3.1, Seite 52) zeigte sich auch bei Obinutuzumab eine durchwegs héhere
Lyse beim Einsatz des hoheren E/T-Verhiltnisses von 5:1 gegentiber 2,5:1. Auch hier fiihrte eine
hohere Konzentration von Antikdrper dosisabhangig zu einer starkeren Lyse. Entsprechend fand auch
hier eine Obinutuzumab-abhangige zelluldre Zytotoxizitdt (ODCC) statt. Im Unterschied zu Rituximab
war diese ODCC bereits bei der starksten AK-Verdinnung (0,0001 pg/ml) nachweisbar und erreichte

friher eine Sattigung.
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Abbildung 7 — Relative Daudi-Lyse in Abhéingigkeit der Obinutuzumab-Konzentration vor VDs-Substitution
Einbezogen sind alle 15 Probanden mit 25(0OH)D-Mangel oder -Insuffizienz. Dargestellt sind die beiden E/T-Ratios
2,5:1 (links) und 5:1 (rechts). P-Werte wurden mittels zweiseitigem T-Test nach Student bestimmt.
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4.3.3 Trastuzumab-induzierte ZR-75-1-Lyse unter Vitamin D-Mangel und -Insuffizienz
Die NK-Zell-abhangige Lyse von ZR-75-1 in Abhangigkeit der eingesetzten Konzentration von
Trastuzumab zum Zeitpunkt des 25(0OH)D-Mangels bzw. der 25(0OH)D-Insuffizienz ist in Abbildung 8

dargestellt.

Wie auch zuvor fuhrte der Einsatz eines héheren E/T-Verhiltnis gegentber dem niedrigen E/T-
Verhéltnis zu einer durchwegs hoheren Lyse von Target-Zellen. Ebenso zeigte sich auch hier eine
Trastuzumab-abhangige zelluldare Zytotoxizitdt (TDCC), da hdhere Antikdrper-Konzentrationen
dosisabhangig zu hoheren Lyse-Raten flihrten. Die TDCC lieB sich erst bei einer Trastuzumab-

Konzentration von 0,001 pg/ml statistisch nachweisen und erreichte ihre Sattigung ebenfalls bei

0,1 pg/ml.
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Abbildung 8 — Relative ZR-75-1-Lyse in Abhdingigkeit der Trastuzumab-Konzentration vor VDs-Substitution
Einbezogen sind alle 15 Probanden mit 25(0H)D-Mangel oder -Insuffizienz. Dargestellt sind die beiden E/T-Ratios
2,5:1 (links) und 5:1 (rechts). P-Werte wurden mittels zweiseitigem T-Test nach Student bestimmt.
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4.3.4 Ausschluss unspezifischer Antikérper-Bindung

Um das Auftreten unspezifischer Bindungen von Antikoérper an die jeweiligen Target-Zellen
auszuschlielen, wurden die eingesetzten Zelllinien Daudi und ZR-75-1 einer Kreuzprobe unterzogen.
Hierbei wurden die NK-Zellen einer Probandin mit zuvor Rituximab- bzw. Obinutuzumab-markierten
ZR-75-1 sowie mit Trastuzumab-markierten Daudi inkubiert und der Anteil an relativer Lyse bestimmt.

Als Negativkontrolle dienten unmarkierte Daudi- respektive ZR-75-1-Zellen.

Das Ausmald sowohl an RDCC und ODCC gegeniiber ZR-75-1 als auch an TDCC gegeniiber Daudi
unterschied sich hierbei nicht von der natirlichen NK-Zell-Zytotoxizitdt gegen die jeweiligen Zelllinien
(Abbildung 9). Somit konnte eine Antikdrper-unspezifische NK-Zell-vermittelte ADCC gegen die beiden

Target-Zelllinien ausgeschlossen werden.
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Abbildung 9 — Ausschluss einer Antikérper-Kreuzreaktion

Relative Lyse von Daudi und ZR-75-1 sowohl durch natiirliche NK-Zell-Aktivitdt (naiv) als auch durch alle drei
Antikérper (0,1 ug/ml). Eingesetzt wurden NK-Zellen von Proband 75 in der E/T-Ratio 5:1. Messung vor der ersten
VDs-Substitution bei 9,7 ng/ml 25(0OH)D i. S.
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4.4 Verlauf der NK-Zell-Zytotoxizitait vor wund nach den drei
Substitutionsstufen

4.4.1 Rituximab-induzierte Daudi-Lyse vor und nach den drei Substitutionsstufen

Tabelle 13 zeigt fur beide E/T-Verhaltnisse jeweils das Ausmal der Daudi-Lyse im Verlauf der
Vitamin D-Substitution abhangig von der eingesetzten Konzentration an Rituximab. Wie zuvor
(siehe 4.3.1, Seite 52) zeigte sich auch nach allen drei Substitutionsschritten bei hoheren Rituximab-
Konzentrationen eine hohere Lyse und folglich eine RDCC. Ebenso fiihrte das héhere E/T-Verhaltnis

zu einer groReren Lyse.

Die Substitution vom Insuffizienzbereich (mittleres Serum-25(0OH)D + SD: 9,8 £ 4,8 ng/ml) auf niedrig-
normale Werte (32,2 +4,8 ng/ml) fihrte dabei, mit Ausnahme eines Ansatzes (E/T-Ratio 5:1;
0,01 pg/ml AK), zu keiner signifikanten Zunahme an lysierten Daudi-Zellen. Demgegeniber stieg nach
Substitution vom Mangel auf mittlere 25(0OH)D-Spiegel (66,1 + 4,3 ng/ml) die naturliche NK-Zell-
Aktivitat, die im Rituximab-freien Kontrollansatz messbar ist, von 3,6 % auf 8,9 % (p = 0,01; E/T-Ratio
2,5:1) bzw. 5,4 % auf 10,3 % (p = 0,005; E/T-Ratio 5:1).

Tabelle 13 — Relative Daudi-Lyse durch Rituximab im Verlauf der VDs-Substitution

25(0OH)D / Relative Daudi-Lyse (%) unter Rituximab
Substitution
(ng/mi) 0 pg/ml 0,0001 pg/ml | 0,001 pg/ml | 0,01 ug/ml | 0,1 pg/ml | 1 pg/ml

E 9,8 3,6 3,5 6,8 14,8 20,9 23,9

ke 32,1 2,9 3,5 6,8 15,0 22,1 26,2

23 66,1 8,9 9,2 13,4 20,7 27,2 28,8

N 2 93,9 3,8 4,8 8,4 17,5 22,9 24,8

i 9,8>32,1 | 0,639 0,599 0,561 0,208 0,252 0,188

& 2 3213661 0014 0,002 < 0,001 0,002 0,007 0,021

= S 982661 | 0,010 0,005 0,003 0,007 0,001 0,003

o  661->93,9 | 0,104 0,040 0,016 0,036 0,045 0,104

9,8>93,9 | 0,058 0,030 0,049 0,025 0,091 0,058

v 9,8 5,4 6,2 11,9 22,9 32,7 37,5

= 32,1 5,3 6,3 11,7 23,1 32,6 39,9

- 3 66,1 10,3 14,5 18,7 30,2 37,9 42,9

S 2 93,9 7,2 9,3 13,8 30,4 39,5 44,4

'E 9,8>32,1 | 0679 0,454 0,303 0,041 0,229 0,169

£ 2 3215661 0,004 0,001 < 0,001 0,001 0,017 0,202

w2 98->661 | 0,005 0,012 0,003 0,004 0,015 0,007

o  661->939 | 0,156 0,045 0,032 0,087 0,275 0,651

9,8>93,9 | 0,020 0,049 0,030 0,030 0,104 0,030

Dargestellt werden die medianen (med.) relativen Lysen der zuvor Rituximab-markierten Daudi durch NK-Zellen
fiir die E/T-Verhdltnisse 2,5:1 (oberer Block) und 5:1 (unterer Block). Darunter jeweils die P-Werte durch den
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test zwischen den Lysen zu den unterschiedlichen Zeitpunkten der VDs-Substitution.
P-Werte wurden je nach Bezug zum Signifikanzniveau von @ = 0,05 farblich hervorgehoben (griin: p < 0,05, rot:
p = 0,05).
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Die groRte Steigerung lieB sich jedoch bei der RDCC mit der niedrigsten AK-Konzentration von
0,0001 pg/ml nachweisen (Abbildung 10). Dabei stieg die Daudi-Lyse von 3,5 % auf 9,2 % (p = 0,005;
E/T-Ratio 2,5:1) bzw. von 6,2 % auf 14,5 % (p = 0,012; E/T-Ratio 5:1). Fur die AK-Konzentration von
0,1 pg/ml, die ungefihr dem therapeutisch eingesetzten Wirkspiegel entspricht, nahm die Lyse von
20,9 % auf 27,2 % (p = 0,001; E/T-Ratio 2,5:1) bzw. von 32,7 % auf 37,9 % (p = 0,015; E/T-Ratio 5:1)
zu (Abbildung 11; vgl. Abbildung 17, Seite 63).

Im Anschluss fiihrte der letzte Substitutionsschritt auf hoch-normale 25(0OH)D-Serumspiegel
(93,9 + 13,2 ng/ml) im Vergleich zu mittleren Spiegeln zu einem Wiederabfallen der Daudi-Lyse. Dieser

Abfall war nicht in allen Ansatzen der Verdiinnungsreihen signifikant nachweisbar.

70 _ E/T-Ratio 2,5: 1 70 | E/T-Ratio5: 1
r p = 0,005 : p=0,001

— 60 * - R 60 F —
950 | p = 0,040 250 [ p=0,012 .
= =
540 f p=0002 S 40 b p=0454 p = 0,045
a C a - —
0 30 | p=0,599 o 30 | l
= N — = [
& r ® [
o 20 F '|' o 20 | l
o [ o [

10 | ; | | 10 F ! ,_L| I;l

o F — of — ! . .
98+48 32,1+48 66,1+43 939+13,2 98+48 32,1+48 66,1+43 939+13,2
Mittleres 25(0OH)D im Serum (ng/ml) Mittleres 25(OH)D im Serum (ng/ml)

Abbildung 10 — Relative Daudi-Lyse durch Rituximab (0,0001 ug/ml) im Verlauf der VDs-Substitution
Fir die E/T-Verhdltnisse 2,5:1 (links) und 5:1 (rechts). Werte entsprechend Tabelle 13. P-Werte wurden mittels
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test bestimmt.
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Abbildung 11 — Relative Daudi-Lyse durch Rituximab (0,1 ug/ml) im Verlauf der VDs-Substitution
Fiir die E/T-Verhdltnisse 2,5:1 (links) und 5:1 (rechts). Werte entsprechend Tabelle 13. P-Werte wurden mittels
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test bestimmt.
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4.4.2 Obinutuzumab-induzierte Daudi-Lyse vor und nach den drei Substitutionsstufen
Die Entwicklung der NK-Zell-vermittelten ODCC im Verlauf der drei Substitutionsstufen ist in
Tabelle 14 dargestellt. Wie auch bei Rituximab (siehe oben) zeigte sich auch hier weiterhin eine Dosis-
abhéngige Beziehung zwischen Obinutuzumab-Konzentration bzw. E/T-Verhiltnis einerseits und

erreichter Daudi-Lyse andererseits.

Die Entwicklung der ODCC zeigte ein dhnliches Bild wie die der RDCC. So erreichte die Zunahme an
Daudi-Lyse durch die Substitution vom Insuffizienzbereich (mittleres Serum-25(OH)D + SD:
9,8 + 4,8 ng/ml) auf niedrig-normale Werte (32,2 + 4,8 ng/ml) nicht das Signifikanzniveau. Die weitere
Substitution auf mittlere 25(0OH)D-Serumspiegel (66,1 £ 4,3 ng/ml) fihrte zu einer durchwegs hoheren
Daudi-Lyse, die jedoch nicht auf allen AK-Verdiinnungsstufen signifikant war. Der Vergleich vom
Insuffizienzbereich mit mittleren 25(0OH)D-Werten (66,1 * 4,3 ng/ml) zeigte hingegen eine fir alle AK-
Verdiinnungsstufen eine signifikante Steigerung an Lyse (vgl. Abbildung 17, Seite 63). Ebenso war, wie
bereits zuvor beschrieben, auch im Antikérper-freien Kontrollansatz eine gesteigerte Daudi-Lyse,

entsprechend einer gesteigerten natirlichen NK-Zell-Aktivitat, nachweisbar.

Tabelle 14 — Relative Daudi-Lyse durch Obinutuzumab im Verlauf der VDs-Substitution

25(OH)D / Relative Daudi-Lyse (%) unter Obinutuzumab
Substitution
it 0 pg/ml | 0,0001 pg/ml | 0,001 pg/ml | 0,01 ug/ml | 0,1 pg/ml | 1 pg/ml

a 9,8 3,2 10,8 21,4 28,8 33,4 33,5

= 32,1 2,9 9,7 22,4 28,7 33,7 36,4

3 '8 66,1 8,1 17,8 28,4 34,8 36,8 40,0

‘g = 93,9 4,3 13,7 24,8 31,7 32,6 39,5

'ﬁ 9,8> 32,1 0,804 0,330 0,277 0,720 0,359 0,151

l'f g 32,12 66,1 0,011 0,001 0,003 0,008 0,044 0,202

oy g 9,8 2> 66,1 0,018 0,002 0,007 0,003 0,007 0,018

a 66,1 > 93,9 0,104 0,036 0,066 0,060 0,145 0,541

9,8>93,9 0,017 0,009 0,078 0,463 0,542 0,004

o 9,8 5,8 15,7 33,2 45,6 49,2 50,5

= 32,1 6,1 17,4 35,5 46,4 52,2 52,3

- 'g 66,1 10,2 28,2 42,8 51,4 54,4 55,1

S 2 93,9 6,6 24,4 40,4 43,9 51,9 55,9

E 9,8> 32,1 0,679 0,151 0,303 0,252 0,135 0,135

t‘ PL_’. 32,12 66,1 0,007 0,001 0,002 0,027 0,154 0,133

w %’ 9,8 2> 66,1 0,026 0,001 0,003 0,030 0,018 0,026

a 66,1 > 93,9 0,080 0,113 0,156 0,312 0,293 0,623

9,8>93,9 0,153 0,007 0,058 0,296 0,104 0,035

Dargestellt werden die medianen (med.) relativen Lysen der zuvor Obinutuzumab-markierten Daudi durch
NK-Zellen fiir die E/T-Verhdltnisse 2,5:1 (oberer Block) und 5:1 (unterer Block). Darunter jeweils die P-Werte durch
den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test zwischen den Lysen zu den unterschiedlichen Zeitpunkten der VDs-
Substitution. P-Werte wurden je nach Bezug zum Signifikanzniveau von a = 0,05 farblich hervorgehoben (griin:
p < 0,05; rot: p = 0,05).
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Wie zuvor bei Rituximab trat die starkste relative Zunahme an ODCC bei der niedrigsten AK-
Konzentration von 0,0001 pg/ml auf (Abbildung 12). Hier fiihrte die Substitution vom Mangel auf
mittlere 25(0OH)D-Spiegel zu einer Lyse-Steigerung von 10,8 % auf 17,8 % (p = 0,002; E/T-Ratio 2,5:1)
bzw. von 15,7% auf 282% (p = 0,001; E/T-Ratio 5:1). Fir die AK-Konzentration 0,1 pg/ml
(Abbildung 13), entsprechend der therapeutischen Konzentration, nahm die Lyse von 33,4 % auf

36,8 % (p = 0,007; E/T-Ratio 2,5:1) bzw. von 49,2 % auf 54,4 % (p = 0,018; E/T-Ratio 5:1) zu.

Im Anschluss fiihrte der letzte Substitutionsschritt auf hoch-normale 25(0OH)D-Serumspiegel
(93,9 £ 13,2 ng/ml) wieder zu einem Abfall der ODCC. Dieser Abfall war nicht in allen Ansadtzen der

Verdinnungsreihen signifikant nachweisbar.

[ [E/T-Ratio 2,5:1 [ |E/T-Ratio5:1
Pk 0,002 P p=0001
C p=0, L —
L . _60 | LA L
& p=0,036 ® . p=Y .
850 [ — g 50
3 L =0001, Z L =0151
$40 r p=0330 540 ¢ l
(] — [a]
030 [ '[ 030 F I
= r >
: | z
w20 [ w20 [ 1
[a' r [«
10 f $ 1 T 10 f I l
0 F r r r ) 0 r r r )
98+4,8 32,1+4,8 66,1+43 939+132 9,8+48 32,1+4,8 66,1+43 93,9+132
Mittleres 25(OH)D im Serum (ng/ml) Mittleres 25(OH)D im Serum (ng/ml)

Abbildung 12 — Relative Daudi-Lyse durch Obinutuzumab (0,0001 ug/ml) im Verlauf der VD3-Substitution
Fiir die E/T-Verhdltnisse 2,5:1 (links) und 5:1 (rechts). Werte entsprechend Tabelle 14. P-Werte wurden mittels
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test bestimmt.
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Abbildung 13 - Relative Daudi-Lyse durch Obinutuzumab (0,1 ug/ml) im Verlauf der VD3-Substitution
Fiir die E/T-Verhdltnisse 2,5:1 (links) und 5:1 (rechts). Werte entsprechend Tabelle 14. P-Werte wurden mittels
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test bestimmt.
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4.4.3 Trastuzumab-induzierte ZR-75-1-Lyse vor und nach den drei Substitutionsstufen
Wie bei den beiden CD20-AK zeigte sich auch mit Trastuzumab auf jeder Substitutionsstufe eine
hohere Lyse an ZR-75-1 bei héheren Spiegeln von Antikérper oder einem hoheren E/T-Verhiltnis

(Tabelle 15).

Die Entwicklung der TDCC durch die Vitamin D-Substitution zeigte prinzipiell eine ahnliche Dynamik
wie beim Einsatz von Rituximab oder Obinutuzumab. So zeigte insbesondere die Substitution von der
Insuffizienz (mittleres Serum-25(0OH)D + SD: 9,8+4,8ng/ml) auf mittlere Serumspiegel
(66,1 + 4,3 ng/ml) eine tendenzielle Zunahme an TDCC. Im Unterschied zu den CD20-AK wurde jedoch,
ungeachtet des E/T-Verhiltnisses, bei keiner AK-Konzentration das Signifikanzniveau erreicht

(vgl. Abbildung 18, Seite 63).

Analog zu den vorherigen Kapiteln zeigen Abbildung 14 und Abbildung 15 den Einfluss der VDs-
Substitution auf die TDCC fiir die Trastuzumab-Konzentrationen 0,0001 pg/ml und 0,1 pg/ml.

Tabelle 15 — Relative ZR-75-1-Lyse durch Trastuzumab im Verlauf der VDs-Substitution

25(0OH)D / Relative ZR-75-1-Lyse (%) unter Trastuzumab
Substitution
(ng/mi] 0 ug/ml | 0,0001 pug/ml | 0,001 pg/ml | 0,01 pg/ml | 0,1 ug/ml | 1 pg/ml

o 9,8 3,0 2,9 4,5 14,5 22,1 20,6

= 32,1 2,1 2,4 4,5 15,3 23,4 23,2

= S 66,1 3,2 3,5 7,6 19,8 24,5 24,7

N = 93,9 2,8 2,5 55 18,4 24,0 23,8

'% 9,8> 32,1 0,524 0,720 0,421 0,454 0,303 0,804

l‘f 8 | 321661 0,030 0,006 0,015 0,165 0,048 0,202

i %’ 9,8 -> 66,1 0,095 0,083 0,151 0,151 0,064 0,073

a 66,1 > 93,9 0,104 0,275 0,352 0,241 0,490 0,332

9,8 -> 93,9 0,391 0,241 0,391 0,217 0,104 0,268

Q 9,8 4,4 4,6 9,0 27,0 38,8 37,4

25 32,1 3,6 3,8 6,9 27,3 39,2 41,0

o E 66,1 5,2 6,0 12,9 34,7 40,6 40,3

S 2 93,9 4,1 4,6 10,2 29,7 38,0 40,9

E 3 9,8 > 32,1 0,804 0,762 0,151 0,978 0,934 0,679

t. £ 32,1 66,1 0,004 0,006 0,009 0,064 0,165 0,277

w2 98661 0,229 0,389 0,762 0,421 0,359 0,561

a 66,1 > 93,9 0,229 0,523 0,369 0,130 0,284 0,352

9,8 > 93,9 0,542 0,414 0,946 0,839 0,685 0,502

Der obere Block beschreibt die medianen Lysen der Trastuzumab-markierten ZR-75-1 durch NK-Zellen (E/T-Ratio
2,5:1). Der untere Block stellt die P-Werte der Unterschiede dieser Lysen jeweils gesamt (fett gedruckt) und nach
Geschlechtern getrennt dar. Die P-Werte wurden mittels Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test bestimmt. Sie wurden
je nach Bezug zum Signifikanzniveau von a = 0,05 farblich hervorgehoben (griin: p < 0,05, rot: p = 0,05)
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Abbildung 14 - Relative ZR-75-1-Lyse durch Trastuzumab (0,0001 ug/ml) im Verlauf der VD3-Substitution
Flir die E/T-Verhdltnisse 2,5:1 (links) und 5:1 (rechts). Werte entsprechend Tabelle 15. P-Werte wurden mittels
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test bestimmt.
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Abbildung 15 - Relative ZR-75-1-Lyse durch Trastuzumab (0,1 ug/ml) im Verlauf der VD3-Substitution
Fiir die E/T-Verhdltnisse 2,5:1 (links) und 5:1 (rechts). Werte entsprechend Tabelle 15. P-Werte wurden mittels
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test bestimmt.
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4.4.4 Vergleich der Lyse-Raten zwischen den einzelnen Antikérpern

Die Kombination Obinutuzumab und Daudi zeigte im Vergleich zu Rituximab und Daudi bzw.
Trastuzumab und ZR-75-1 die héchsten relativen Lysen. Dieser Unterschied in der ADCC war
unabhingig von der Verdinnung des Antikérpers, dem eingesetzten E/T-Verhiltnis sowie dem
25(OH)D-Serumspiegel. Sie lief bei Obinutuzumab somit auf einem grundlegend héheren Niveau ab

(Abbildung 16; vgl. 4.4.1-4.4.3, Seite 56ff).
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Abbildung 16 — Vergleich der drei Antikérper anhand der beobachteten Target-Lyse

Hier beispielhaft bei 66,1 ng/ml 25(0OH)D i. S.; 0,1 ug/ml Antikérper. Links: E/T-Ratio 2,5:1. Rechts: E/T-Ratio 5:1.
Unabhiingig von AK-Verdiinnung und 25(0OH)D-Serumspiegel war die durch Obinutuzumab verursachte Target-
Lyse im Vergleich zu Rituximab und Trastuzumab stets am stdrksten ausgeprdgt. Zwischen Rituximab und
Trastuzumab konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Darliber hinaus zeigte sich flr alle drei Antikorper, dass die Steigerung der NK-Zell-ADCC zwischen
insuffizientem und mittlerem 25(OH)D-Spiegel (Zielwert 65 ng/ml) bei hoheren Antikorper-
Konzentrationen oder héherem E/T-Verhéltnis schwéacher ausfiel. Anders formuliert: eine groRere
Konzentration an Antikérper oder NK-Zellen verringerte den Einfluss der VDs-Substitution auf die
ADCC (Abbildung 17 und Abbildung 18). Dabei (ibte die VDs-Substitution auf mittleres Normalniveau
auch auf die Antikorper-unabhangige NK-Zell-Aktivitat einen ebenso deutlichen Einfluss aus und
induzierte den stdrksten Anstieg der Daudi-Lyse im Vergleich vor und nach Substitution

(vgl. Tabelle 13-Tabelle 15, Seite 56ff).
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Abbildung 17 — Substitutionsbedingte Zunahme der Daudi-Lyse in Abhdngigkeit der AK-Konzentration
Dargestellt ist der prozentuale Anstieg der relativen Lyse von Daudi durch die VDs-Substitution von

9,8+ 4,8ng/ml auf 66,1+4,3ng/ml 25(0OH)D i.S. mit Rituximab und Obinutuzumab. Mit steigenden
Konzentration an Antikérpern oder NK-Zellen sdttigte sich die Zytotoxizitdtssteigerung.
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Abbildung 18 — Substitutionsbedingte Zunahme der ZR-75-1-Lyse in Abhdngigkeit der AK-Konzentration
Dargestellt ist der prozentuale Anstieg der relativen Lyse von ZR-75-1 durch die VDs-Substitution von
9,8 + 4,8 ng/ml auf 66,1 + 4,3 ng/ml 25(0H)D i. S. mit Trastuzumab. Mit steigenden Konzentration an Antikérper
oder NK-Zellen sdttigte sich die Zytotoxizitéitssteigerung.
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4.4.5 Geschlechter-spezifische Auswertung

Im Kontext der Publikation von Bittenbring et al., die zeigte, dass die Korrelation von 25(OH)D-
Serumspiegel und Uberleben beim DLBCL unter Therapie mit R-CHOP auf Frauen beschriankt war
(siehe 2.3.5.1, Seite 25) [1], flihrten wir eine Geschlechter-getrennte Auswertung unserer Daten
durch. Hierbei zeigte sich, dass die von uns beobachtete Steigerung der Daudi-Lyse durch die VDs-
Substitution beim Einsatz der CD20-Antikorper ebenfalls auf Frauen beschrankt war (Tabelle 16 und
Tabelle 17). Manner zeigten einen allenfalls tendenziellen, jedoch nicht signifikanten, Anstieg von

RDCC und ODCC.

Darlber hinaus zeigte sich flr beide CD20-Antikorper nun, dass die substitutionsbedingte Steigerung
der ADCC bei der weiteren Substitution auf hoch-normale Serumspiegel (Zielwert 90 ng/ml) wieder
abfiel. Dieser Verlauf der Daudi-Lyse war bereits in der Geschlechter-unspezifischen Auswertung
tendenziell ersichtlich, erreichte bei alleiniger Betrachtung der weiblichen Studienteilnehmer jedoch

statistische Signifikanz (Tabelle 16 und Tabelle 17).

Tabelle 16 — Geschlechter-getrennte relative Daudi-Lyse durch Rituximab im Verlauf der VDs3-Substitution

25(0H)D / Relative Daudi-Lyse (%) unter Rituximab
A Substitution
me/mi) 0 pg/ml 0,0001 pg/ml | 0,001 pg/ml | 0,01 pg/ml 0,1 pg/ml 1 pg/ml
9,8 3,6 3,5 6,8 14,8 20,9 23,9
?:10,1 ?:3,5 ?:3,7 ?:5,0 Q:14,7 ?:20,9 ?:22,8
c:9,6 d:4,1 c: 2,7 d:8,3 d:16,0 c: 22,9 c: 26,4
32,1 2,9 3,5 6,8 15,0 22,1 26,2
2 ?:31,4 Q:2,7 Q:3,2 9:5,8 9:17,1 Q:24,6 9:26,6
é c:32,9 d:3,9 c:4,7 7,1 d: 13,7 c:19,6 o 24,2
% 66,1 8,9 9,2 13,4 20,7 27,2 28,8
s ?: 66,4 2:9,5 9:9,7 9:13,4 2:21,5 9:29,3 9:31,7
d: 65,9 7,4 c:9,0 c:13,4 d: 18,7 " 26,2 c: 27,4
- 93,9 3,8 4,8 8,4 17,5 22,9 24,8
o 9:92,6 2:31 :5,0 Q:18,2 Q:15,7 9:20,8 9:21,8
-‘9_, c:95,4 d:5,9 c:4,8 c:10,4 d: 20,6 26,8 o 28,9
n:? 982321 0,639 0,599 0,561 0,208 0,252 0,188
5 ?:10,1> 31,4 ?:0,578 ?:0,578 ?:0,469 ?:0,219 ?:0,375 ?:0,219
.;:g g:9,6 > 329 d: 0,945 gd: 0,844 g 1,000 d: 0,641 g 0,641 g 0,742
E 32,12 66,1 0,014 0,002 < 0,001 0,002 0,007 0,021
5 ?:31,4>66,4 ?:0,014 ?:0,002 ?:0,004 ?:0,010 ?:0,037 ?:0,049
[= 3:32,9 > 65,9 g:0,322 g:0,322 d:0,105 g: 0,105 J:0,160 g: 0,275
2 9,8 2 66,1 0,010 0,005 0,003 0,007 0,001 0,003
g ?:10,1 > 66,4 ?:0,016 ?:0,031 ?:0,016 ?:0,016 ?:0,016 ?:0,016
a d:9,6 > 65,9 g: 0,250 g:0,148 J:0,148 g:0,313 d:0,109 g:0,148
66,1 > 93,9 0,104 0,040 0,016 0,036 0,045 0,104
?:66,4 2 92,6 ?:0,027 ?:0,010 Q:0,004 ?: 0,006 ?:0,014 ?:0,037
65,9 > 95,4 Jd': 1,000 J: 0,820 J: 0,820 g 1,000 J: 0,820 g 1,000
9,8 > 93,9 0,058 0,030 0,049 0,025 0,091 0,058
?:10,1 2 92,6 ?:0,375 ?:0,156 ?:0,156 ?:0,297 ?:0,297 ?:0,578
d:9,6 > 95,4 J:0,109 g 0,109 g:0,219 g: 0,078 g:0,210 g: 0,109
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25(0OH)D / Relative Daudi-Lyse (%) unter Rituximab
B Substitution

(ng/mi) 0 pg/mi 0,0001 pg/ml | 0,001 pg/ml | 0,01 pg/ml 0,1 pug/ml 1 pg/ml

9,8 5,4 6,2 11,9 22,9 32,7 37,5
?:10,1 Q:5,4 Q:5,6 ?:10,6 Q:18,7 Q:32,7 ?:35,8
J:9,6 c:5,7 J:6,8 c: 14,1 c: 24,9 d:36,1 J: 39,2

32,1 53 6,3 11,7 23,1 32,6 39,9
§ ?:31,4 Q:4,6 ?:6,0 ?:9,1 Q:22,5 Q:31,7 ?:40,0
E c:32,9 5:6,9 c: 8,0 c:12,6 c:23,6 d: 35,2 J: 39,7

pu 66,1 10,3 14,5 18,7 30,2 37,9 42,9
% ?:66,4 ?:10,7 Q:15,1 Q:22,6 Q:33,7 Q:39,5 Q:46,1
J: 65,9 c:10,3 c:12,4 c:18,4 c: 28,8 c:37,9 J:40,8

- 93,9 7,2 9,3 13,8 30,4 39,5 44,4
'ﬁ ?:92,6 Q:5,7 ?:9,1 ?:11,8 Q:24,0 Q:35,0 ?:40,4
B d:95,4 d:8,5 d:9,3 d:16,1 d:31,8 d:39,5 d:44,8

E 982321 0,679 0,454 0,303 0,041 0,229 0,169
E ?:10,1> 31,4 ?:0,688 ?:0,219 ?:0,578 ?:0,109 ?:0,375 ?:0,156
) g:9,6 2 32,9 c: 0,844 c: 0,742 o 0,547 ¢ 0,250 c: 0,461 c: 0,844

g 32,12 66,1 0,004 0,001 < 0,001 0,001 0,017 0,202
.;3; ?:31,4 > 66,4 9:0,014 9:0,002 9:0,002 9:0,002 9:0,014 9:0,193
d:32,9 > 65,9 ¢: 0,193 ¢ 0,105 ¢ 0,105 c: 0,193 c: 0,492 ¢ 0,695

L 9,8 2 66,1 0,005 0,012 0,003 0,004 0,015 0,007
%" ?:10,1 2> 66,4 ?:0,016 ?:0,031 ?:0,016 ?:0,016 ?:0,016 ?:0,016
a d:9,6 2 65,9 c: 0,148 ¢ 0,250 ¢ 0,109 ¢ 0,250 ¢ 0,383 c: 0,313

66,1 > 93,9 0,156 0,045 0,032 0,087 0,275 0,651
?:66,4 2 92,6 ?:0,037 ?:0,014 ?: 0,006 ?:0,020 ?:0,020 ?:0,084
d:65,9 > 95,4 ¢ 1,000 c:0,734 1,000 1,000 ¢ 0,496 ¢ 0,496

9,82 93,9 0,020 0,049 0,030 0,030 0,104 0,030
?:10,1 2 92,6 ?:0,156 ?:0,078 ?:0,109 ?:0,156 ?:0,375 ?:0,078
§:9,6 > 95,4 ¢ 0,109 o 0,469 ¢ 0,219 ¢ 0,047 ¢ 0,297 ¢ 0,219

Analog zu Tabelle 13 werden die medianen relativen Lysen der zuvor Rituximab-markierten Daudi durch
NK-Zellen fiir die E/T-Verhdltnisse 2,5:1 (A) und 5:1 (B) dargestellt. Hier sowohl fiir Mdnner und Frauen
gemeinsam (fett gedruckt) als auch nach Geschlecht getrennt. In beiden Untertabellen unter den Lyse-Werten
jeweils die P-Werte (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test) der unterschiedlichen Lysen zu den verschiedenen
25(0H)D-Serumspiegeln. P-Werte wurden je nach Bezug zum Signifikanzniveau von a = 0,05 farblich
hervorgehoben (griin: p < 0,05; rot: p = 0,05).

In der Subgruppe der Frauen fand die deutlichste prozentuale Zunahme an RDCC durch die
Substitution von im Mittel 10,1 ng/ml auf 66,4 ng/ml 25(0OH)D i. S. bei der E/T-Ratio 2,5:1 und der
Rituximab-Konzentration 0,0001 pg/ml statt. Hier kam es zu einer Steigerung der Daudi-Lyse von
median 3,7% auf 9,7% (p = 0,031; Abbildung 19). Bei diesem E/T-Verhaltnis nahm bei der
therapeutischen Rituximab-Konzentration von 0,1 pg/ml die Daudi-Lyse von 20,9 % auf 29,3 % zu (p =
0,016; Abbildung 19).
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Abbildung 19 — Geschlechter-spezifische relative Daudi-Lyse durch Rituximab im Verlauf der VDs-Substitution
Frauen (links) zeigten im Vergleich zu Mdnnern (rechts) einen statistisch signifikanten Anstieg der RDCC, sowohl
bei niedrigen Rituximab-Konzentrationen (oben: 0,0001 ug/ml) als auch bei héheren (unten: 0,1 ug/ml). E/T-
Ratio 2,5:1. Werte entsprechend Tabelle 16.
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Die groRte Steigerung der ODCC bei Frauen durch die Substitution von im Mittel 10,1 ng/ml auf
66,4 ng/ml 25(0OH)D . S. war bei 0,0001 pg/ml Obinutuzumab und dem E/T-Ratio 2,5:1 zu beobachten.
Die relative Lyse nahm hier von median 8,1 % auf 20,2 % zu (p = 0,016; Abbildung 20). Bei 0,1 pg/ml
Obinutuzumab steigerte sich die Daudi-Lyse von median 31,2 % auf 40,8 % (p = 0,016; E/T-Ratio
2,5:1; Abbildung 20).

Tabelle 17 — Geschlechter-getrennte relative Daudi-Lyse durch Obinutuzumab im Verlauf der VDs-Substitution

25(0H)D / Relative Daudi-Lyse (%) unter Obinutuzumab
A Substitution
il 0 pg/ml 0,0001 pg/ml | 0,001 pg/ml | 0,01 pg/ml 0,1 pg/ml 1 pg/ml
9,8 3,2 10,8 21,4 28,8 33,4 33,5
?:10,1 Q:3,2 ?:8,1 ?:18,1 Q:26,7 Q?:31,2 ?:33,4
c:9,6 c:3,4 c: 14,6 d: 26,6 c:31,6 o 35,5 c: 35,9
32,1 2,9 9,7 22,4 28,7 33,7 36,4
y;_ Q:31,4 Q:2,5 ?:8,5 Q:22,4 ?:30,6 Q:33,7 ?:36,4
é d:32,9 c:3,9 c:11,8 c:21,4 26,3 c: 33,8 c: 37,7
% 66,1 8,1 17,8 28,4 34,8 36,8 40,0
§ Q:66,4 ?:9,8 Q:20,2 Q:34,0 Q:40,7 Q:40,8 Q:44,0
o J: 65,9 c:5,4 d: 14,1 o 25,7 c: 32,9 c:354 c:37,3
':'. 93,9 4,3 13,7 24,8 31,7 32,6 39,5
° 2:92,6 9:3,3 Q:11,4 9:22,9 9:26,8 9:31,2 9:37,2
E d:95,4 c:5,9 d:19,6 c:30,8 c: 33,8 36,2 c:42,2
& 9,82 321 0,804 0,330 0,277 0,720 0,359 0,151
_L-:- ?:10,1 > 31,4 ?:0,813 ?:0,297 ?:0,078 ?:0,156 ?:0,219 ?:0,109
g g:9,6 2 32,9 o 0,641 c: 0,742 ' 0,945 ¢ 0,383 ' 0,945 ¢ 0,742
§ 32,12 66,1 0,011 0,001 0,003 0,008 0,044 0,202
5 Q:31,4 > 66,4 ?:0,010 ?:0,002 ?:0,002 ?: 0,006 ?:0,105 Q:0,084
'.g d:32,9 > 65,9 c: 0,432 c: 0,160 d: 0,375 d: 0,275 d: 0,322 ¢ 0,846
2 f‘é 9,8 2 66,1 0,018 0,002 0,007 0,003 0,007 0,018
§ ?:10,1 2> 66,4 ?:0,047 ?:0,016 ?:0,016 ?:0,016 ?:0,016 ?:0,016
a d:9,6 2 65,9 0,250 ¢ 0,109 c: 0,461 d: 0,250 d: 0,313 ¢ 0,383
66,1 > 93,9 0,104 0,036 0,066 0,060 0,145 0,541
?:66,4 2> 92,6 ?:0,027 ?:0,006 ?:0,014 ?:0,027 ?:0,020 ?:0,037
d:65,9 > 95,4 c: 0,910 c: 0,910 ¢ 1,000 ¢ 1,000 ¢ 0,820 c: 0,301
9,8 > 93,9 0,017 0,009 0,078 0,463 0,542 0,004
?:10,1 2 92,6 ?:0,297 ?:0,109 ?:0,156 ?:0,469 ?:0,297 ?:0,016
g:9,6 2> 95,4 o 0,047 c: 0,078 d: 0,469 c: 0,813 ¢ 1,000 ¢ 0,109
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25(0OH)D / Relative Daudi-Lyse (%) unter Obinutuzumab
B Substitution
(ng/ml) 0 pg/ml 0,0001 pg/ml | 0,001 pg/ml | 0,01 pg/ml 0,1 pg/ml 1 pg/ml
9,8 5,8 15,7 33,2 45,6 49,2 50,5
?:10,1 2:6,3 2:15,0 9:33,2 Q:44,2 Q:46,6 Q:49,0
J:9,6 5:5,3 c: 21,2 c:33,1 c: 45,8 ¢ 50,2 d:51,3
32,1 6,1 17,4 35,5 46,4 52,2 52,3
§ ?:31,4 Q:5,4 ?:17,2 ?:35,5 ?:46,9 Q:49,5 ?:50,8
P 5:32,9 56,9 5:19,5 5:35,2 5 46,4 54,2 1 53,4
% 66,1 10,2 28,2 42,8 51,4 54,4 55,1
% ?:66,4 Q:11,4 Q:29,4 Q:43,4 Q:53,1 Q:57,5 ?:60,6
J: 65,9 c:9,4 c: 25,5 c:40,0 c: 45,6 ¢ 50,2 d:51,9
.,}H; 93,9 6,6 24,4 40,4 43,9 51,9 55,9
-.9_, ?:92,6 Q:5,5 ?:20,8 Q:36,2 Q:41,9 Q:49,9 Q:55,5
ln_? 5 95,4 57,2 30,7 51 45,8 5:53,0 54,6 3:55,9
it 9,8> 32,1 0,679 0,151 0,303 0,252 0,135 0,135
-g ?:10,1> 31,4 ?:0,688 ?:0,219 Q:0,297 Q:0,297 Q:0,297 ?:0,297
g d:9,6 2329 c: 0,742 c: 0,461 o 0,945 ¢ 0,641 c: 0,461 ¢ 0,383
5 32,12 66,1 0,007 0,001 0,002 0,027 0,154 0,133
g ?:31,4> 66,4 Q:0,027 ?:0,004 ?: 0,004 ?:0,010 ?:0,037 ?:0,037
'8 d:32,9 > 65,9 d: 0,275 c: 0,131 c: 0,193 c: 0,492 1,000 ¢ 0,922
f';,-‘ 9,8 2 66,1 0,026 0,001 0,003 0,030 0,018 0,026
%" ?:10,1 > 66,4 ?:0,156 ?:0,016 ?:0,016 ?:0,016 ?:0,016 ?:0,016
a d:9,6 2 65,9 c: 0,148 ¢ 0,109 ¢ 0,195 ¢ 0,641 c: 0,461 ¢ 0,641
66,1 > 93,9 0,080 0,113 0,156 0,312 0,293 0,623
?:66,4 2 92,6 ?:0,037 ?:0,027 ?:0,020 ?:0,049 ?:0,014 ?:0,037
d:65,9 > 95,4 ¢:0,910 1,000 1,000 c: 0,570 c: 0,570 ¢ 0,250
9,8 > 93,9 0,153 0,007 0,058 0,296 0,104 0,035
?:10,1 > 92,6 ?:0,578 ?:0,156 ?:0,219 ?:0,375 ?:0,219 ?:0,078
d:9,6 > 95,4 d: 0,297 c: 0,031 ¢ 0,219 ¢ 0,297 0,469 ¢ 0,375

Analog zu Tabelle 14 werden die medianen relativen Lysen der zuvor Obinutuzumab-markierten Daudi durch
NK-Zellen fiir die E/T-Verhdltnisse 2,5:1 (A) und 5:1 (B) dargestellt. Hier sowohl fiir Mdnner und Frauen
gemeinsam (fett gedruckt) als auch nach Geschlecht getrennt. In beiden Untertabellen unter den Lyse-Werten
jeweils die P-Werte (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test) der unterschiedlichen Lysen zu den verschiedenen
25(0H)D-Serumspiegeln. P-Werte wurden je nach Bezug zum Signifikanzniveau von a = 0,05 farblich
hervorgehoben (griin: p < 0,05; rot: p = 0,05).



Ergebnisse

Seite 69

70

60

50

40

30

20

Relative Daudi-Lyse (%)

10

70

60

50

40

30

Relative Daudi-Lyse (%)

20

10

|Frauen; 0,0001 pg/ml AK |

p=0,016

p = 0,006
el

=000z

p=0297, %
10,1+ 5,6 31,4+ 4,0 66,4 +3,4 92,6 + 12,2

Mittleres 25(OH)D im Serum (ng/ml)

Frauen; 0,1 pug/ml AK|

p =0,020
p=0,219
—

L L
?Ql

p=0,105

p=0,016

10,1+56 31,4+4,0 664+3,4 92,6+12,2
Mittleres 25(OH)D im Serum (ng/ml)

70

60

50

40

30

20

Relative Daudi-Lyse (%)

10

Relative Daudi-Lyse (%)
[E N w S [S)] o)) ~
o © & o © © o

o

Manner; 0,0001 pg/ml AK |

p=10,109

"p=0910
—
p=0,160
——eeeep
p=0,742
—

Bl

-
C 1 T
1 1
96+39 329+53 659+51 954+14,0

Mittleres 25(OH)D im Serum (ng/ml)

 |Manner; 0,1 pug/ml AK|

— —

- I
F ; T
L >—
g p=0,322
' p=0,313
96+39 329+53 659+51 954+14,0

Mittleres 25(0OH)D im Serum (ng/ml)

Abbildung 20 — Geschlechter-spezifische relative Daudi-Lyse durch Obinutuzumab im Verlauf der VDs-
Substitution
Frauen (links) zeigten im Vergleich zu Mdnnern (rechts) einen statistisch signifikanten Anstieg der ODCC, sowohl
bei niedrigen Obinutuzumab-Konzentrationen (oben: 0,0001 ug/ml) als auch bei héheren (unten: 0,1 ug/ml). E/T-
Ratio 2,5:1. Werte entsprechend Tabelle 17.
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Die Auswertung unserer Ergebnisse nach Geschlecht machte fiir die Kombination Trastuzumab und
ZR-75-1 keine Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen Probanden sichtbar. Sowohl bei
Mannern als auch bei Frauen war keine signifikante TDCC-Veranderung durch die VDs-Substitution

nachweisbar (Tabelle 18 und Abbildung 21).

Tabelle 18 — Geschlechter-getrennte relative ZR-75-1-Lyse durch Trastuzumab im Verlauf der VDs-Substitution

25(0H)D / Relative ZR-75-1-Lyse (%) unter Trastuzumab
A Substitution
il 0 pg/ml 0,0001 pg/ml | 0,001 pg/ml | 0,01 ug/ml 0,1 pug/ml 1 pg/ml
9,8 3,0 2,9 4,5 14,5 22,1 20,6
?:10,1 ?:3,0 Q:2,7 ?:5,4 Q:14,7 Q:22,1 ?:20,6
c:9,6 c:3,4 c:3,3 c:4,1 c:13,1 c: 20,5 c: 20,9
32,1 2,1 2,4 4,5 15,3 23,4 23,2
g Q:31,4 Q:1,7 Q:2,4 Q:4,2 Q:15,2 9:22,0 Q:21,8
o c: 32,9 c:2,7 S 2,4 c:4,7 c: 16,3 S 24,4 23,2
% 66,1 3,2 3,5 7,6 19,8 24,5 24,7
g Q:66,4 9:2,9 9:33 2:6,5 9:19,6 Q:245 Q:25,4
d: 65,9 c:3,9 d:4,0 c:9,9 d:19,8 d: 24,5 c: 24,7
E 93,9 2,8 2,5 5,5 18,4 24,0 23,8
'j ?:92,6 9:2,7 9:2,5 9:53 Q: 16,0 9:23,2 Q:23,5
E c:95,4 c:3,3 d:6,1 c:5,7 d: 18,9 d: 24,3 c: 24,5
iR 9,8> 32,1 0,524 0,720 0,421 0,454 0,303 0,804
E ?:10,1> 31,4 Q: 1,000 ?:0,938 ?:0,578 ?:0,469 ?:0,938 ?:0,375
) g:9,6 2 32,9 c: 0,461 d: 0,641 c: 0,461 c: 0,641 c: 0,313 0,383
g 32,12 66,1 0,030 0,006 0,015 0,165 0,048 0,202
43 ?:31,4> 66,4 ?:0,193 Q:0,084 ?:0,193 ?:0,193 ?:0,131 ?:0,232
E d:32,9 > 65,9 ¢ 0,105 d: 0,064 ¢ 0,027 ¢ 0,492 ¢ 0,275 0,695
f':-‘ 9,8 2 66,1 0,095 0,083 0,151 0,151 0,064 0,073
%" ?:10,1 > 66,4 ?:0,375 ?:0,375 Q:0,297 Q:0,297 ?:0,375 ?:0,375
a d:9,6 2 65,9 ¢ 0,109 d: 0,195 ¢ 0,383 ¢ 0,383 ¢ 0,250 ¢ 0,148
66,1 > 93,9 0,104 0,275 0,352 0,241 0,490 0,332
?:66,4 2 92,6 ?:0,193 ?:0,275 ?:0,322 ?:0,105 ?:0,232 ?:0,232
d:65,9 > 95,4 c: 0,570 ¢ 0,820 0,820 c: 0,910 0,820 1,000
9,8 > 93,9 0,391 0,241 0,391 0,217 0,104 0,268
?:10,1 2> 92,6 ?:0,578 ?:0,813 ?:0,578 ?:0,375 ?:0,156 ?:0,469
g:9,6 2> 95,4 0,688 c: 0,219 c: 0,578 ¢ 0,375 0,297 0,469
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25(0OH)D / Relative ZR-75-1-Lyse (%) unter Trastuzumab
B Substitution
(ng/ml) 0 pg/ml 0,0001 pg/ml | 0,001 pg/ml | 0,01 pg/ml 0,1 pg/ml 1 pg/ml
9,8 4,4 4,6 9,0 27,0 38,8 37,4
?:10,1 ?:4,0 ?:4,0 Q:7,7 Q:27,0 ?:32,6 ?:36,5
J:9,6 c:4,7 c:4,8 ¢:10,3 c:29,5 c:40,9 c:41,3
32,1 3,6 3,8 6,9 27,3 39,2 41,0
z ?:31,4 Q:2,4 ?:3,9 Q:6,7 Q:27,3 ?:36,4 ?:39,2
P 5:32,9 54,1 5:3,8 56,9 5:30,1 51414 g:41,1
pu 66,1 5,2 6,0 12,9 34,7 40,6 40,3
S ?: 66,4 9:5,2 Q:5,6 Q:12,4 9:353 9:40,7 Q:40,4
J: 65,9 c:5,5 56,2 c: 14,2 c:33,6 c:40,1 c:39,8
Sx! 93,9 41 4,6 10,2 29,7 38,0 40,9
o ?:92,6 ?:4,0 Q:4,5 Q:7,6 Q:24,6 Q:34,7 ?:38,3
§ c:95,4 d:5,6 5:6,3 ¢:10,8 c:32,6 c:40,9 c:40,9
tl 982321 0,804 0,762 0,151 0,978 0,934 0,679
_I; ?:10,1> 31,4 ?:0,813 Q: 1,000 ?:0,578 ?:0,688 ?:0,813 ?:1,000
E d:9,6 2329 1,000 c: 0,742 ¢ 0,250 c: 0,844 c: 0,844 c: 0,742
§ 32,12 66,1 0,004 0,006 0,009 0,064 0,165 0,277
"é ?:31,4> 66,4 ?:0,105 Q:0,232 ?:0,160 ?:0,105 Q:0,027 ?:0,275
(= d:32,9 > 65,9 ¢ 0,037 ¢: 0,010 ¢ 0,010 ¢ 0,557 ¢ 0,846 0,557
L 9,8 2 66,1 0,229 0,389 0,762 0,421 0,359 0,561
%" ?:10,1 2> 66,4 ?:0,375 ?:0,578 ?:0,375 Q:0,297 ?:0,219 ?:0,219
a d:9,6 2 65,9 c: 0,641 c: 0,742 c: 0,461 1,000 c: 0,742 c: 0,844
66,1 > 93,9 0,229 0,523 0,369 0,130 0,284 0,352
?:66,4 2 92,6 ?:0,250 ?:0,570 ?:0,164 ?:0,020 ?:0,074 ?:0,193
d:65,9 > 95,4 o 0,652 c:0,734 1,000 1,000 c: 0,734 1,000
9,82 93,9 0,542 0,414 0,946 0,839 0,685 0,502
?:10,1 > 92,6 ?:0,438 ?:0,563 ?:0,844 ?:0,688 ?:0,313 ?:0,156
d:9,6 > 95,4 1,000 0,688 c: 0,938 0,938 0,938 c: 0,938

Analog zu Tabelle 15 werden die medianen relativen Lysen der zuvor Trastuzumab-markierten ZR-75-1 durch
NK-Zellen fiir die E/T-Verhdltnisse 2,5:1 (A) und 5:1 (B) dargestellt. Hier sowohl fiir Mdnner und Frauen
gemeinsam (fett gedruckt) als auch nach Geschlecht getrennt. In beiden Untertabellen unter den Lyse-Werten
jeweils die P-Werte (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test) der unterschiedlichen Lysen zu den verschiedenen
25(0H)D-Serumspiegeln. P-Werte wurden je nach Bezug zum Signifikanzniveau von a = 0,05 farblich
hervorgehoben (griin: p < 0,05; rot: p = 0,05).
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Abbildung 21 — Geschlechter-spezifische relative ZR-75-1-Lyse durch Trastuzumab im Verlauf der VDs-

Substitution

Frauen (links) zeigten wie Mdnner (rechts) keinen statistisch signifikanten Anstieg der TDCC, sowohl bei niedrigen
Antikérper-Konzentrationen (oben: 0,0001 ug/ml) als auch bei héheren (unten: 0,1 ug/ml). E/T-Ratio 2,5:1.

Werte entsprechend Tabelle 18.
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5 Diskussion

5.1 Einordnung der Ergebnisse

Nachdem Bruns et al. zeigen konnten, dass eine In-vivo-Substitution mit Vitamin D in vitro zu einer
hoheren RDCC von Makrophagen gegen B-Zell-Lymphome fiihrt [6], gelang uns erstmals der
Nachweis, dass auch NK-Zellen eine gesteigerte RDCC nach VDs-Substitution aufzeigen. Ebenso liel8
sich hierdurch auch die NK-Zell-ODCC steigern und das sowohl vor als auch nach Substitution im

Vergleich zur RDCC auf einem hdheren Zytotoxizitatsniveau.

Interessanterweise beschrankte sich dieser Effekt auf die weiblichen Studienteilnehmer. Dies deckt
sich mit den Erkenntnissen von Bittenbring et al. aus Daten der RICOVER-60-Studie, wonach der
25(0OH)D-Spiegel nur bei denjenigen DLBCL-Patientinnen mit dem Uberleben korrelierte, die zusatzlich
zur Chemotherapie CHOP auch Rituximab erhielten [1]. Wohlgemerkt wurden die Patienten adaptiert
an vorliegende Risikofaktoren gemaR dem International Prognostic Index (IPl) verglichen, um die
vielfach postulierte Rolle von 25(0OH)D als Surrogatmarker der Patientenfitness zu reduzieren. Bei
Mannern korrelierte der 25(0OH)D-Status weder in der R-CHOP- noch in der CHOP-Gruppe mit dem
Uberleben. Auch bei uns zeigten die NK-Zellen der miannlichen Probanden allenfalls eine tendenzielle
ADCC-Steigerung, die bei unserer Fallzahl nicht das festgelegte Signifikanzniveau erreichen konnte.
Die Veroffentlichung zu der von Hohaus et al. durchgefiihrten RCT, die bei Lymphom-Patienten einen
Uberlebensvorteil durch VDs-Substitution zeigen konnte, wurde leider nicht geschlechter-getrennt

ausgewertet [4]. Andere Studien stehen derzeit aus (siehe Tabelle 2, Seite 26).

Die substitutionsbedingte Zytotoxizitatssteigerung bei Frauen erreichte ihr Maximum bei mittleren
und nicht, wie zu erwarten ware, bereits bei niedrig-normalen 25(0OH)D-Serumspiegeln. Dies stellt den
aktuell anerkannten Vitamin D-Referenzrahmen, der bislang tber die Vitamin D-vermittelten Effekte
auf den Knochen- und Elektrolytstoffwechsel definiert ist, im Kontext von Tumortherapien in
Frage [72]. Zur Klarung, ob dieser Referenzrahmen angepasst werden sollte, sind jedoch weitere

Daten, insbesondere aus Interventionsstudien, erforderlich.

Der von uns bestimmte 25(OH)D-Serumspiegel von 65 ng/ml, bei dem eine maximale ADCC
beobachtet wurde, kdnnte fir solche Studien als Richtwert dienen. Um diesen Wert addquat zu
erreichen, sind jedoch 25(0OH)D-Kontrollen und ein valides Substitutionsprotokoll essenziell. Wahrend
es zu B-Zell-Lymphomen wenige Vitamin D-Substitutionsstudien gibt, litten in der Vergangenheit

entsprechende Studien am Mamma-Karzinom oft daran, dass der 25(0OH)D-Serumspiegel nach der
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Substitution nicht kontrolliert wurde, oder dass unabhangig vom Ausgangswert mit einer fixen

Dosisierung substituiert wurde [5].

Auch ohne Einsatz eines Antikorpers fiihrte die VDs-Substitution zu einer starkeren natirlichen
NK-Zell-Zytotoxizitat gegen Daudi. Mitunter lieBe sich dieser Effekt jedoch durch die, in 2.3.6.2
(Seite 28) bereits erwahnte, Steigerung der NKG2D-Expression auf NK-Zellen durch 1,25(0OH).D
erklaren [130]. Dieser Rezeptor ist malRgeblich an der Antikdrper-unabhangigen Zytotoxizitdt von
NK-Zellen gegenliber Daudi beteiligt [191]. Durch die Blockade von NKG2D und anderer Pattern
Recognition Receptors (dt. Mustererkennungsrezeptoren), z. B. durch Antikérper, wére es eventuell
moglich gewesen, eine Aussage darliber zu treffen, welcher Anteil am Zugewinn der NK-Zell-
Zytotoxizitat nach VDs-Substitution durch eine gesteigerte ADCC und welcher durch eine gesteigerte
natirliche Zytotoxizitdt gegen Daudi zustande kam. Die Auswertung der bereits mehrfach zitieren
RICOVER-60-Studie [1] zeigte, dass ein 25(0OH)D-Mangel nur bei denjenigen Frauen prognostisch
unglinstig war, die neben Chemotherapie auch den Anti-CD20-AK Rituximab zur Therapie ihres
Lymphoms erhielten. Das wiederum spricht jedoch dafiir, dass der Hauptanteil der gesteigerten Lyse
auf eine gesteigerte ADCC zurlickzufiihren ist. Das primare Ziel dieser Studie war es jedoch, einen
Substitutionsrichtwert im Hinblick auf eine moéglichst maximale NK-Zell-vermittelte ADCC und ein
entsprechend optimiertes Substitutionsprotokoll fir kiinftige Interventionsstudien zu finden. Deshalb
wurden im Rahmen dieser Arbeit keine weitergehenden Untersuchungen Uber die moglichen

Ursachen der Aktivitatssteigerung durchgefiihrt.

Im Unterschied zur RDCC und ODCC zeigte die Trastuzumab-abhangige NK-Zell-Zytotoxizitat,
ungeachtet des Geschlechts, keinen signifikanten Anstieg durch die VDs-Substitution. Auch wenn eine
tendenzielle Verbesserung bei mittleren 25(0OH)D-Serumspiegeln von 65 ng/ml zu beobachten war,
wurde das bei RDCC und ODCC beobachtete Niveau weder vor noch nach der Substitution erreicht.

Moglicherweise hatte auch hier eine hohere Fallzahl zu statistischer Signifikanz gefiihrt.

Dass eine Vitamin D-Substitution Anti-HER2-therapierter Brustkrebs-Patientinnen zu einem
geringgradig besseren Uberleben fiihrt, konnte in RCT bereits gezeigt werden (siehe 2.3.5.1, Seite 25).
Eine mogliche Erklarung hierfir ist, dass Trastuzumab im Vergleich zu Rituximab generell weniger
NK-Zell-ADCC zu vermitteln scheint und primar (iber seine anderen Wirkmechanismen agiert [192].
Nicht auszuschlieflen ist, ob beim Einsatz modifizierter Anti-HER2-Antikérper wie Pertuzumab, die,
analog zu Obinutuzumab im Vergleich zu Rituximab, eine starkere ADCC vermitteln kénnen [193], eine

VDs-Substitution nicht doch zu einem Zugewinn an Tumorlyse fihrt.
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5.2 Bewertung der Vitamin D-Substitution

Die von uns eingesetzte VDs-Substitutionsformel, modifiziert nach van Groningen et al., erwies sich in
der Anwendung als sicher. Es traten bei keinem unserer Probanden Zeichen einer Vitamin D-
Intoxikation wie beispielsweise Hyperkalzamie auf. Die Zielwerte 30 und 65 ng/ml konnten mit
unserer Formel innerhalb weniger Tage erstaunlich treffsicher erreicht werden. Dies ist im Kontext
von NHL insofern wichtig, als dass in der Regel nur wenig Zeit zwischen Diagnosestellung und Beginn
der Immunochemotherapie liegt. Zudem ist VD3-Mangel in unseren Breitengraden ein so weit
verbreitetes Phanomen, dass davon auszugehen ist, dass ein GrofSteil der Patienten nicht optimal
Vitamin D-versorgt sind (siehe 2.3.2, Seite 21). Unser VDs-Substitutionsprotokoll zeigte lediglich bei
dem Zielwert 90 ng/ml eine deutliche Zunahme der Streubreite der 25(0OH)D-Werte. Dies sollte jedoch

angesichts des gezeigten ADCC-Maximums bei mittleren 25(0OH)D-Werten eher nachrangig sein.

5.3 Maoglicher Einfluss der angewandten Methodik auf die Ergebnisse

5.3.1 Moglicher Einfluss der eingesetzten Zelllinien

Wahrend ZR-75-1 auf der Zelloberflache MHC-Molekiile der Klasse | exprimiert [194], ist dies bei Daudi
aufgrund fehlenden B2-Mikroglobulins nicht der Fall [177]. Dies fihrt wegen der eingeschrankten, KIR-
vermittelten Selbsterkennung tiber MHC | durch NK-Zellen (Missing-Self-Hypothese) zu einer hoheren

Vulnerabilitat von Daudi gegeniiber NK-Zellen [132].

Somit ist in den ZR-75-1-Versuchen ein Einfluss der, in dieser Arbeit nicht untersuchten,
interindividuell verschiedenen MHC-Inkompatibilitdt von Effektor- und Zielzelle aufgrund einer KIR-
vermittelten NK-Zell-Inhibition denkbar. Da jedoch kein relevanter Unterschied in der relativen Lyse
zwischen den Kombinationen Rituximab und Daudi sowie Trastuzumab und ZR-75-1 vor der VDs-
Substitution zu beobachten war (vgl. 4.3.1, Seite 52 und 4.3.3, Seite 54), erscheint ein malRgeblicher
Einfluss der fehlenden KIR-vermittelten Inhibition in den Daudi-Experimenten eher unwahrscheinlich.
Darliber hinaus konnten Al-Jaderi et al. in vitro zeigen, dass 1,25(0H),D die Expression von KIR auf
NK-Zellen reduziert [130], wohingegen die Obinutuzumab-abhangige NK-Zell-Zytotoxizitdt nach

Terszowski et al. ohnehin unabhangig von der KIR-Expression auf NK-Zellen ist [195].

5.3.2 Moglicher Einfluss der eingesetzten Zytolyse-Nachweismethode

Wir entschieden uns fiir den Einsatz eines quantitativen LDH-Nachweistests als Surrogatmarker fir
die Zahl lysierter Tumorzellen, da dieser bei gleicher Sensitivitat und Spezifitat deutlich einfacher und
sicherer in der Handhabung ist als radioaktive Nachweistests, wie beispielsweise die etablierte

Messung beim Zellzerfall freigesetzter, radioaktiver Chrom-Isotope [196].
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Da der LDH-Nachweis mit Zelliiberstand durchgefiihrt wurde, konnte dieser Zytotoxizitdtsnachweis
lediglich Zellnekrosen nachweisen. Im Unterschied hierzu kommt es bei der Apoptose nicht zur
direkten Freisetzung von Enzymen wie LDH. Stattdessen werden diese mit anderen zytoplasmatischen
Bestandteilen in kleinen Granula bzw. Vesikeln abgeschnirt. Diese werden invivo dann nach
Internalisierung durch Phagozyten abgebaut [197]. Da NK-Zellen bei ihren Zielzellen jedoch sowohl
Nekrose als auch Apoptose induzieren [198, 199], kam es uns zu Gute, dass in einem In-vitro-Modell
wie hier solche Proteinbestandteile im Rahmen der sekundaren Nekrose zwangsweise freigesetzt

werden und sich im Zelliiberstand nachweisen lassen [200].

5.3.3 Unklarheit tiber die Starke des Vitamin D-Effekts bei glinstigeren ADCC-
Bedingungen
Wie in 4.4.4 (Seite 62) beschrieben, war der Einfluss der VDs-Substitution auf die ADCC bei dem E/T-
Verhéltnis 2,5:1 deutlich starker ausgepréagt als bei dem E/T-Verhiltnis 5:1. Aufgrund des limitierten
Blutvolumens, welches den Probanden im Rahmen eines Tests abgenommen werden konnte, war der
Einsatz hoherer E/T-Ratios wie 10:1 oder 20:1 nicht moglich. Da NK-Zellen, wie alle zytotoxischen
Zellen des Immunsystems, eine natlirliche Obergrenze an zytotoxischer Aktivitat aufweisen, liegt es
jedoch nahe, dass die ADCC-Steigerung bei solchen, eher ,,suboptimalen”, ADCC-Bedingungen, also
einer niedrigen E/T-Ratio oder AK-Konzentration, besser sichtbar werden. Dass in vivo, insbesondere
bei soliden Tumoren, noch kleinere E/T-Verhiltnisse zu beobachten sind [201], I4sst klar vermuten,
dass eine VDs-Substitution auch in vivo die Immuntherapie mit ADCC-vermittelnden Antikérpern in

ihrer Effektivitat steigern kann.

5.4 Einflussfaktor Geschlecht

Wieso nur Frauen im Kontext von hoheren 25(0OH)D-Werten eine gesteigerte RDCC und ODCC
aufweisen, ist unklar. Dass die eingangs erwahnte Arbeit von Bittenbring et al. [1] an Daten der
RICOVER-60-Studie ausschlielllich und unsere Studie grofStenteils an postmenopausalen Frauen
durchgefiihrt wurde, legt den Schluss nahe, dass der hormonelle Status einen bedeutenden
Einflussfaktor darstellt. Dabei ist sowohl eine Modulation des Vitamin D-Stoffwechsels selbst denkbar,
als auch synergistische oder antagonistische Effekte mit den Sexualhormonen in den entsprechenden

Effektorzellen selbst.

Wahrend bei anderen Saugetierspezies wie Schweinen und Ratten neben CYP27B1 und CYP24Al
weitere Cytochrom-Oxidasen beschrieben wurden, die eine geschlechtsabhdngige Expression
aufzeigen und den Vitamin D-Stoffwechsel beeinflussen, konnte hierfir bislang kein entsprechendes

Korrelat anderer Cytochrom-Oxidasen beim Menschen gefunden werden [71]. Olmos-Ortiz et al.
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konnten an kultivierten, plazentaren Trophoblasten jedoch nachweisen, dass Testosteron die
Expression von CYP27B1 verringert und die von CYP24A1 induziert [202]. Dies war begleitet von einer
geringeren Sekretion des AMP Cathelicidin, worin die Autoren einen Teilaspekt der erhéhten

Vulnerabilitat mannlicher Foten gegenliber Infektionen sehen [202].

Auch der Stoffwechsel von DBP kann Einfluss auf die Bereitstellung und Aktivierung von 25(OH)D in
Effektorzellen nehmen. Dieses Plasmaprotein dient nicht nur, wie urspringlich angenommen, dem
Transport und Puffern von Vitamin D-Metaboliten im Serum, sondern wird auch von verschiedenen
Zellen mittels Endozytose internalisiert und abgebaut [203]. Auf diese Weise kdnnen intrazellulare
Vitamin D-Spiegel erreicht werden, die durch reine transmembrandse Diffusion — bei einem Anteil von
freiem bzw. nicht-proteingebundenem 25(OH)D von lediglich 0,003 % — nicht moglich waren [204].
Dieser Mechanismus wurde unter anderem in renalen Tubuluszellen [204], Hepatozyten [205],
aktivierten T-Zellen [206] und malignen B-Zellen [207] nachgewiesen. In der Arbeit von Kongsbak et al.
flhrte die Endozytose von DBP durch aktivierte T-Zellen zu einem Ausbleiben der 25(OH)D-Aktivierung
zu 1,25(0H),D und damit auch zu keiner veranderten Expression Vitamin D-regulierter Gene [206]. Die
Autoren konnten jedoch auch zeigen, dass eine Carbonylierung von DBP, wie sie durch Freisetzung
von ROS wahrend inflammatorischer Prozesse bei verschiedenen Proteinen zu beobachten ist, diese
suppressive Wirkung aufhebt [206]. Untersuchungen, ob auch Zellen des innaten Immunsystems DBP
aufnehmen kénnen und welchen Einfluss dies auf ihre Funktion hat, fehlen bislang, stellen jedoch
einen interessanten Ansatz flir weitere Forschung dar, insbesondere da der DBP-Stoffwechsel
Geschlechtsunterschiede aufzeigt. So wird die DBP-Bildung durch Ostrogen beeinflusst [208], was die
héheren DBP-Serumspiegel bei Frauen im Vergleich zu Mannern erklart [209]. Dariiber hinaus ware
auch ein Einfluss von Ostrogen oder anderen Sexualhormonen auf die Endozytose von DBP durch
Leukozyten denkbar. So wurde an Hepatozyten weiblicher M&use bereits gezeigt, dass 17B-Ostradiol
die Endozytose von DBP stimuliert [205]. Sollte sich ein dhnlicher Effekt fiir NK-Zellen bestatigen,
konnte dies die Geschlechtsunterschiede, die in dieser Arbeit beobachtet wurden, miterklaren, zumal

NK- und Target-Zellen in Anwesenheit von Serum — und somit von DBP — inkubiert wurden.

Eine Modulation von NK-Zellen durch Sexualhormone wurde in der Vergangenheit mehrfach
beschrieben. So senken sowohl Ostrogen als auch Progesteron die Antikdrper-unabhingige Aktivitit
menschlicher NK-Zellen [210]. Dies konnte bei pramenopausalen Frauen bestatigt werden, deren
NK-Zellen eine synchron zu ihrem Menstruationszyklus schwankende Aktivitdt aufzeigen [210]. Das
AusmaR der Antikdrper-abhingigen NK-Zellaktivitat ist jedoch weniger Ostrogen-abhidngig und
unterscheidet sich nicht zwischen prad- und postmenopausalen Frauen oder Ostrogen-

substituierenden postmenopausalen Frauen [211].
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Weniger klar ist die Datenlage hinsichtlich mdglicher synergistischer oder antagonistischer Effekte von
Ostrogen und Vitamin D. Correale et al. zeigten bei Patienten mit Multipler Sklerose, dass der Effekt
von 1,25(0H),D auf T-Zellen und Makrophagen Ostrogen-abhingige Geschlechterunterschiede
aufweist [212]. So exprimierten durch die Gabe von 1,25(0H),D die T-Zellen weiblicher Patienten im
Vergleich zu denen mannlicher Patienten nach Aktivierung weniger CYP24A1, Tu-Zellen sezernierten
weniger IFN-y und IL-2 und mehr IL-10, die Zahl an T.eg-Zellen stieg an und Makrophagen und T-Zellen
zeigten eine hohere Endozytose von DBP [212]. Diese 1,25(OH),D-vermittelten Effekte lieen sich
auch bei Zellen mannlicher Patienten reproduzieren, wenn den Reaktionsansitzen Ostrogen zugesetzt
wurde [212]. Unklar bleibt die Frage, ob Ostrogen im Kontext hoher Vitamin D-Konzentrationen auch
einen Einfluss auf die NK-Zell-vermittelte ADCC nimmt. Dies konnte einen Erklarungsansatz fiir unsere

Beobachtungen liefern; verbleibt bei aktueller Datenlage jedoch rein spekulativ.

Da Bittenbring et al. [1] das bessere Uberleben jedoch bei (iberwiegend postmenopausalen Frauen
beschrieben hat, die einen niedrigere Ostrogen- und Gestagenspiegel im Blut haben als
pramenopausale Frauen, scheint es nahezuliegen, dass Manner nicht aufgrund niedriger Ostrogen-
oder Gestagenspiegel sondern aufgrund héherer Testosteronspiegel eine schlechtere RDCC und ODCC
aufzeigen. Wahrend ein hemmender Einfluss von Testosteron auf die Antikdrper-unabhangige
NK-Zell-Aktivitat in der Literatur bereits beschrieben wurde [210], ist die Datenlage fiir die Auswirkung
auf die ADCC menschlicher NK-Zellen sehr diinn. Untersuchungen an splenischen mononukledren

Zellen der Maus zeigten jedoch keinen Einfluss von Testosteron auf ihr ADCC-Vermogen [213].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es derzeit zahlreiche Hinweise auf Wechselwirkungen sowohl
zwischen Testosteron, Ostrogen, Vitamin D-Stoffwechsel und dem Immunsystem gibt. Dennoch ist der
aktuelle Kenntnisstand nicht ausreichend fir eine abschlieRende Bewertung des von uns

beobachteten Phdnomens.

5.5 Verringerung der ADCC auf hoch-normalen 25(0H)D-Serumspiegeln
Nachdem die VDs-Substitution auf mittlere 25(0OH)D-Werte von 65 ng/ml i. S. zu einer gesteigerten
RDCC und ODCC fiihrte, nahm ihr AusmaR nach weiterer Substitution auf 90 ng/ml wieder ab. Die

Ursachen hierfiir sind unklar.

5.5.1 Einfluss anderer Leukozyten auf die NK-Zell-ADCC

Die Regulation von 1,25(0OH),D unterliegt dem Gleichgewicht von aktivierendem CYP27B1 und
inaktivierendem CYP24A1. Zu hohe Konzentrationen an Calcitriol werden verhindert, indem renal aber
auch in verschiedenen Leukozyten wie B-Zellen, T-Zellen und dendritischen Zellen abhangig von der

Konzentration an 1,25(0OH),D vermehrt CYP24A1 exprimiert wird [128].
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Dieser Mechanismus ist bei langerfristiger VDs-Applikation moglicherweise iberkompensierend. So
konnten Vieth et al. zeigen, dass bei Ratten eine chronische, didtetische VDs-Zufuhr zu verringerten
1,25(0H),D-Serumspiegeln fiihrt [214]. Zwar kénnen auch NK-Zellen selbst Vitamin D aktivieren, ihre
Expression von CYP27B1 ist jedoch ca. 4-Fach geringer als beispielsweise in T-Zellen [118], sodass
NK-Zellen moéglicherweise vor allem auf parakrines 1,25(0OH),D zuriickgreifen [119]. Wahrend Tumor-
assoziierte Leukozyten in ihrem Milieu moglicherweise hohe 1,25(0OH),D-Konzentrationen generieren
und aufrechterhalten kénnen, wurde diese Studie mit NK-Zellen durchgefiihrt, die dem peripheren
Blut entnommen wurden. Da die tatsachlichen 1,25(0OH),D-Konzentrationen nicht bestimmt wurden,
ist somit nicht auszuschliefen, dass die lang andauernde, pulsatile VDs-Substitution unserer
Probanden wie bei Vieth et al. zu erniedrigten 1,25(0OH),D-Werten am Ende der Substitutionsreihe

fuhrte.

5.5.2 Debatte um U-formige Vitamin D-/Effekt-Beziehung

Unsere Beobachtung lieRe sich mit einem U-formigen Zusammenhang zwischen 25(0OH)D-Spiegel und
dem Auftreten verschiedener Krankheiten vereinbaren (engl. U-shaped curve), wie er in der
Vergangenheit bereits mehrfach postuliert wurde. So war in einer longitudinalen Fall-Kontroll-Studie
an norwegischen, finnischen und schwedischen Mannern von Tuohimaa et al. das Risiko, an einem
Prostata-Karzinom zu erkranken, sowohl mit niedrigen (<19 ng/ml) als auch mit sehr hohen
(>80 ng/ml) 25(OH)D-Spiegeln vergesellschaftet [215]. Vieth formulierte als moégliche Erklarung
dessen die Hypothese, dass in nordlichen Breitengraden 25(0OH)D i. S. im Sommer schnell ansteigt,
was das Verhaltnis von CYP27B1 und CYP24A1 zugunsten CYP24A1 und damit zugunsten des Abbaus
von Vitamin D verschiebt [216]. Dieser Mechanismus sei im Winter zwar umkehrbar, da jedoch der
Vitamin D-Stoffwechsel in peripheren Geweben im Unterschied zur Niere nicht von den
Konzentrationen von Parathormon und verschiedener Elektrolyte reguliert werde, geschehe dies in
peripheren Geweben nur langsam [216]. Dies fiihre in der Peripherie zu einem schnellen Abfall von
25(0OH)D im Winter und folglich niedrigen effektiven 1,25(0OH),D-Konzentrationen in diesen
Organen [216]. In nordlichen Breitengraden wirden somit sowohl niedrige als auch sehr hohe
25(OH)D-Spiegel im Sommer, gemittelt Gber das Jahr, zu einer relativ zu niedrigen 1,25(OH),D-
Konzentration fiihren [216]. Die Hypothese von Vieth ist konsistent mit den Daten von Stolzenberg-
Solomon et al. [217], wonach finnische Raucher mit héheren 25(0OH)D-Spiegeln ein gesteigertes Risiko
haben, an einem Pankreas-Karzinom zu erkranken. Sie erklart jedoch nicht, wieso auch in stidlicheren
Breitengraden &hnliche U-férmige Beziehungen zwischen 25(0OH)D und verschiedenen Endpunkten
beobachtet werden konnten, wie etwa fiir das Auftreten von Osophagus-Karzinomen bei chinesischen

Mannern [218] oder der erkrankungsunabhangigen Gesamtmortalitdt in der US-amerikanischen
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NHANES IlI-Kohorte [219]. Zudem wird nicht klar, wieso nicht auch bei anderen Tumoren eine

U-férmige Beziehung zu beobachten ist [220].

Die Theorie einer U-formigen Vitamin D-/Effekt-Beziehung ist umstritten. So schreibt Grant [220], dass
es sich bei den jeweiligen Studien jeweils nur um wenige Veroffentlichungen handele, die in der Regel
nicht reproduziert werden konnten, nicht einmal in den jeweiligen Landern selbst. Eine Meta-Analyse
von Yin et al. bezog die Arbeit von Tuohimaa et al. [221] ein, konnte jedoch bei der erweiterten
Fallzahl selbst unter Berlicksichtigung der geographischen Verteilung der Patienten keine U-formige
Assoziation nachweisen. Zudem ist die methodische Qualitat entsprechender Studien mitunter nicht
adaquat. Zur oben genannten Arbeit an Pankreas-Karzinomen von Stolzenberg-Solomon et al. [217]
schrieben Baggerly et al. [222], dass die U-férmige Beziehung nur bei willkirlich gewahlter Einteilung
der 25(0OH)D-Spiegel in einzelne Gruppen zu beobachten sei. Hierunter wiirden in den Gruppen mit
den hochsten 25(0OH)D-Werten extrem kleine Fallzahlen entstehen von teilweise nur 3 % der

Probanden [222].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine U-formige Vitamin D-Effekt-Beziehung im Kontext von
Prostata- und Pankreaskarzinom derzeit zu bezweifeln ist. Ungeachtet dessen wurde solch eine
Assoziation fir Lymphome bislang nicht beschrieben. Unsere Ergebnisse sprechen jedoch dafiir, dass
immunologische Prozesse, die essenziell flir moderne, zielgerichtete Tumortherapien sind, bei sehr

hohen 25(0H)D-Spiegeln auf bislang ungeklarte Weise supprimiert werden.

5.6 Ausblick

In der Therapie von NHL sind NK-Zellen wichtige Mediatoren der Rituximab- und Obinutuzumab-
induzierten Tumorlyse. Diese Studie konnte erstmals zeigen, dass das Ausmal} von RDCC und ODCC
in vitro bei 25(0OH)D-Werten in vivo von 65 ng/ml ein Maximum erreicht. Dies stellt den von der
Endocrine Society definierten Referenzbereich, nach dem Werte ab 30 ng/ml als optimal gelten [72],
im Kontext der Immunkontrolle von Lymphomen in Frage. Die von Hohaus et al. durchgefiihrte RCT
an Patienten mit B-NHL konnte bereits einen Nutzen einer VDs-Substitution auf 30 ng/ml
erbringen [4]. Unsere Arbeit legt den Schluss nahe, dass Patienten mehr noch von einer Substitution
auf 65 ng/ml profitieren. Dies wird in weiteren Interventionsstudien geklart werden mdissen.
Augenmerk liegt hierbei insbesondere auf der derzeit laufenden OPTIMAL>60-Studie, die eine

Substitution auf solche mittleren 25(0OH)D-Spiegel vorsieht [111].

Darliber hinaus ist das Verstandnis um die mechanistischen Zusammenhange zwischen Vitamin D-
Spiegel bzw. -Metabolismus und innatem Immunsystem derzeit noch nicht zufriedenstellend.

Insbesondere der Vergleich zwischen mannlichen und weiblichen Probanden dieser Studie weist auf
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geschlechterspezifische Unterschiede hin, die bislang ungeniigend beleuchtet wurden. Abseits der
direkten Auswirkung auf den klinischen Alltag kénnte die weitergehende Forschung liber das in dieser
Arbeit behandelte Thema und die daraus resultierenden Fragen einen wichtigen Beitrag zur

Identifikation weiterer Therapieansatze leisten.
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