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Arbeitshypothese und Fragestellung

Die Chronische lymphatische Leukamie (CLL) bleibt trotz der weit reichenden
Fortschritte in ihrer Behandlung mit den bisher bekannten Standardtherapien
unheilbar. Ein kurativer Therapieansatz flr Patienten mit CLL ist die allogene
Stammezelltransplantation. Polyklonale Antithymozytenglobuline (ATG) werden
unter anderem aufgrund ihrer Anti-T-Zell-Aktivitat fir die Konditionierung bei der
allogenen Stammezelltransplantation verwendet. ATG enthalten jedoch auch
Antikorper, die Antigene auf verschiedenen hamatopoetischen Zellen, darunter
B-Zellen, binden. Die in-vitro Zytotoxizitat von ATG gegen B-Zell Malignome
wurde bereits fir das Multiple Myelom gezeigt. Diese Arbeit untersucht die in-
vitro Anti-CLL Aktivitat zweier kommerziell erhaltlicher ATG-Praparate in klinisch
relevanten Konzentrationen (10 - 500pg/ml) in CLL Proben von insgesamt 19
Patienten. Weiterhin wird die in-vitro Anti-CLL Aktivitat von ATG mit derzeit in
der Klinik fur die CLL verwendeten monoklonalen Antikdérpern Alemtuzumab und
Rituximab verglichen. Ein eventueller synergistischer Effekt mit dem
Purinanalogon Fludarabin wird untersucht. Fludarabin ist ein Standardpraparat
und Eckpfeiler in der Therapie der CLL. Weiterhin werden potentielle
Wirkmechanismen der Anti-CLL-Aktivitat von ATG untersucht. Durch die
Absorption von ATG auf verschiedenen Zellen soll der Grad der spezifischen

Wirkung von ATG auf CLL-Zellen herausgestellt werden.
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1. Einleitung

1.1

Chronische Lymphatische Leukamie

Die Chronische lymphatische Leukamie (CLL) zahlt zu den niedrigmalignen
Non-Hodgkin-Lymphomen [1]. Durch ungehemmte Vermehrung, sowie
(als Besonderheit der CLL) verminderter Apoptose kommt es zur
Akkumulation eines malignen Lymphozytenklons [2], sowie zur Streuung
ins Blut und Infiltration von Knochenmark, Lymphknoten und Milz und zur
Verdrangung immunkompetenter Lymphozyten. Bei mehr als 95% der
Falle handelt es sich um B-Lymphozyten, selten nur um T-Lymphozyten
(ca.5%) [3].

Die CLL ist in der westlichen Welt mit rund 30% die haufigste aller
Leukamien im Erwachsenenalter [4]. Die Inzidenz liegt bei etwa 2,2-3,3

Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner [5].

Atiologie

Von der Entartung sind bei der CLL meist reife B-Zellen betroffen. Ihre
Vermehrung resultiert aus einer verminderten Apoptose, deren Ursache
bislang nicht ganz geklart ist. Seit den 80er Jahren sind immer mehr
genetische Aberrationen bekannt geworden, die in der Pathogenese und
Prognose der CLL eine Rolle spielen, u.a die Trisomie 12 [6], 621 -,
13914 -11q922/23 -, 14932 (IgH-Schwerkettengene), 17p13 (p53
Tumorsuppressor-Gen) [7]) mit unterschiedlichen Prognosen und
klinischen Charakteristika [8,9]. Bei 1-4 % der B-CLL Patienten findet sich
eine Translokation des BCL-2 Gens (anti-Apoptose-Gen) auf Chromosom
18321, die zu einer Uberexpression von BCL-2 Proteinen fiihrt. [2,10].
Weiterhin ist eine reduzierte Expression von Bax, einem pro-apoptotischen
Protein aus der BCL-2 Familie mit einer schlechten Prognose verbunden
[11]. D6éhner et al. fanden mittels Floureszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) heraus, dass bei insgesamt Uber 80% der Patienten chromosomale
Auffalligkeiten bestehen [7]. CLL-Patienten mit normalem Karyotyp haben

einen deutlich héheren Uberlebensmedian [12].



Pathogenese

Die bei der CLL klonal proliferierenden reifen B-Zellen sind atypisch und
immuninkompenent [3]. Sie koexprimieren an der Oberflache in niedriger
Dichte CD5, ein Antigen, das sonst nur von T-Zellen exprimiert wird
zusammen mit monoklonalen Immunglobulinen, meist IgM und nur einem
Leichtkettenglobulin (Kappa oder Lambda) [3, 13]. Stimuliert werden die
B-CLL Zellen mdglicherweise Uber den B-Zell-Rezeptor durch B-Zell-
Superantigene [14]. Eine neue Hypothese ist, dass sowohl die Proliferation
der CLL-Zellen, als auch die verminderte Apoptose durch Stimulations-
und Wachstumssignale am B-Zell Rezeptor im Zusammenhang mit
Interaktionen mit akzessorischen Zellen und Zytokinen aus der
Umgebung, verursacht wird [15,16].

Die neoplastischen Zellen haben eine erheblich verlangerte
Uberlebenszeit: dadurch kommt es zur Akkumulation in
immunkompetenten Organen wie Lymphknoten und Milz. Blut,
Knochenmark und gar die Leber kdnnen betroffen sein. Ursache fir die

verlangerte Lebenszeit ist eine Hemmung der Apoptose [2].

Einteilung

Fur die CLL existieren zwei verschiedene Einteilungen. Beide beruhen auf
der Tatsache, dass die CLL langsam progredient verlauft.

Die Einteilung nach Rai et al. aus dem Jahre 1975 stutzt sich auf die Zahl
der Lymphozyten im Blut (Tabelle I.1) [17].



Stadium | Definition Mittlere
Uberlebenszeit
in Monaten

0 Lymphozytose >15.000/pl 150
Knochmark-Infiltration >40%

I Lymphozytose mit 100
LymhknotenvergréBerung

II Lymphozytose mit Splenomegalie und/oder 71
Hepatomegalie

ITI Lymphozytose mt Anamie (+/- 19
Hepatosplenomegalie oder
LymphknotenvergréBerung)

v Lymphozytose mit Thrombozytopenie < 19
100.000/pul (+/- Hepatosplenomegalie oder
LymphknotenvergréBerung)

Tabelle I.1: Stadieneinteilung der CLL nach Rai et al., 1975 [aus 18]

Die Einteilung nach Binet et al. aus dem Jahre 1981 orientiert sich sowohl

an der Lymphozytenzahl als auch an der Anzahl der infiltrierten

Lymphknotenregionen, sowie am Hamoglobinwert (Tabelle I1.2) [19].

Stadium | Definition Mittlere
Uberlebenszeit in
Monaten
A Lymphozytose > 120
<3LK-Regionen, Hb >10g/dl
Thrombozyten>100000/ul
B >3LK-Regionen, Hb>10g/dI 60
Thrombozyten >100000/ul
C Hb>10g/dl und Thrombozyten >100000/ul 24

Tabelle I.2: Stadieneinteilung der CLL nach Binet, 1981 [aus 18]

Beide Einteilungen sind nach wie vor Eckpfeiler in der klinischen

Beurteilung des Krankheitsstadiums der CLL. Chiorazzi et al. sehen

allerdings eine Schwache bei der Differenzierung in frihen
Krankheitsstadien (Rai Stadium 0 und I, Binet Stadium A) [15].




Diagnose

Die Diagnose einer Chronischen lymphatischen Leukamie erfolgt oft
zufallig bei einer Routineuntersuchung mit Blutbildkontrolle. Dabei findet
sich im Blutbild fast immer eine Lymphozytose von > 5x10°
Lymphozyten/l. Im Differentialblutbild finden sich dann ebenfalls vermehrt
kleine, reife Lymphozyten, die beim Ausstrich wegen Ihrer Instabilitat
haufig platzen und dann als sogenannte ,Gumprecht'sche Kernschatten"
imponieren [8]. Der Beweis einer CLL wird jedoch per
Immunphanotypisierung aus peripherem Blut erbracht. Hierbei werden auf
den B-Zellen spezielle Oberflachenantigene (CD5, CD19, CD20, CD23 und
CD79b) nachgewiesen, oft in charakteristischen Kombinationen wie CD5,
CD23 und CD79b. Ebenfalls exprimiert werden membranstandige
Immunglobuline wie IgM und IgG (meist IgM). Durch ein von Matutes et
al. entwickeltes , scoring"-System, welches auf der Detektion von 5
Antigenen (SigM, CD5, CD23, CD79b, FMC7) basiert, kann die CLL von

anderen Non-Hodgkin Lymphomen abgegrenzt werden. [4]

Klinik

Die Chronische Lymphatische Leukdmie hat eine extrem variable klinische
Auspragung und beginnt oft asymptomatisch. [20]. Erste Symptome sind
meist zervikale Lymphknotenschwellungen (bei 70-80% der Patienten)
[21,22] begleitet von Allgemeinsymptomen wie Abgeschlagenheit,
Mudigkeit und Leistungsminderung. Nach Diagnosestellung imponieren
klinisch vor allem die progrediente Lymphknotenschwellung,
Splenomegalie (47%), VergréBerung der Leber (45-75%) und
Hautinfiltrationen. Entscheidend flr die Therapie sind die auftretenden
Komplikationen: Granulozytopenie und Antikérpermangelsyndrom kénnen
bei der CLL zu gehauften Infekten wie Pneumonien und Sepsis fihren.
Haufig sind infektiose Komplikationen auch durch die Gabe von
Chemotherapeutika wie Purinanaloga und Alkylantien bedingt. Sie stellen
die haufigste durch die CLL bedingte Todesursache dar [23-25].

Eine Therapieindikation sind Leukozytenzahlen > 500.000/ul. Kommt es
zur Leukozytose, kann ein zelluldres Hyperviskositatssyndrom auftreten
[26].
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I.2

Eine weitere Komplikation der CLL sind Autoimmunerscheinungen:

* Autoimmunhamolytische Anamie (AIHA)

* Idiopathische thrombozytopenische Purpura (ITP)

* Pure red cell aplasia (PRCA)
Im Vordergrund steht die AIHA. Etwa 11% der Patienten im
fortgeschrittenen Stadium der CLL entwickeln eine Coombs-positive
Hamolyse. Ihr Auftreten ist daher wegweisend fir die
Therapieentscheidung [27]. In seltnen Fallen moglich ist die als Richter-
Syndrom (RS) bezeichnete Transformation in ein héher malignes Non-
Hodgkin-Lymphom (3%), ein Hodgkin-Lymphom (0,5%) oder ein
Plasmozytom (0,1%) [28]. Mdégliche Trigger flr ein RS kénnten genetische
Abberationen (Trisomie 12, 11g-Deletionen), sowie eine Epstein-Barr-Virus
Infektion sein. Bei Transformation in ein héhermalignes Non-Hogdkin-
Lymphom ist die Prognose unglinstig, da die meisten Patienten nicht auf
die darauffolgende Chemotherapie ansprechen [29]. Die CLL ist im Verlauf
eine sehr heterogene Erkrankung: manche Patienten leben jahrelang ohne
jegliche Therapie, andere sterben rasch nach fulminantem Verlauf trotz

aggressiver Therapie [14].

Bis zum jetzigen Zeitpunkt gibt es keine durchgreifende Therapiestruktur
fur die CLL. Eine solche Therapiestruktur zu finden, ist Gegenstand
zahlreicher Forschungsprojekte. In dieser Arbeit werden zwei bekannte flr
die Behandlung der aplastischen Anamie und fir die allogene Organ - und
Stammzelltransplantation zum Teil bereits zugelassene polyklonale
Antithymozytenglobuline (ATG) in-vitro auf ihre Wirkung auf die CLL hin
Uberpruift.

Therapie der chronischen lymphatischen Leukdamie
Obwohl sich die Mehrzahl der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose im

asymptomatischen Zustand befindet, werden die meisten spater aufgrund

der fortschreitenden Erkrankung eine Therapie benétigen.
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Therapieindikationen sind Leukozytose (> 500.000 /ul),

Knochenmarkinsuffizienz, Thrombozytopenie oder Anamie.

Die konventionelle Therapie der CLL

Die ersten Medikamente, die bei der CLL zum Einsatz kamen, waren
Alkylantien (Chlorambucil, Cyclophosphamid) und Glukokortikoide
(Prednisolon) [30]. Alkylantien wie Chlorambucil oder Cyclophosphamid
(haufig kombiniert mit Glukokortikoiden) werden auch heute noch bei der
CLL verwendet. Die Zielsetzung ist dabei stets palliativ [31].

Die EinfUhrung des Purinanalogons Fludarabin brachte eine deutliche
Progressionsminderung mit gleich langem Uberleben bei verbesserten
Ansprechraten [32,33]. Ein weiterer wirksamer Ansatz fur die CLL ist die
autologe Stammzelltransplantation (Auto-SZT). Allerdings entwickeln die
meisten Patienten im Verlauf ein Rezidiv [34]. Bei jingeren Patienten gibt
es die Mdglichkeit einer allogenen Blutstammzelltransplantation (Allo-SZT)
oder Knochenmarktransplantation (Allo-KMT) mit vorausgehender
Hochdosischemotherapie [35]. Die Dosis-reduzierte Konditionierung
(Reduced-Intensity-Conditioning, RIC) profitiert von der Spender-gegen-
Leukemie - Reaktion (Graft-versus-Leukemia reaction) und umgeht dabei
die hohe behandlungsassoziierte Morbiditat und Mortalitat, welche sonst
mit myoloablativen Therapieschemen einhergehen [36]. Insgesamt stehen
fur die CLL mehrere Schemata flir Kombinationstherapie zur Verfligung.
Diese brachten signifikant bessere Ansprechraten, jedoch konnte kein

Schema eine generelle Uberlebensverbesserung zeigen [37].

Fludarabin

Das Purinanalogon Fludarabin (9-B-d-arabinofuranosyl-2-fluoro-adenin-
monophosphat) ist ein wirksames Apoptose-induzierendes Medikament zur
Behandlung der Chronischen Lymphatischen Leukamie. Fur die
Darreichung liegt es als Fludarabinmonophosphat vor. Im Kérper wird es
zlgig in seine Fludarabin-Nukleosidform F-Ara-A Uberflhrt, gelangt so in
die Zelle und wird dort in F-Ara-ATP, einen aktiven Metaboliten fur
Zellenzyme, umgewandelt [38]. Hauptsachliche Wirkweise ist dann die
zytotoxische Aktivitat durch Inhibition der DNA-Synthese, aber auch

andere Mechanismen wie die Inhibierung der RNA-Transkription und die
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Induktion von Apoptose in CLL-Zellen wurden in verschiedenen Studien
nachgewiesen [39,40]. Auch in klinischen Studien konnte die Wirksamkeit
von Fludarabin bei der CLL gezeigt werden. So konnten bei vorher mit
anderen Zytostatika behandelten CLL-Patienten (n=68) zwischen 50% und
64% (Rai Stadium 0-4) Remissionen erreicht werden (darunter 44%
Komplettremissionen) [41]. Johnson et al. verglichen Fludarabin mit einer
Kombination aus Cyclophosphamid, Doxorubicin und Prednisolon in einer
Studie mit 196 Patienten mit CLL in klinisch fortgeschrittenen Stadien
(Binet B oder C). Die Ansprechraten unter Fludarabin waren mit 60% im
Vergleich zu 44% deutlich héher [32]. Ebenfalls im Vergleich zu
Chlorambucil konnte Fludarabin signifikant hohere Ansprechraten (63%
versus 37%, davon 23-37% Komplettremmissionen) erzielen [33].
Patienten, die nicht auf Fludarabin ansprechen, haben eine sehr schlechte

Prognose mit einem Uberlebensmedian von nur rund 8 Monaten [42].

Monoklonale Antikorper in der Therapie der CLL

Charakteristisch flir CLL-Zellen ist das Exprimieren der B-Zell Antigene
CD5, CD19, CD20, CD23 und CD52. Gegen nahezu jedes stehen heute
monoklonale Antikérper zur Verfugung. (Tabelle 1.3) Allerdings sind nur
zwei bisher flr die Klinik zugelassen: Alemtuzumab und Rituximab [43].
Mit der EinfUhrung der monoklonalen Antikérper haben sich die
Therapiemdglichkeiten der CLL weiter verbessert und erweitert [37]. Meist
werden sie in Kombination mit Fludarabin und Cyclophosphamid oder
Chlorambucil gegeben, kédnnen aber auch durchaus als Monotherapien
wirksam sein. Im Folgenden wird zunachst auf die Antikérper Rituximab
und Alemtuzumab und ihre Verwendung in der Therapie der CLL
eingegangen. AnschlieBend werden Wirkmechanismen von Antikérpern

beschrieben, die zum Zelltod flihren.

Antikorper Ziel-Antigen Zulassungsstatus im
den USA (2005)

Alemtuzumab CD52 zugelassen

Rituximab CD20 zugelassen

Lumiliximab (IDEC-152) CD23 Phase I

hA20s CD20 Phase I

Bevacicumab VEG-F Phase II




Tabelle 1.3: monoklonale Antikdrper fir die CLL. (aus Cheson BD. Monoclonal antibody therapy of

chronic lymphocytic leukemia. Cancer Immunol Immunother 2006. 55: 188-196)

Rituximab

Rituximab war der erste fur die Behandlung von B-Zell-Lymphomen
zugelassene, monoklonale Antikdrper. Es handelt sich um einen chimaren
Maus/-Mensch IgG1-Antikérper, der an das Antigen CD20 bindet.
Rituximab induziert Apoptose Uber einen CD20-vermittelten, MAP-Kinase
(P38-Mitogen-aktiviere-Protein-Kinase) abhangigen Signalweg [44].

Byrd et al fanden in-vivo einen Anstieg der Caspasen 3- und 9 direkt nach
der Infusion von Rituximab. Ebenfalls fiel ein signifikanter Abfall der anti-
apoptotischen Proteine XIAP und Mcl-1 auf. Dies kdnnte eine Erklarung fir
die gute Synergie von Rituximab mit Chemotherapeutika wie Fludarabin
sein [45]. Diese wurde in jlingst durchgeflihrten Studien bestatigt. Schulz
et al behandelten 31 CLL-Patienten (20 zuvor unbehandelt, 11 im Rezidiv
befindlich) mit einer Kombination aus Rituximab und Fludarabin und
erreichten eine gute Gesamtansprechrate von 87%. 32 % erreichten gar
eine Komplettremission [46]. Byrd et al. bestatigen diese Ergebnisse mit
einer retrospektiven Vergleichsstudie. Getestet wurde die Behandlung mit
Fludarabin mono versus Fludarabin + Rituximab. Letztere Kombination
erzielte deutlich bessere Gesamtansprechraten [47]. Trotz dieser guten
Ergebnisse einiger Studien, konnte Rituximab in der first-line Therapie
keine durchschlagende Wirkung zeigen [48-50]. Ein Grund flr die
eingeschrankte Wirkung als Einzelmedikament bei der CLL kdnnte die
niedrigere Dichte von CD20 Antigenen auf CLL-Zellen zum einen im
Vergleich zu anderen Non-Hodgkin Lymphomen und zum anderen im
Vergleich zur CD52 Dichte auf CLL Zellen sein [50].
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Alemtuzumab

Alemtuzumab (Campath-1H) ist ein humanisierter IgG1-Antikdrper, der an
das Antigen CD52 bindet, welches sich auf der Oberflache von B- und T-
Lymphozyten, Monozyten, NK-Zellen, Makrophagen und Eosiniphilen
befindet [51].

In-vivo ist die Wirkung von Alemtuzumab erwiesen: Keating et al.
beobachteten in einer groBen, multizentrischen Studie (n=93), dass 33%
(2% partielle Remission, 3% komplette Remission) der behandelten CLL-
Patienten, bei denen weder mit Alkylanzien, noch mit Fludarabin eine
Wirkung erzielt werden konnte, auf Alemtuzumab ansprachen [52]. Auch
in der first-line Therapie der CLL scheint Alemtuzumab wirksam zu sein. So
zeigte eine aktuelle Phase II -Studie eine Gesamtansprechrate von 87%,
Komplettremission wurde bei 18% der Patienten erreicht [53]. Diese
Erkenntnisse zeigen, dass Alemtuzumab eine potente und effektive
Behandlungsmethode darstellt [54]. Alemtuzumab wurde 2001 von der
Europeean Medicines Agency (EMEA) fir die CLL zugelassen.

In-vitro konnte der Wirkmechanismus von Alemtuzumab untersucht
werden: Nuckel et al stellten mit DurchfluBzytometrie in B-Zellen von CLL-
Patienten fest, dass Alemtuzumab in mononuklearen Zellen zwar Apoptose
induzieren kann, allerdings nicht allein: der Effekt ist nur durch die
Anwesenheit quervernetzender Anti-Fc-Zweitantikérpers maéglich.
Verstarkt wird er durch Kombination mit Fludarabin [55-57].

Autologe Stammazelltransplantation

Flr die autologe Stammezelltransplantation (Auto-SZT) werden
Stammzellen aus Knochenmark oder peripherem Blut vom Patienten selbst
gewonnen und nach Durchfiihrung einer Hochdosis Chemotherapie
reinfundiert. FUr die CLL konnten hier gute Ergebnisse erzielt werden: so
zeigten Dreger et al. 2004 in einer Patientenstudie (n=88,
Patientenkollektiv mit unmutiertem Vy-Genstatus, CLL im fortgeschrittenen
Stadium), dass die Auto-SZT im Vergleich zur konventionellen

Chemotherapie (Chlorambucil mit oder ohne Fludarabin) zu einer deutlich
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ldngeren Uberlebenszeit fiihrt [58]. Auto-SZT fiihrt also zu
langanhaltenden Remissionen mit einer relativ niedrigen Transplantations-
assoziierten Mortalitatsrate (<10%). Dennoch zeigten frihere Studien,
sowie die Langzeitbeobachtung dieser Patienten, dass ein GroBteil der
Komplettremissionen nach Auto-SZT dennoch in ein Rezidiv mundet und
die Auto-SZT nicht als kurativer Ansatz zu betrachten ist [58-61].

Allogene Stammazelltransplantation/Knochenmarktransplantation
Bei der allogenen Stammzelloperation (Allo-SZT) werden den Patienten
nach myeoloablativer oder nicht-myeloablativer Radio-/Chemotherapie
Stammzellen eines HLA-identischen Spenders transplantiert. Initial waren
die Ergebnisse bei der Allo-SZT mit einer hohen, nicht rezidivbedingten
Mortalitatsrate von bis zu 46% enttauschend. Ansprechraten von 79-87%
lassen jedoch hoffen, dass die Allo-SZT kuratives Potential bei Patienten
mit CLL haben kénnte. Dennoch bleiben Mortalitét und Morbiditat im
Zusammenhang mit der Behandlung beachtlich hoch (18-100%) [59,62-
67]. Michallet et al. untersuchten den Effekt der allogenen
Knochenmarktransplantation bei einer groBen retrospektiven
Kohortenstudie (n=54). Nach myeloablativer Behandlung mit
Cyclophosphamid und Ganzkdérperbestrahlung wurden den Patienten
Knochenmark von HLA-identischen Geschwistern transplantiert. Dabei
zeigten 70% eine hamatologische Remission bei einer drei Jahres
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 46% [62]. Die Potenz der Allo-SZT fuBt
madglicherweise auf einem Graft-versus-Leukemia (GvL) Effekt [68].
Indikationen flr eine allogene Stammzelltransplantation wurden kirzlich
im , Transplant-consensus" der EBMT (European Group for Blood and
Marrow Transplantation) zusammengesellt. Demnach kommen flr eine

Allo-SZT vor allem jungere Patienten,

* die auf eine Behandlung mit Purinanaloga nicht oder nur
ungenltgend ansprechen (frihes Rezidiv innerhalb von 12 Monaten)

* die nach initialem Ansprechen auf Purinanaloga-haltige
Kombinationstherapien oder Auto-SZT innerhalb von 24 Monaten

ein Rezidiv entwickeln
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1.3

* mit p53 Abnormalitaten

in Frage. Die allogene SZT ist nach wie vor der einzige kurative Ansatz in
der Therapie der CLL. Dennoch muss sie weiterhin in Studien auf ihre

genaue Indikation und Effektivitat hin untersucht werden [69].

Wichtige Wirkmechanismen bei der Therapie der CLL

Die verschiedenen bei der Therapie der CLL verwendeten Substanzen
vernitteln ihre Wirkung uber verschiedene Wirkmechanismen und
Sighalwege. Die meisten sind bis jetzt nicht bis ins Detail verstanden. Von
Bedeutung flr diese Arbeit sind vor allem die Komplement- vermittelte
Zytotoxizitat (complement-dependent-cellular-cytotoxicity, CDC), die
Antikdrper-vermittelte Zytotoxizitat (antibody-dependent-cellular-
cytotoxicity, ADCC) und fir die Apoptose relevante Proteine wie die
Caspasen und Cathepsine sowie Reaktive Sauerstoffspezies (Reactive

Oxygen Species, ROS).

Komplement-vermittelte Zytotoxizitat

Zent et al. fanden in einer Studie mit dem monoklonalen Antikérper
Alemtuzumab heraus, dass dieser nur wenig oder keine Apoptose bei CLL
Zellen induziert, wenn die CLL Zellen in Serum freiem Medium kultiviert
werden [70]. 2008 zeigte dieselbe Arbeitsgruppe dann den Effekt der
Komplement-vermittelten Zytotoxizitat (complement-dependent-cellular-
cytotoxicity, CDC) an CLL Proben, die mit dem monoklonalen Antikdrper
Alemtuzumab und 10 % humanem Serum inkubiert wurden. Dieser Effekt
setzte innerhalb kurzer Zeit ein [71]. Die CDC wird vermutlich Gber
Komlement-Komponenten vermittelt, die sich an Antigen-Antikérper-
Komplexen anlagern und sogenannte Immunkomplexe bilden. Diese Bilden
dann Angriffs-Komplexe an der Zellmembran (membrane attack
complexe), die Poren in der Zellmembran erzeugen und so zytotoxisch
wirken [72].
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Antikorper-vermittelte Zytotoxizitat

Die Wirkung monoklonaler Antikérper gegen Leukamien und Lymphome
wurde in zahlreichen Studien nachgewiesen, doch die Vermittlung der
Zelltoxizitat in-vivo ist nach wie vor Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen [73-75]. Die Antikdrper-vermittelte Zytotoxizitat
(antibody-dependent-cellular-cytotoxicity, ADCC), also die Erkennung
einer antigen-prasentierenden Zelle und deren anschlieBende Lysierung
Uber eine Effektorzelle gehdért zu den wichtigsten Zelltétungsmechanismen
monoklonaler Antikdrper. Die Wirkung therapeutischer Antikdrper kann
Uber die Aktivierung sogenannter Fas-,Todesrezeptoren™ also Uber den
extrinsischen Apoptose-Signalweg (siehe unten), Uber die direkte
Induktion von Apoptose oder die Blockierung von Rezeptor-vermittelten
Wachstumssignalen erfolgen (Abb.I.1) [73]. Effektorzellen der ADCC sind
vor allem naturliche Killerzellen (natural killer cells/NK-Zellen), die unter

anderem durch Interleukin-2 als Zytokin aktiviert werden [76].
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Abbildung I.1: Signalwege von Antikdrpern, die zur Apoptose-Induktion fihren kénnen (aus Ludwig

DL, Pereira DS, Zhu Z, et al. Monoclonal Antibody therapeutics and apoptosis. Oncogene. 2003, 22:

9097-9106)

Apoptose

Als Apoptose (griechisch: anontwoic, das Abgehen, der Niedergang)

bezeichnet man einen physiologischen, genetisch kodierten Vorgang zur

Eliminierung von Zellen [77]. Im gesunden Organismus ist das Verhaltnis

zwischen Zellproliferation und Apoptose geregelt. Eine Stérung dieser

Balance kann schwerwiegende Folgen haben: so ist eine Suppression der

Apoptose mitentscheidend fur die maligne Transformation von Zellen [78].

Verminderte Apoptose ist auch bei der CLL Ursache flir die Akkumulation

des malignen B-Zellklons (siehe I.1). Verantwortlich daftir kann die
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Inaktivierung pro-apoptotischer Gene sein, die zu einer verminderten
Expression eines pro-apoptotischen Proteins (z.B. Bax) fuhrt. Eine weitere
Ursache kann die Uberexpression anti-apoptotischer Faktoren und damit
verbunden die erhéhte Prasenz anti-apoptotischer Proteine wie BCL-2 sein
[79]. Je nach auslésendem pro-apoptotischem Reiz kann die Apoptose
Uber verschiedene Signalwege aktiviert werden. Im Allgemeinen
unterscheidet man zwischen extrinsischem (z.B. TNF und CD95 getriggert)
und intrinsischem (z.B. p53 getriggert) Signalweg [80]. Der Extrinsische
oder Zytoplasmatische Signalweg wird Uber einen externen Stimulus
ausgeldst und Uber den Fas-Rezeptor (sogenannter Todesrezeptor)
getriggert (siehe Abb.I.2). Der intrinsische Signalweg wird auch als
mitochondrialer Signalweg bezeichnet. Schllsselregulatoren des
intrinsischen Signalwegs sind die Mitglieder der BCL-2 Proteinfamilie
(Tabelle 1.4). Die Uberexpression von BCL-2 wird in vielen malignen
Erkrankungen (darunter auch die Chronische Lymphatische Leukamie)
gefunden und spielt ebenfalls eine Rolle fur die Resistenz gegen Chemo-
und Strahlentherapie [81]. Anti-apoptotische BCL-2 Proteine verhindern
die Apoptose, indem sie die Freisetzung von Cytochrom-c blockieren. Pro-
apoptotische BCL-2 Proteine fungieren hingegen als Promotoren. Welcher
dieser Effekte greift, hangt im Wesentlichen von der Balance aus BCL-2
und Bax ab (Rheostat-Modell) [82].

Die BCL-2 Familie

Pro-apoptotische Mitglieder Anti-apoptotische Mitglieder
Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bcl-2, Bcl-X., Bcl-W, Bfl-1, Mcl-1
Nbk/Bik, Bim, Hrk

Tabelle 1.4: Die BCL-2 Familie (aus Packham G, Stevenson FK. Bodyguards and assasins: BCL-2 family

proteins and apoptosis control in chronic lymphocytic leukemia. Immunology. 2005, 114: 441-449)

Eine wichtige Rolle fir die Induktion der Apoptose spielen die Caspasen.
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Funktion der Caspasen in der Apoptose

Der Begriff ,Caspasen" steht fur ,Cystein-abhdngige-Aspartat-spaltende
Proteasen". Caspasen umfassen eine Familie intrazelluldrer Cystein-
Proteasen und sind von zentraler Bedeutung flr die Apoptose. Die humane
Caspasenfamilie beinhaltet elf Mitglieder, von denen aber nur sieben
(Caspase-2, -3, -6, -7, -8 ,-9 und -10) in die Apoptose involviert sind
[83]. Caspase-2, -8, -9 und -10 sind in der Initiationsphase der Apoptose
aktiv, Caspase-3, -6, und -7 sind Effektor-Caspasen [84]. Da Caspasen
proteolytische Wirkung haben, werden sie als inaktive Proenzyme
synthetisiert und mussen aktiviert werden. Diese erfolgt autokatalytisch
oder durch andere Proteasen [85]. Die Aktivierung der Caspasen bildet die
gemeinsame Endstrecke des extrinsischen und intrinsischen Signalwegs,
welche im Zelltod ihren Abschluss findet [86].
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Abbildung I.2: Induktion der Apoptose. Die Apoptose wird Uber zwei Signalwege vermittelt, extrinscher

und intrinsischer Signalweg. Der extrinsische Signalweg wird Uber den FAS-Todesrezeptor getriggert,
der intrinsische hauptsachlich tGber den Transkriptionsfaktor p53. Beide Signalwege laufen in einer
gemeinsamen Endstrecke zusammen, in die Caspasen involviert sind, die regulatorische Molekile und

Strukturmolekiile spalten, was zum programmierten Zelltod fuhrt. (Abbildung aus [87])
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Cathepsine in der Apoptose

Cathepsine gehoren wie die Caspasen zu den Cysteinproteasen und sind in
den Lysosomen der Zelle lokalisiert [88]. Die Cathepsin-Familie umfasst
zahlreiche Mitglieder wie Cathepsin-B, -D, -W, -L, -H, -F, -C, -O und -S.
Cathepsin-B und -D kommen am haufigsten in den Lysosomen vor und
werden deshalb hier besonders erwahnt. Beiden Cathepsinen werden
(unter anderem auf Grund ihrer Stabilitat bei zytoplamatischem pH-Wert)
Funktionen bei der Apoptose zugesprochen, so wird Cathepsin-B eine
Mediator-Funktion bei FAS-induzierter Apoptose, also im extrinsichen
Signalweg zugeschrieben [89]. Im Lysosom liegen Cathepsine in aktiver
Form vor, kénnen aber wahrend der Apoptose ins Zytosol gelangen.
Hierflir muss aber die lysosomale Membran permeabilisiert werden.
Verantwortlich daflr sind unter anderem wahrscheinlich Reaktive

Sauerstoffspezies (Reaktive Oxygen Species/ ROS) [90].

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Reaktive Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species/ROS, z.B. H,0,) sind
molekulare Sauerstoffderivate. Im Organismus entstehen sie zumeist bei
der oxidativen Phosphorylierung als Nebenprodukt der Atmungskette im
Mitochondrium. Bei Uberproduktion von ROS kommt es zum sogenannten
,oxidativen Stress" [91]. ROS kann die innere Mitochondrienmembran so
schadigen, dass durch den Eintritt von H,0 in den Zwischenmembranraum
die duBere Membran platzt: es kommt zur Apoptose [92]. Dass ROS auch
Lysosomen destabilisieren und damit Apoptose indizieren kénnen, wurde
von zwei Studien an Jurkat T-Zellen und Astrozytom D384 Zellen
nachgewiesen [93,94]. In einer Studie mit CLL-Zellen stellte sich heraus,
dass die Wirkung des Estradiol-Metaboliten 2-Methoxyestradiol durch die
Anwesenheit von ROS oder die Zugabe exogener, ROS-produzierender
Mittel deutlich verbessert wurde [95]. Ein positiver Beitrag von ROS zur
Wirkung von Adaphostin (unter anderem bei der CLL) wurde ebenfalls
nachgewiesen. Dabei zeigte sich, dass die Wirkung von Adaphostin durch
das Antioxidans (ROS-Fanger) N-Acetyl-Cystein (NAC, siehe I1.6.8)

signifikant blockiert wurde [96]. Diese Erkenntnis wurde kirzlich von

22



1.4

1.5

Shanafelt et al. ausschlieBlich an CLL-Zellen bestatigt [97]. Der
wahrscheinliche Mechanismus von Relavanz fir diese Arbeit ist allerdings
das Mitwirken von ROS an der Komplement-vermittelten Zytotoxizitat.
Dieses wird nach Peng et al. Giber den membranésen C5b-9 Komplex
aktiviert, der ROS aktiviert und damit die dem Komplement eigene
Wirkung der Lyse von Zellen auf den Weg bringt [98]. Reaktive
Sauerstoffspezies sind also zum einen wichtige Mediatoren der Apoptose
und uber ihr Mitwirken an der CDC madglicher Teil einer ATG Wirkung und

wurden daher in dieser Arbeit untersucht.

Fazit

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich in den letzten Jahren viel
auf dem Gebiet der Therapie der Chronischen Lymphatischen Leukamie
getan hat. Die Behandlung mit Purinanaloga wie Fludarabin, der Einsatz
monoklonaler Antikdrper (Alemtuzumab und Rituximab), fihren zwar zu
einer Verbesserung der Prognose dieser Patienten, aber nicht zur Heilung.
Einziger kurativer Ansatz in der CLL-Therapie ist die allogene
Stammzelltransplantation, allerdings ist diese noch nicht hinreichend auf
Indikation und Uberlebensraten hin untersucht worden. Daher ist die
Entdeckung und Erprobung neuer Substanzen flr die Therapie der CLL von

grundlegender Bedeutung.

Antithymozytenglobuline

Antithymozytenglobuline (ATG) sind polyklonale Immunglobuline, die aus
Kaninchen oder Pferden gewonnen werden. Bisher dienen sie als
Immunsuppressiva zur AbstoBungsprophylaxe bei soliden
Transplantationen, zur GvHD-Prophylaxe bei autologen Stammzell- und
Knochenmarktransplantationen, sowie zur Therapie der aplastischen
Anamie [99,100]. Die in dieser Arbeit verwendeten ATG waren
Thymoglobulin: (Genzyme, Cambrigde, Endland und Sangstad, Lyon,
Frankreich) und ATG-Fresenius® (Fresenius Biotch, Gréfeling). ATG-

Fresenius® (ATG-F) wird aus Immunseren von Kaninchen, die vorher mit
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Zellen einer menschlichen T-Lymphoblastischen Zelllinie immunisiert
wurden, gewonnen. Thymoglobulin® enthélt polyklonale Antikérper, die
durch Immunisierung von Kaninchen mit humanen Thymozyten gewonnen
werden [101,102]. ATG besitzen zytotoxische Aktivitat gegen T- und B-
Lymphozyten, sowie gegen Plasmazellen und dendritische Zellen [101-
104]. Beide ATG-Praparate induzieren in-vivo deutliche T-Zelldepletion
durch Komplement-vermittelte Zelllyse, Antikdrper-vermittelte
Zelltoxizitat, sowie Opsonierung mit nachfolgender Phagozytose durch
Makrophagen [103,104]. In der klinischen Praxis werden ATG unter
anderem fur die Konditionierung bei der allogenen SZT genutzt [105].
Auch in der intensitatsreduzierten Konditionierung (Reduced-Intensity
Conditioning, RIC) kommen ATG zum Einsatz. Bei RIC-Protokollen
profitiert man vom Spender-gegen-Leukdamie Effekt (Graft-versus
leukemia effect) der ATG und umgeht dabei die hohe, bei myoablativen
Therapieprotokollen assoziierte, Mortalitat [106]. ATG sind wichtige
Bestandteile von Reduced-Intensity Conditioning (RIC) -Protokollen: sie
zeigten im Rahmen des RIC eine Steigerung des Engraftments und eine
Reduktion der Spender-gegen-Wirt Reaktion (Graft-versus-host disease,
GvHD) [107-109].

Flr unterschiedliche ATG-Praparate wurde eine Apoptose-Induktion in
verschiedenen malignen B-Zelllinien (EBV-transformierte lymphoblastoide
Zellinien, Brukitt-Lymphom Zellen) nachgewiesen [110]. Zand et al.
zeigten 2005 eine ATG-induzierte Zytotoxizitat bei naiven und aktivierten
B-Zellen, sowie bei Plasmazellen. Sie fanden zudem heraus, dass ATG
aktiv an verschiedene B-Zell-Oberflachen-Antigene wie CD30, CD38, CD95
und CD80 bindet [111]. Ayuk et al. zeigten 2005, dass ATG-Fresenius®
auch in Myelom-Zelllinien und Patientenproben von Myelompatienten
Apoptose induziert. Dabei konnte ATG in den Patientenproben bei einer
Konzentration von 500ug/ml bis zu Gber 90% Komplement-abhangige
Zelllyse induzieren. Ohne Komplement konnten 60-80% Zelltod
nachgewiesen werden. Die Zugabe des Caspase-Inhibitors Z-VAD-fmk
zeigte, dass die ATG-induzierte Apoptose Caspase-abhangig ist [112].
Ahnliche Ergebnisse wurden kurz darauf von Thymoglobulin® berichtet
[102,113]. Timm et al. konnten dabei sowohl in-vitro an Myelom-Zellinien

und frisch isolierten Myelomzellen als auch in-vivo am Maus-Modell eine
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dosisabhangige Zytotoxizitat feststellen. Sie bestatigten am Beispiel der
Myelomzellen, dass Thyoglobulin® an verschiedenen Oberflachen-
Antigenen (CD20, CD138, CD38, CD45, CD126, CD49d) bindet [102].
Die zytotoxische Wirkung von ATG am Beispiel von CLL-Zellen ist

Hauptbestandteil dieser Arbeit.
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Fragestellung der Arbeit

Die Ziele dieser Arbeit definieren sich Uber die Entwicklung der Therapie
der Chronischen Lymphatischen Leukamie. Diese befindet sich derzeit in
einem regen Wandel. Die Entdeckung und Erprobung monoklonaler
Antikdrper und die damit erzielten guten Ergebnisse eréffnen eine neue
therapeutische Option flr die CLL. Polyklonale Antithymozytenglobuline
(ATG) sind auf diesem Gebiet bisher noch nicht auf ihre Wirkung hin
Uberprift worden. Ziele der Arbeit waren daher:

* die Zytotoxizitat zweier kommerziell erhaltlicher ATGs /ATG-
Fresenius® und Thymoglobulin®) auf CLL-Zellen zu iberpriifen

* Die Rolle von Komplement bei der Zytotoxizitat zu Gberpriifen

* zu untersuchen, ob ATG direkt die Apoptose von CLL-Zellen
induzieren kénnen.

* die Art der Apoptose-Induktion von ATG anhand der Blockierung
essentieller Apoptose-Faktoren wie Caspasen und Cathepsin-B und
-D nachzuvollziehen

* die Rolle des mitochondrialen Apoptosewegs und damit der
regulierenden Proteine BCL-2 und Bax bei der Apoptose-Induktion
von ATG zu ermitteln

* die Rolle Reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) zu evaluieren.

* Einen eventuellen Kombinationseffekt von ATG mit bereits in der
CLL-Therapie etablierten Substanzen wie Fludarabin zu ermitteln

* durch Absorption von ATG auf unterschiedliche Zellen den Grad der

spezifischen Wirkung von ATG auf CLL-Zellen herauszustellen.
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II. Material und Methoden

II.1 Material

Reagenzien und Chemikalien
Antitymozytenglobuline:
- Rabbit ATG-Fresenius® (Fresenius, Grafelfing, Deutschland)
- Thymoglobulin® (Genzyme, Cambridge, England)
(Sangstad, Lyon, Frankreich)
Monoklonale Antikdrper :
- Rituximab (MedacSchering GmbH, Berlin)
- Alemtuzumab (Mab-Campath, MedacSchering GmbH, Berlin)
- IgG mouse-Anti-Human CD 52, FITC (AbD Serotec, Oxford,
England)
- IgG mouse-Anti-Human-BCL-2 Antikérper (Dako, Glostrop,
Danemark)
- Monoclonal Mouse Anti-Human BCL-2, FITC (DakoCytomation,
Glostrop, Danemark)
- Mouse Anti-Human CD19 (Immunotech, Marseille, Frankreich)
- Goat-Anti-human IgG (Immunotech, Marseille, Frankreich)
Annexin V-FITC (BD Pharminogen, Darmstadt)
RosetteSep® T-Zell-Separations-Cocktail (StemCell Tecnologies, St.
Katahrinen)
7-Amino-actinomycin-D (7-AAD; BD Pharmingen, San Diego, USA)
Caspase-Inhitor Z-VAD-fmk (BD, Pharmingen, Darmstadt)
Cathepsin-Inhibitor CA074 (Calbiochem, Darmstadt)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma Aldrich, Irvine, UK)
3,3’-dihexyloxacarbocyanin-iodid (DIOC) (Molecular Probes, Eugene, OR,
USA)
Ficoll Seperating Solution (Biochrom AG, Berlin)
IntraStain Fixations-und Permeabilisations-Kit (Dako, Glostrup, Danemark)
Pepstatin A (Calbiochem, Darmstadt)
N-acetyl-Cystein (NAC) (Alexis Biochemicals, San Diego, USA)
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Fludarabinphosphat (2-Fluoroadenine-9-B-D-arabinofuranosid)
(Fludara®, Schering, Berlin) (SIGMA, St.Louis, USA)

Losungen, Puffer und Medien

RPMI 1640 Medium mit L-Glutamin (Gibco, Karlsruhe)

Serum freies Medium X-Vivo 10 (Bio-Whittaker, Walkersville, USA)
Natriumpyruvat-Lésung (Gibco, Karlsruhe)
Penicillin/Streptomycin-Lésung (Gibco, Karlsruhe)

Foetales Kalberserum (FCS) (Gibco, Karlsruhe)

DMSO (Dimethylsulfoxid) (Merck, Darmstadt)

DMF (Dimethylformamid) (Merck, Darmstadt)

Trypan Blau (Gibco, Karlsruhe)

Phospate-buffered saline solution (PBS) (Gibco, Karlsruhe)

Erylysepuffer
KHCO; 1,0g
NH,CL 8,39
EDTA 0,044

auf 11 Volumen mit Aqua dest. aufflllen, pH-Wert einstellen
Hamolyssepuffer

KHCO3 1,0g

NH4CL 8,39

Mg-Titriplex 0,0372g

auf 11 Volumen mit Aqua dest. auffillen, pH einstellen

Medien

Medium fir CLL-Zellen und Versuchsprotokolle! (M1)
RPMI 1640 mit L-Glutamin
+ 20% FCS
+ 1% Natriumpyruvat

+ 1% Penicillin/Streptomycin

Medium fiir JVM-2-Zellen und Versuchsprotokolle? (M2)
RPMI 1640 mit L-Glutamin

! Medium M1 wurde bei allen durchgefiihrten Versuchen mit CLL-Zellen verwendet
2 Medium M2 wurde bei allen durchgefiihrten Versuchen mit JVM-2-Zellen verwendet
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+ 10% FCS
+ 1% Natriumpyruvat

+ 1% Penicillin/Streptomycin

Medium fir NCI H929 und KMS_12-Zellen (M3)
RPMI 1640 mit L-Glutamin
+ 20% FCS
+ 1% Natriumpyruvat

+ 1% Penicillin/Streptomycin

Medium fir RPMI 8226-Zellen (M4)
RPMI 1640 mit L-Glutamin
+ 10% FCS
+ 1% Natriumpyruvat

+ 1% Penicillin/Streptomycin

Einfriermedium?
90% FCS + 10% DMSO

Zellen und Zelllinien

Die CLL-Zellproben (n=16) wurden aus Patientenvollblut gewonnen,
welches nach vorheriger Einwilligung der Patienten auf den Onkologischen
Stationen, sowie der Onkologischen Ambulanz in der II. Medizinischen
Klinik des Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf, entnommen wurde.
Es handelt sich dabei um Reste der Proben, die zur Blutbildbestimmung
verwendet wurden. Die Patientendaten wurden codiert und damit
anonymisiert. Sie sind weder direkt, noch indirekt identifizierbar. Es
handelt sich um Patienten, deren Erkrankung nach aktuellem
Kenntnisstand klinisch sicher diagnostiziert wurde. 11 Patienten befanden
sich im unbehandelten Stadium, 2 Patienten waren zuvor erfolglos mit
Fludarabin behandelt worden und 3 Patienten befanden sich im Rezidiv
nach autologer Stammzelltransplantation. Zum Zeitpunkt der

Probengewinnung war keiner der Patienten in Behandlung. Alle Proben

3 Das Einfriermedium wurde im Labor hergestellt und fiir als Medium fiir die Lagerung der Zellen bei -80°C
verwendet
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hatten einen Uberdurchschnittlich hohen B-Zell-Anteil. (Mittelwert: 91%,
Intervall: 76,2%-95,5%), Quantifizierung durch Farbung mit Mouse-Anti-
Human CD-19, FITC Antikérper). Die Vitalitatskontrolle wurde bei jedem

Versuch mittels DurchfluBzytometrie neu durchgefihrt und gesichert.

JVM-2 Zellen: Die B-CLL-Zelllinie JVM II stammt urspriinglich aus dem
peripheren Blut einer 63-]Jahrigen Frau mit einer B-Prolymphozyten-
Leukdmie (B-PLL). Die Zelllinie wurde durch eine EBV-Transformation
wahrend der Behandlung mit Phorbol-Ester etabliert. JVM-2 Zellen

exprimeren die m-RNA des Proto-Onkogens BCL-2*.

K-562 Zellen: Die Zellen aus der CML-Zelllinie wurde als Absorptionszellen
fur die Absorptionsprotokolle verwendet. Sie stammt von einer 53-
Jahrigen Frau mit einer chronischen myoloischen Leukamie in der

Blastenkrise im Jahre 1970. Sie expremieren das BCR-ABL Fusionsgen®.

Myelomzellen: Die Vortestungen und Vorversuche wurden mit folgenden,
zuvor in Medium M3 und M4 kultivierten und alle 2-3 Tage passagierten
Myelom-Zelllinien durchgefihrt:

- RPMI 8226

- KMS_12

- NCI H929

Plastikware
Zellkulturflaschen (250ml, 75cm?2) (Greiner bio-one, Frickenhausen)
ReaktionsgefaBe (SafeSeal, Sarstedt, Nimbrecht)

1ml

1,5ml
WeiBdeckel-GefaBe (30ml Container, Greiner bio-one, Frickenhausen)
Blue Cap PP-Test tubes 50 ml (Greiner bio-one, Frickenhausen)
FACS-R6hrchen (5ml Polystyrene Round Bottom Tube) (BD Falcon,
Bedford, USA)

96-Well-Platten (steril) (Greiner bio-one, Frickenhausen)

4 Quelle: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
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Pipettenspitzen:

0,5-10pl (Sarstedt, Nimbrecht)

2-200pl (Sarstedt, Nimbrecht)

100-1000ul (Greiner, Frickenhausen)
Einmalpipetten:

5ml, 10ml, 25ml, 10ml (,,Shorty") (BD Falcon, Bedford, USA)
Spritzen (Braun AG, Melsungen)

2ml, 5ml,10ml,20ml
Kanulen (Braun AG, Melsungen)

0,90x40mm

0,80x40mm

0,45x12mm
Einmalhandschuhe (Kimbery-Clark, Roswell, GA, USA)

Gerate
Die folgende Gerdte wurden eingesetzt*>:
Pipetten: (Eppendorf, Hamburg)
0,5-10pl
2-20ul
10-100pl
100-1000ul
Pipetboy acu (Integra Biosciences)
Brutschrank (37°C, 5%C0,/95% Luft, Heraeus, Osterrode)
FACScan (Becton Dickinson, Franklin Lanes, NJ, USA)
Computer (Macintosh, USA)
Drucker:
Farb-Tintendrucker (Hewlett-Packard, USA)
Farb-Laserdrucker (Tektronix, Kéln)
+4°C/-20°C-Kuhlgefrierkombination (Liebherr, Ochsenhausen)
-20°C-Gefrierschrank (Bauknecht,Stuttgart)
-80°C-Gefriertruhe (Kryotec, Hamburg)
Stickstofftanks (MVE, Cryosystem 4000, USA)
Zentrifuge (Sigma, 6K10)

5 teilweise wurden im Labor bereits vorhandene Geréte genutzt und mit anderen Mitarbeitern des Labors geteilt.
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I1.2

Megafuge 1.0R (Heraeus, Osterrode)
Microzentrifuge (Micon, Haeaeus, Osterrode)
Wasserbad (GFL, Burgwedel)
Thermocycler (Eppendorf, Hamburg)
Mikroskope:
Inversmikroskop (Hund, Wetzlar)
Durchlichtmikroskop (Leitz, Deutschland)
Neubauer-Zahlkammer improved

Vortexer (Janke & Kunkel, Staufen im Breisgau)

Isolierung von CLL-Zellen aus Vollblut mittels Ficoll-Trennung

Ficoll-Seperationslésung wurde von der Biochrom AG, Berlin bezogen und

bei Raumtemperatur lichtgeschtitzt gelagert.

Vorgehen:

Die Patientenproben wurden 1:2 mit PBS verdinnt. In einem weiteren
Zentrifugationsréhrchen (30ml) wurden 5-15ml Ficoll-Lésung (je nach
Blutvolumen) gegeben und mit bis zu 25ml verdinntem Blut langsam und
vorsichtig Uberschichtet, um eine Phasenvermischung zu vermeiden.
AnschlieBend wurde das verschlossene Réhrchen bei 1400 U/min fur 30
Minuten ohne Bremse zentrifugiert. Nach Zentrifugation bildete sich
zwischen Ficoll und Serum eine Interphase aus mononuklearen Zellen,
welche dann vorsichtig mit der Pipette abgezogen wurde. Die gewonnen
Zellen wurden dann zwei Mal mit 10-30ml PBS gewaschen und
anschlieBend nochmals bei 1400 U/min fir 7 Minuten zentrifugiert.

Nach AbgieBen des PBS-Uberstandes wurde das Zellpellet kurz mit dem
Vortexer aufgelockert und anschlieBend je nach Zellzahl in 10-15 ml
Einfriermedium (bestehend aus 90% FCS mit 10 % DMSO) aufgenommen
und zugig auf 10-15 Kryo-Réhrchen (Vol.: 30ml) aufgeteilt. Diese wurden
bei einer Temperatur von -80°C zunachst eingefroren und dann in

Stickstoff gelagert.
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I1.3

I1.4

Gewinnung von Komplement-haltigem Serum aus Vollblut mittels

Zentrifugation

Komplement-haltiges Serum wurde flr die Testung der ATG-Wirkung mit
Komplement bendtigt und wahrend der experimentellen Phase aus dem
Blut gesunder Spender mit deren Einverstandnis mehrfach hergestellt und
diente - bei —-80°C gelagert - als Quelle fir Komplement. Blutproben von
mindestens drei Spendern wurden bendtigt, um eine interindividuelle

Variabilitat zu minimieren.
Herstellung:

Venoses Blut von mindestens drei Spendern wurde per vendser Punktion
entnommen. Das Blut wurde anschlieBend fir 7 Minuten bei 1400 U/min
zentrifugiert. Das Uberstehende Serum wurde abgezogen und in 50ml
GefaBen (BD Falcon) gesammelt. Dabei war stets zu beachten, dass
Serum von verschiedenen Spendern in den Réhrchen gemischt wurde
(sog. ,pooling™). Das Serum wurde dann nochmals fur 7 Minuten bei 1400
U/min zentrifugiert, um Zellreste zu entfernen. Das Serum wurde dann zur
Lagerung in ReaktionsgefaBen (Volumen: 1ml) aliquotiert und
anschlieBend bei —80°C eingefroren und gelagert. Es wird im weiteren

Verlauf als ,aktives Serum" bezeichnet.

Gewinnung von T-Zellen aus peripherem Blut durch Isolierung mit

Antikorper-Cocktail und anschlieBender Dichtegradzentrifugation

Peripheres Blut wurde in Form sogenannter , Buffy-coats" (Lymphozyten-
und Thrombozytenkonzentrate) aus der Blutbank des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf bezogen. Sie stammten von

gesunden Spendern.

Vorgehen:

10 ml des Buffy-Coats werden in ein 50 ml Réhrchen gegeben.
AnschlieBend wurden 500pul (50ul/ml Blut) RosetteSep T-Zell-Antikérper-
Cocktail hinzugegeben und fir 20min bei Raumtemperatur inkubiert.
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I1.5

I1.6

AnschlieBend wurde 1:2 mit PBS verdinnt und es erfolgte eine Ficoll-
Trennung (siehe auch II1.2). Dabei wurden die 10ml BuffyCoat in einem
50ml Falcon-Réhrchen mit 10ml PBS verdinnt auf 15 ml Ficoll
aufgeschichtet. AnschlieBend wurde fiir 20 Minuten bei 2000 U/min ohne
Bremse zentrifugiert. Aus der Interphase zwischen Ficoll und Serum lieBen

sich dann die T-Zellen gewinnen.

Zellkultur

Die kultivierten Zelllinien wurden in sterilen Zellkulturflaschen (250ml, 75
cm?2) bei 37°C unter 5% CO, in einem Brutschrank in feuchter, mit

Wasserdampf gesattigter Atmosphare gehalten.

JVM-2 Zellen

Diese B-CLL-Zelllinie JVM-2 wurde in Medium M2 in einer Konzentration
von ca. 0,1-0,5 x 10° Zellen/ml in 250ml Zellkulturflaschen (75cm?2) im
Brutschrank bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Da die Zellen langsam

wachsen wurden sie alle 3 Tage im Verhaltnis 1:3 passagiert.

K-562 Zellen
Die CML-Zelllinie wurde in Medium M2 bei in einer Konzentration von etwa
0,5 x 10°/ml in sterilen Zellkulturflaschen (250ml, 75cm?2) kultiviert und

alle 2-3 Tage passagiert.

Durchfiihrungs-Protokolle

Zytotoxizitats-Assays: Inkubation von CLL-Zellen mit ATG,
Rituximab und Alemtuzumab (CLL+AK)

Fiar die Komplement-vermittelte Zelltoxizitat durch Antikérper
(nachfolgend bezeichnet als CDC = Complement-Dependent-Cytotoxicity)
wurden die CLL-Zellen in einer Konzentration von 1x10° /ml in 96-Loch-

Platten in Medium M1 (siehe I1.1.2) kultiviert. Bei einem Gesamtvolumen
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von 200ul pro Well wurden den im Medium enthaltenen 2x10° Zellen ATG-

Fresenius®, Thymoglobulin®, Alemtuzumab (MabCampath®) und Rituximab

in klinisch relevanten Konzentrationen (siehe Tabelle I1.1), sowie 25%

Komplement hinzugefligt.

ATG-F® Thymo- Alemtuzumab | Rituximab
globulin®
Konzen- 10 pg/ml 10 pg/ml 1 ug/mi 10ug/mi
tration 50 pg/ml 50 pg/mi 5 pg/ml 50 pg/ml
100 pg/ml 100 pg/mil 10 pg/ml 100 pg/ml
8 500 pg/ml 500 pg/ml 50 pg/mi 500 pg/ml
Tabelle I1.1

Nach Inkubation fur 20-24 h im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, wurden
die Zellen in jeweils 400ul Medium in FACS-R6hrchen (BD Falcon, New
Jersey, USA) resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit jeweils
4ul 7-AAD gefarbt, flir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um dann
schlieBlich durch DurchfluBzytometrie (FACS-Analyse) die Viabilitat

festzustellen.

Flr die Messung Komplement-unabhangiger Zytotoxizitat wurden die
Zellen in einer Konzentration von 1x10%/ml in 96-Loch-Platten in Medium
M1 angereichert und mit 20% FCS oder X-Vivo 10 Serum-freiem Medium
(Bio-Whittaker, Walkersville, USA) kultiviert. Bei einem Gesamtvolumen
von 200ul wurden die Zellen mit den in Tabelle II.1 aufgefihrten
Konzentrationen von ATG-Fresenius®, Thymoglobulin®, Alemtuzumab
(MabCampath®) und Rituximab ebenfalls fiir 20-24h bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Nach Ablauf von 20-24h wurden die Zellen in jedem Well mit
jeweils 4pl 7-AAD markiert, fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert,
und dann mit der FACS-Analyse quantifiziert.

In 12 Versuchen wurde Goat-Anti-human-IgG in einer Konzentration von
50ug/ml als quervernetzender Zweit-Antikdrper zu Alemtuzumab
(MabCampath) hinzugeflgt.
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Die Anzahl der Ansatze pro getesteter Probe belief sich bei diesem
Protokoll auf 18-24, je nach Anzahl der Negativkontrollen und

hinzugefligten Zweitantikdrper.

Markierung der CLL+AK-Zellen mit Annexin V-FITC und 7-AAD

Um den Zelltod durch Apoptose nachzuweisen wurden in 5 Experimenten
die mit ATG, Alemtuzumab und Rituximab inkubierten Zellen mit Annexin
V-FITC markiert und mit DurchfluBzytometrie die Anzahl der lebenden
Zellen bestimmt. Annexin V-FITC ist ein Phospholipid bindendes Protein,
welches eine besondere Affinitat zu Phospholipid-Phosphatidylserin (PS)
besitzt. PS ist ein Membranprotein, das schon frih beim apoptotischen
Niedergang der Zelle von der inneren an die auBere Membran verschoben

wird.

Vorgehen:

Die CLL+AK-Zellen wurden zwei Mal mit kaltem PBS gewaschen, dann bei
1400 U/min flar 7 Minuten zentrifugiert und anschlieBend in einer
Konzentration von 1 x 10%/ml resuspendiert. 100ul (1 x 10° Zellen) der
Lésung wurden in ein 5ml FACS-R6hrchen gegeben und 5ul Annexin V-
FITC und 4ul 7-AAD hinzugegeben. Nach kurzer Durchmischung mit dem
Vortexer wurden die Zellen fur 15 Minuten im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend per DurchfluBzytometrie

analysiert (siehe Tabelle I1.2)

Farbung Zellen
Annexin neg.,7-AAD neg. Vital
Annexin pos.,7-AAD neg. frihapoptotisch
Annexin pos.,7-AAD pos. Spatapoptotisch/nekrotisch
Tabelle II1.2
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Hemmung der Apoptose Z-VAD-fmk, CA-074 und Pepstatin A

Z-VAD-fmk

Zur Bestimmung der Rolle der Caspasen wurden die Zellen mit dem
Caspase-Inhibtor Z-VAD-fmk flir eine Stunde vor Zugabe der Antikérper
inkubiert. Z-VAD-fmk wurde in DMSO aufgelést, bei —20°C gelagert und
erst kurz vor der Inkubation aufgetaut. Die Inkubation erfolgte in einem
gesonderten WeiBdeckel-Réhrchen (BD, Falcon). Hierflir wurden einer
zuvor hergestellten Arbeitssuspension der CLL-Zellen (Konzentration der
Zellen: 1x10°/ml, Volumen der Suspension: 5ml —10ml je nach Anzahl der
Ansatze) nach vorheriger Durchmischung 1ml Volumen enthommen und
anschlieBend mit Z-VAD-fmk in einer Konzentration von 100mM inkubiert.
Nach einer Stunde wurden dem Ansatz in einer 96-Loch-Platte
(Gesamtvolumen pro Well: 200pl) Antikérper gemaB der in Tabelle I1.3

dargestellten Konzentrationen hinzugeflgt.

ATG-F Thymoglobulin® Alemtuzumab |Z_VAD

-fmk

Konzen- - 50 pg/ml - 100mM

tration - 100 pg/ml - 100mM

- - 10 pug/ml + 100mM

2.AK°®

100 pg/mil - - 100mM

Negativ- - - - 100mM
kontrolle
Tabelle II1.3

AnschlieBend wurden die Ansatze fir 20-24 h im Brutschrank bei 37°C und
5% CO, inkubiert und wie bereits in I1.6.1 beschrieben mit 7-AAD
markiert und der Anteil der vitalen Zellen per DurchfluBzytometrie
bestimmt. Insgesamt wurden sechs CLL-Zellproben mit Z-VAD-fmk

inkubiert.

6 Goat-Anti-human-IgG in einer Konzentration von 50ug/ml als quervernetzender Zweit-Antikérper
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CA-074

Ahnlich wie mit dem Caspase-Inhibitor Z-VAD-fmk beschrieben wurde
auch mit dem Cathepsin-B-Inhibitor CA-074 verfahren. Das CA-074
(Calbiochem, Darmstadt) wurde ebenfalls nach Auflésung in DMSO bei -
20°C gelagert und erst unmittelbar vor Verwendung aufgetaut. Wie bei Z-
VAD-fmk wurden die CLL Zellen (in einer Arbeitssuspension mit der
Konzentration 1x10%/ml) in einem gesonderten GefaB (WeiBdeckel-
Réhrchen, BD Falcon, NJ, USA) vor Zugabe der Antikdrper fur eine Stunde
mit CA-074 in der Konzentration von 100mM inkubiert. Die Ansatze und
die darin enthaltenen Konzentrationen stellten sich wie in Tabelle II.4

beschrieben zusammen.

Thymoglobulin® CA-074
Konzentration 50 pg/ml 100mM
100 pg/ml 100mM
Negativkontrolle - 100mM

Tabelle I1.4

AnschlieBend wurden die Ansatze fir 20 h im Brutschrank bei 37°C und
5% CO, inkubiert und wie bereits in I1.6.1 und II.6.2 beschrieben mit 7-
AAD markiert und der Anteil der lebenden Zellen per DurchfluBzytometrie
bestimmt.

Insgesamt wurden vier CLL-Zellproben mit dem Cathepsin-B-Inhibitor CA-
074 inkubiert.

Pepstatin-A

Ebenfalls nach dem beschriebenen Prinzip wurden die CLL-Zellen mit dem
Cathepsion-D-Inhibitor Pepstatin-A inkubiert. Das Pepstatin-A
(Calbiochem, Darmstadt) wurde wie CA-074 eine Stunde vor Zugabe des
Thymoglobulins den CLL-Zellen (in einer Arbeitssuspension mit der

Konzentration 1x10%/ml) in einem gesonderten Réhrchen zugefiigt. Die
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Konzentration von Pepstatin-A betrug ebenfalls 100uM. Die Ansatze

wurden wie in Tabelle I1.5 beschrieben zusammengestellt.

Thymoglobulin® Pepstatin-
A
Konzentration 50 pg/ml 100mM
100 pg/ml 100mM
Negativkontrolle - 100mM

Tabelle I1.5

Markierung von CLL+AK-Ansatzen mit DIOC (3,3'-
dihexyloxacarbocyanin-iodid) zur Uberpriifung des
mitochondiralen Apoptose-Signalwegs
3,3’-dihexyloxacarbocyanin-iodid (DIOC) ist ein zell-permeabler, grin
fluoreszierender, lipophiler Farbstoff, der selektiv fiir die Mitochondrien
von lebenden Zellen ist. Insgesamt wurden bei vier CLL-Proben Ansatze
mit DIOC markiert. Hierfiir wurden die zuvor mit ATG-Fresenius®,
Thymoglobulin®, Alemtuzumab und Rituximab fiir 20 Stunden im
Brutschrank inkubierten Ansatze nicht mit 7-AAD, sondern mit DIOC
(4ul/ml Zellsuspension) markiert. AnschlieBend wurde wie bei allen
anderen Ansatzen mit DurchfluBzytometrie der Anteil der lebenden Zellen

bestimmt.

Markierung von CLL+AK-Zellen mit Monoklonalen-Anti-Human-
BCL-2-Antikorpern (und Anti-Bax-Antikorpern) zur Messung der
Verschiebung von BCL-2 und Bax im Rahmen der Apoptose-
Induktion

Bei einer Induktion der Apoptose Uber den mitochondiralen Pathway kann
es zu Verschiebungen der Pro-und Anti-apoptotischen Mitglieder der BCL-2
Familie (siehe 1.2) kommen. Das BCL-2 Protein befindet sich in der
Mitochondrien-Membran und im Endoplasmatischen Retikulum der Zelle.
Im aktivierten Zustand spielt es eine wichtige Rolle bei der Inhibierung der

Apoptose. Der Monoklonale Maus-Anti-Human-BCL-2 Antikdrper bindet
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spezifisch an das BCL-2 Protein. Er lag als Fluorescein Isothiocyanat
Isomer-1(FITC)-konjugierte Lésung vor (1% Bovine Serum Albumin und
15mMol /I NaNs, pH:7,2) und wurde bei 4°C lichtgeschiitzt gelagert’.

Ein Kit zur Fixation und Permeabilisation der Firma DakoCytomation
(IntraStain) enthielt Reagenz A (Fixierung, mit Formaldehyd) und Reagenz

B (Permeabilisation) .

Vorgehen:

Zunachst wurden aus den zu messenden, zuvor flr 20h inkubierten
CLL+AK- Ansatzen (ATG, Alemtuzumab, Rituximab, siehe I1.6.1) je 50ul in
zwei verschiedene FACS-Réhrchen (1 und 2) gegeben. AnschlieBend wurde
zur Fixierung in jedes Réhrchen 100ul Reagenz A gegeben, jeweils mit
dem Vortexer durchgemischt und flir 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden 2ml PBS hinzugegeben, gut
gemischt und bei 1400 U/min flr 5 Minuten zentrifugiert. Dann wurde der
Uberstand so abgezogen, dass ca. 10ul Restvolumen im GefaB verblieben,
dem dann in beide GefaBe 100ul Reagenz B zugesetzt wurde. Zusatzlich
wurden in Reagenz 1 10pul des Anti-Human-BCL-2-Antikdrpers und in
Reagenz 2 10pul IgG mouse-Anti-Human FITC (DAKO, Glostrup, Danemark)
als Negativkontrolle, gegeben. Jedes GefaB wurde gut durchgemischt (um
zu gewahrleisten, dass sich die Zellen in Suspension befinden) und fir 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Wiederrum wurden 2 ml PBS
zugegeben und bei 1400 U/min flr 5 Minuten zentrifugiert und
anschlieBend der Uberstand bis zum Verbleib von 50l in jedem Réhrchen
abgegossen. Die Pellets wurden in PBS resuspendiert und per

DurchfluBzytometrie analysiert.

Ahnlich wurde auch bei mit dem monoklonalen Antikérper Human Bax
(Immunotech, Marseille, Frankreich) verfahren. Bax ist der intrazellulare
Gegenspieler von BCL-2. Das Protein ist ahnlich strukturiert wie BCL-2, es

entstehen BCL-2/Bax Homo- und Heterodimere. Die Apoptose hangt vom

7 aus dem Datenblatt zum Anti-Human BCL-2 Markierungs-Kit der Firma DakoCytomation, Glostrup, Ddnemark
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Gleichgewicht der beiden Proteine ab. Eine Uberexpression von Bax fiihrt

folglich zu vermehrtem Zelltod®.

Inkubation von CLL+AK-Zellen mit N-Acetyl-Cystein (NAC) zur
Bindung von Sauerstoffradikalen

N-acetyl-Cystein (NAC) ist die stabile Form der Aminosaure Cystein. In
seiner Eigenschaft als Radikalfanger und damit als Antioxidans wird NAC in
der Klinik als Mykolytikum eingesetzt. Zudem bewirkt es einen Anstieg des
Glutathion-Spiegels (Glutathion ist selbst ein kdrpereigenes Antioxidans)
und wird daher als Antidot bei Paracetamol-induziertem Leberversagen
verwendet. Die Fahigkeit von NAC, ATG-induzierte Zytotoxizitat zu
blockieren, wirde zeigen, dass diese Zelllyse von Sauerstoffradikalen
vermittelt wird.

NAC wurde in RPMI 1640-Medium (Gibco, Karlsruhe) aufgelést und zur pH-
Neutralisierung (pH-Zielwert: 7,4) mit NAOH titriert. Nach Verwendung
wurde die Lésung verworfen.

Eine Arbeitslésung der CLL-Zellen (in Medium M1) mit der Konzentration 1
x 10° /ml wurde hergestellt und dann abziiglich der NAC-Volumina in eine
96-Loch-Platte eingebracht. Das Gesamtvolumen (CLL-Zelllésung 1 x 10°
/ml + NAC-Arbeitslésung 1 Molar) pro Well betrug 200pul. AnschlieBend
wurde das NAC in den Konzentrationen 20mM, 40mM, 50mM, 60mM,
100mM (Tabelle I1.6) hinzugegeben und die Ansatze im Brutschrank bei
37°C und 5% CO, fur eine Stunde inkubiert. Nach 1 h wurde
Thymoglobulin® in den in Tabelle I1.6 dargestellten Konzentrationen
hinzugegeben.

Die Versuche wurden in einem Ansatz ohne Komplement und in einem
zweiten Ansatz mit Zugabe von Komplement durchgefthrt. Das
Komplement wurde dabei erst kurz vor der Verwendung aus -80°C

aufgetaut (siehe Tabelle I1.7)

8 aus dem Datenblatt zum Anti-Bax Markierungs-Kit der Firma Immunotech, Marseille, Frankreich
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Thymoglobulin® NAC
Konzentration 100 pg/ml 20/40/50/60/100mM
500 pg/ml 20/40/50/60/100mM
100pg/ml -
Negativkontrolle 500ug/ml -
- 20/40/50/60/100mM

Tabelle I1.6

Komplement |Thymoglobulin® NAC
Konzentration 25%° 100 pg/ml 20/40/50/60/100mM
25% 500 pg/ml | 20/40/50/60/100mM
Negativ- 25% 100ug/ml -
kontrolle 25% 500pg/ml -
25% - 20/40/50/60/100mM
Tabelle I1.7

AnschlieBend wurden die Ansatze fir 20-24 h im Brutschrank bei 37°C und
5% CO, inkubiert und wie bereits in I1.6.1 und II.6.2 beschrieben mit 7-
AAD markiert. Der Anteil der lebenden Zellen wurde per
DurchfluBzytometrie bestimmt. Auch bei diesen Ansatzen wurde wie in
I1.6.4 beschrieben zusatzlich mit DIOC und DHE markiert.

Inkubation von CLL-Zellen mit ATG und Fludarabin zur Evaluation
eines Kombinationseffekts beider Substanzen

Das Purinanalogon Fludarabin (Fludarabinphosphat) ist ein Zytostatikum
und ein Standardmedikament fUr die Behandlung der Chronischen
Lymphatischen Leukamie vom B-Zell-Typ bei Patienten mit ausreichender
Knochenmarkreserve. Die durchgefuihrten Ansatze mit Fludarabin dienten
der Messung eines Kombinationseffekts von ATG und Fludarabin bei CLL-
Zellen. Fludarabin wurde in Dimethylformamid (DMF) aufgeldst und in
einer Stammlésung (100mM) im Kihlschrank bei 2-8°C gelagert. Wie
zuvor beschrieben (II.6.1 - I1.6.6) wurde eine Arbeitskonzentration der
Testzellen (hier: CLL-Proben und JVM-2-Zellen) in der Konzentration 1 x

106 /ml hergestellt. In einer 96-Loch-Platte (Gesamtvolumen pro Well:

® Gesamtvolumen im Well: 200ul, daher betrug die Menge an Komplement bei einem Anteil von 25% 50ul.
(Standard bei allen Versuchen mit Komplement-Zugabe)
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200pu1) wurden Ansatze mit Fludarabin (50uM) hergestellt. AnschlieBend
wurden ATG-Fresenius® und Thymoglobulin® in einer Konzentration von
50ug/ml hinzugefligt. Die Ansatze wurden dann fir 20 h im Brutschrank
bei 37°C und 5% CO, inkubiert und (wie beschrieben in II.6.1-11.6.6) mit
7-AAD markiert und der Anteil der lebenden Zellen per

DurchfluBzytometrie bestimmt.

Absorptionsprotokolle

Fir die Absorption wurden neben den CLL-Proben auch T-Zellen als
Testzellen verwendet. Die Absorption erfolgte auf CLL-Zellen, T-Zellen und
auf Zellen der Zelllinie K562 (im folgenden als Absorptionszellen
bezeichnet). Pro durchgeflhrter Absorption und getestetem ATG wurden 1
x 107 Zellen benétigt. Bei vier durchgefiihrten Absorptionen betrug die
bereitzustellende Zellzahl der Absorptionszellen also 4 x 10’ Zellen. Die
Testzellen wurden in einer Arbeitssuspension mit der Konzentration 1 x
10° /ml bereitgestellt.

Vorgehen:

Pellets der Absorptionszellen (Zellzahl/Pellet: 1 x 107) wurden in 1ml
Medium (RPMI 1640) aufgeldst, welches Thymoglobulin® in einer
Konzentration von 400pg/ml enthielt. Diese Lésung wurde flr insgesamt
30 min bei 37 °C und 5% CO, inkubiert und dabei alle 5-10 Minuten durch
leichtes Schitteln die Zellen resuspenidert. Danach wurden die Zellen bei
1400 U/min fiir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand anschlieBend
vorsichtig abgenommen und wieder flr 5 Minuten bei 1400 U/min in einem
neuen GefaB zentrifugiert, um eine Kontamination durch Zellen zu
vermeiden. Nach diesem Muster wurden 4 Absorptionen durchgefihrt.
Nach jeder Absorption wurde die verbliebene zytotoxische Aktivitat von
Thymoglobulin® gemessen, indem 50ul des 2 Mal zentrifugierten
Uberstandes zu 100ul Testzell-Lésung (aus der o0.g. Arbeitssuspension)
und 50ul aktivem Serum (Komplement, 25%) gegeben wurden. Der
restliche Uberstand wurde dann fiir die ndchste Absorption auf ein neues
Pellet (Zellzahl 1 x 10”) gegeben.
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Insgesamt wurden 6 Experimente durchgefihrt, 3 Mal mit CLL-Zellproben
und 3 Mal mit primaren T-Zellen als Testzellen. Pro Experiment wurden 4
Absorptionen

mit jeder Absorptionszelllinie (CLL, T-Zellen und K-562-Zellen)
durchgefihrt. Um sicherzustellen, dass die Absorption der Antikdérper nicht
vom Plastik der GefaBe herrtuhrt, wurde zusatzlich eine Absorption ohne

Absorptionszellen durchgeflihrt.

I1.7 DurchfluBzytometrie (FACS-Analyse)

Die Zellviabilitat (Anteil der lebenden Zellen) wurde per
DurchfluBzytometrie bestimmt. (BD FACScan, Becton-Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA). Dafiir wurden die Ansatze mit den Testzellen nach 20h
Inkubationszeit mit 7-AAD oder DIOC-3(6) markiert, flir 5 Minuten bei
Dunkelheit inkubiert und anschlieBend Im FACScan analysiert. Mindestens
10.000 Ereignisse wurden gemessen und mit der ,Cellquest™-Software
(BD, Franklin Lakes, NJ, USA) analysiert.

II.8 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Zytotoxizitats-Assays mit einzelnen Wirkstoffen wie
ATG-Fresenius® oder Thymoglobulin® in der Einzelgabe wurden mit dem
wilcoxon rank-sum Test verglichen. Die Kombinationseffekte von
Thymoglobulin® und Fludarabin wurden mit der Calcusyn® - Software
analysiert. Sie verwendet den von Chou und Talalay beschriebenen
Median-Effekt-Methoden [118]. Hierbei deutet ein Kombinations-Index
(combination index — CI) von 1 einen additiven Effekt an, ein CI < 1
deutet auf einen synergistischen Effekt hin. Ein CI > 1 deutet demnach

einen antagonistischen Effekt der Medikamentenkombination an.
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II1. Ergebnisse

II1.1 ATG induziert Komplement-unabhidngige Zytotoxizitat in primaren
CLL-Zellen

Sowohl ATG-Fresenius® als auch Thymoglobulin® induzierten messbare,
komplement-unabhédngige Zytotoxizitat in primaren CLL-Zellproben (Grafik
II1.1, Grafiken III.4 - III1.6). Die zytotoxische Aktivitat war dosisabhangig
sowohl fiir ATG-Fresenius® (p<0.0003) als auch fiir Thymoglobulin®
(p<0.0003). In den flr diese Arbeit durchgeflihrten Versuchen konnte die
ATG-induzierte, komplement-unabhdngige Zytotoxizitat in CLL-Zellen
weder durch die Zugabe des Caspase-Inhibitors Z-VAD-fmk, noch von der
Zugabe des Cathepsin-B Inhibitors CA-074 und des Cathepsin-D Inhibitors
Pepstatin A, verhindert werden (Grafik III.2). Auch die Zugabe des
Radikalenfangers N-Acetyl-Cystein (NAC) konnte diese Wirkung nicht
vermindern (Kapitel II1.9, Grafik III.10). Die Markierung der CLL-Zellen
mit Annexin V-PE und 7-AAD vor der Durchfihrung der
Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) veranschaulichte den Eintritt des
Zelltods durch Apoptose (Grafik III1.3).
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ATG -Fresenius® und Thymoglobulif® induzierenKomplement-
unabhéngige Zytotoxizitat in primaren CLELZellen

O Zytotoxizitat

AT 10 Thymo10 ATG-F50 Thymo 50 ATG-F 100 Thymo 100 ATG-F 500 Thymo 500

Grafik III.1: Priméare CLL-Zellen aus peripherem Blut von Patienten (n=19) wurden in einer
Konzentration von 1x 10%/ml mit ATG-Fresenius® (10-500ug/ml) und Thymoglobulin® (10-500ug/ml)
mit 25% aktivem Serum inkubiert. Nach 20 Stunden Inkubationszeit wurde der Anteil der lebenden
Zellen durch Markierung mit 7-AAD per DurchfluBzytometrie ermittelt. Die Ergebnisse werden als

Mittelwerte und Standardabweichungen dargestellt

Wirkung des Caspase-Inhibitors Z-VAD-fmk aufATG-
induzierte Zytotoxizitadt

80

60 ~

B Thymo 50 (CLL) / 500
(KMS-12-BM)
B Thymo + ZVAD 100

30 A

10 ~

CLL KMS12-BM (myeloma)

Grafik III.2: ATG-induzierte komplement-unabhangige Zytotoxizitat ist Caspase-unabhangig in CLL-
Zellen. Maligne Zellen wurden vor Inkubation mit Thymoglobulin® mit dem Caspase Inhibitor ZVAD-
fmk (100uM, 1h Inkubation bei 37°C) versehen. Primadre CLL-Zellen aus peripherem Blut von Patienten
wurden dann in einer Konzentration von 1x 10%/ml mit Thymoglobulin® (100ug/ml) inkubiert. KMS-12-
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BM Myelom Zellen wurden zum Vergleich mit Thymoglobulin® (500ug/ml) inkubiert. Nach 20 Stunden
Inkubationszeit wurde die Anzahl der lebenden Zellen durch Markierung mit 7-AAD per
DurchfluBzytometrie ermittelt. Gezeigt werden die Mittelwerte aus 3 unabhangig voneinander

durchgefihrten Experimenten, die jeweils in doppelter Ausfiihrung durchgefiihrt wurden.

Fig 5a

4

L)
o

Grafik II1.3: ATG induzieren Apoptose in primaren CLL-Zellen. Primare CLL-Zellen aus peripher-
vendsem Blut von Patienten wurde in einer Konzentration von 1x 10%/ml mit ATG-Fresenius®
(100ug/ml) oder Thymoglobulin® (100ug/ml) inkubiert. Nach 20 Stunden Inkubationszeit wurde der
Anteil der lebenden Zellen durch Markierung mit Annexin-V-PE oder 7-AAD per DurchfluBzytometrie
ermittelt. Gezeigt werden representative Dot Plots aus 5 unabhdngig voneinander durchgefiihrten
Experimenten, wobei (a) eine Negativkontrolle darstellt (Zellen in Medium inkubiert) und (b) die Zellen
zeigt, welche mit Thymoglobulin® behandelt wurden. Nach 20 h Inkubation mit Thymoglobulin® war
ein GroBteil der Zellen Annexin-positiv und gleichzeitig 7-AAD negativ - eine Eigenschaft, die frih-

apoptotischen Zellen zugerechnet wird.

II1.2 Vergleich von ATG-Fresenius® und Thymoglobulin®

ATG-Fresenius® wird in der Klinik in etwa 2-10mal héheren Dosen
verabreicht als Thymoglobulin®. In Grafik III.4 ist zu sehen, dass bei
gleicher Konzentration der zytotoxische Effekt von Thymoglobulin® gegen
primére CLL-Zellen wesentlich héher ist als der Effekt von ATG-Fresenius®.
Dies gilt flr die Komplement-abhédngige und fur die Komplement-

unabhédngige Zytotoxizitat (Grafik III.6).

mit Komplement: p<0.005 bei 50ug/ml, p<0.03 bei 100ug/ml
ohne Komplement: p<0.0009 bei 50pug/ml, p<0.0007 bei 100ug/ml
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Dennoch ergab sich kein nennenswerter Unterschied zwischen ATG-
Fresenius® bei 100pug/ml verglichen mit Thymoglobulin® bei 50ug/ml mit
oder ohne Komplement (p<0,95 mit Komplement, p<0,065 ohne
Komplement).

Vergleichbare zytotoxische Effekte wurden in primaren T-Zellen von 3
gesunden Spendern beobachtet (Grafik III.5).

Komplement-abhadngige CLL-Toxizitat von ATG-Fresenius® und Thymoglobulin® im Vergleich

Kontrolle ATG 10 ATG 50 ATG 100 Thymo 10 Thymo 50 Thymo 100

Grafik III.4: Primare CLL-Zellen aus peripherem Blut von Patienten (n=19) wurden in einer
Konzentration von 1x 10%/ml mit ATG-Fresenius® (10-100ug/ml), Thymoglobulin® (10-100ug/ml)
inkubiert. Nach 20 Stunden Inkubationszeit wurde der Anteil der lebenden Zellen durch Markierung mit
7-AAD per DurchfluBzytometrie ermittelt. Die Ergebnisse werden als Mittelwerte und
Standardabweichungen dargestellt
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Komplementabhangige Zytotoxizitat von ATG
in primaren T-Zellen
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Grafik III.5: Komplement-abhdngige Zytotoxizitat von ATG in primaren T-Zellen. Primare T-Zellen
wurden aus peripher-vendsem Blut von 3 gesunden Spendern gewonnen. Hierflir wurde das
abgenommene Vollblut mit Rosettesep zur T-Zell-Seperation nach Anweisung des Herstellers inkubiert.
AnschlieBend wurde eine Ficoll Trennung durchgefiihrt. Die T-Zellen wurden dann in einer
Konzentration von 1x 10%/ml mit ATG-Fresenius® (50-100ug/ml) oder Thymoglobulin® (50-100ug/ml)
mit 25% aktivem Serum inkubiert. Nach 20 Stunden Inkubationszeit wurde der Anteil der lebenden
Zellen durch Markierung mit 7-AAD per DurchfluBzytometrie ermittelt. Die Ergebnisse werden als
Mttelwerte aus 3 unabhangigen Experimenten mit 3 T-Zell-Proben gezeigt. Sie wurden jeweils in
doppelter Ausfiihrung durchgefihrt.

Komplement-abhangige Wirkung von ATG auf primare CLL Proben

ATG-F 50 | ATG-F 100 | Thymo 50 | Thymo 100 Alem 5
CLLO1 (keine)* 27,88 62,75 64,36 81,82 47,28
CLLO2 (keine) 70,98 84,93 76,99 81,11 45,58
CLLO04 (keine) 55,68 71,79 74,72 80,45 53,97
CLLO5 (keine) 33,17 77,71 58,72 88,05 76,38
CLLO6 (Fludarabin) 18,75 62,18 54,69 82,16 36,42
CLLO7 (keine) 37,33 60,74 46,83 78,49 71,69
CLLO8 (auto-transplant) 16,55 50,23 65,97 87,05 59,53
CLLO09 (auto-transplant) 35,29 71,93 80,95 86,47 55,06
CLL10 (auto-transplant) 57,98 77,34 77,9 84,74 58,49
CLL12 (keine) 32,7 65,75 73,58 73,62 19,22
CLL13 (keine) 59,65 56,64 79,05 85,71 66,33
CLL15 (keine) 81,8 88,6 88,6 93,2 16
CLL17 (keine) 98,4 99,6 99,6 98,5 50,6
CLL18 (keine) 39,3 96,4 69 97,6 62
CLL19 (keine) 69,9 95 93 96,3 66,5
Komplement-unabhingige Wirlzfugng von ATG auf primare CLL Proben
ATG-F 50 | ATG-F 100 | Thymo 50 | Thymo 100 | Alem 5 + X-link
Cl1 N1 (kaina) 2 RR AR Q1R 2?2 1A 12




Tabelle III.1: ATG Fresenius und Thymoglogulin im Vergleich. Vorbehandlung in Klammer angegeben

II1.3 Vergleich der Komplement-abhdngigen und der Komplement-

unabhidngigen Wirkung von ATG-Fresenius® und Thymoglobulin®

Die Zugabe von Komplement erhdhte die Zytotoxizitat beider ATG in
verschiedenen Konzentrationen signifikant: ATG-Fresenius® 50ug/ml
(p<0.0002), ATG-Fresenius® 100ug/ml (p<0.0006), Thymoglobulin®
50ug/ml (p<0.0006), Thymoglobulin® 100pg/ml (p<0.0006) (Grafik III1.6).

CLL-Toxizitat von ATG-Fresenius und Thymoglobulin im Vergleich
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Grafik III.6: Primare CLL-Zellen aus peripherem Blut von Patienten (n=16) wurde in einer
Konzentration von 1x 10%/ml mit ATG-Fresenius® (10-500ug/ml), Thymoglobulin® (10-500ug/ml) mit
oder ohne 25% aktivem Serum inkubiert. Nach 20 Stunden Inkubationszeit wurde der Anteil der
lebenden Zellen durch Markierung mit 7-AAD per DurchfluBzytometrie ermittelt. Die Ergebnisse

werden als Mittelwerte und Standardabweichungen dargestellt
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II1.4 ATG und Alemtuzumab induzieren vergleichbare, Komplement-

abhadngige Zytoxizitat in primaren CLL-Zellen

Zunachst haben wir den Komplement-abhédngigen Anti-CLL Effekt von
ATG-Fresenius® und Thymoglobulin® mit dem der monoklonalen
Antikoérper Alemtuzumab und Rituximab verglichen, indem wir CLL-Zellen
mit verschiedenen Konzentrationen (siehe Tabelle II.1 und Tabelle III.1)
der Antikérper und fir 20 Stunden in Medium mit 25% aktivem Serum (als
Quelle von Komplement) inkubierten. Die verwendeten Konzentrationen
der Antikérper entsprechen in-vivo Erfahrungswerten aus der
Stammezelltransplantation oder der Therapie der Chronischen
Lymphatischen Leukamie. Die ATG-, sowie die Rituximab -
Konzentrationen sind dabei 10 bis 100-fach héher als die von
Alemtuzumab (Campath-1H). Wie in Grafik III.7 zu sehen, war die
zytotoxische Aktivitdt von ATG-Fresenius® und Thymoglobulin®
dosisabhangig und erreichte ein mindestens so hohes Niveau wie die
beobachtete Zytotoxizitat von Alemtuzumab bei vergleichbaren klinischen
Konzentrationen. Die gemessene Zytotoxizitdt von Thymoglobulin® bei
einer Konzentration von 50ug/ml und 100pg/ml war maBgeblich héher als
die von Alemtuzumab bei 5ug/ml und 10ug/ml (p<0,002). Kein
bedeutender Unterschied wurde zwischen der Zytotoxizitat von ATG-
Fresenius® verglichen mit Alemtuzumab in verschiedenen Konzentrationen

gemessen.

51



Komplement-abhangige Zytotoxizitat von ATG vs
Alemtuzumab in primaren CLL-Zellen
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Grafik III.7: Primadre CLL-Zellen aus peripherem Blut von Patienten (n=16) wurde in einer
Konzentration von 1x 10%/ml mit ATG-Fresenius® (10-100ug/ml), Thymoglobulin® (10-100ug/ml) oder
Alemtuzumab (1-10pg/ml) und 25% aktivem Serum inkubiert. Nach 20 Stunden Inkubationszeit wurde
die Anzahl der lebenden Zellen durch Markierung mit 7-AAD per DurchfluBzytometrie ermittelt. Die
Ergebnisse(nur 10, 50 und 100 pg/ml dargestellt) werden als Mittelwerte und Standardabweichungen
dargestellt

III.5 ATG induziert stirkere Komplement-unabhangige Zytoxizitat als

Alemtuzumab in primaren CLL-Zellen

In Abwesenheit von Komplement hatte Alemtuzumab praktisch keinen
zytotoxischen Effekt auf CLL-Zellen (Grafik III.8). Erst die Zugabe eines
quervernetzenden, 2. Antikdrpers flihrte zu messbarer Zytotoxizitat
(Grafik II1.9). Der Anti-CLL Effekt von ATG-Fresenius® bei einer
Konzentration von 10ug/ml und 100pg/ml war bedeutend hdher als der
Anti-CLL Effekt von Alemtuzumab bei 5ug/ml und 50ug/ml (p<0,004 und
0,0002 respektive). Der Effekt von Thymoglobulin® bei 50ug/ml und
100ug/ml war gleichermaBen wesentlich héher als der Effekt von
Alemtuzumab bei 5pg/ml und 10pg/ml) (p<0,00005 und 0,0003
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respektive). Die Zugabe eines quervernetzenden 2. Antikdrpers in der
Form eines Ziege Anti-Mensch IgG (Goat anti-human IgG) zu
Alemtuzumab flhrte zu einer Zytotoxizitat vergleichbar mit der von ATG-
Fresenius®, aber wesentlich niedriger als die bei Thymoglobulin®
beobachtete Zytotoxizitat (p<0,03 bei 50ug/ml vs. 5ug/ml und p<0,001
bei 100pg/ml vs. 10pg/ml). (Grafik II1.8 und Grafik II1.9)

Komplement-unabhangige Zytotoxizitat von ATG vs Alemtuzumab in
primaren CLL-Zellen
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Grafik II1.8: Priméare CLL-Zellen aus peripherem Blut von Patienten (n=16) wurde in einer

Konzentration von 1x 10%/ml mit ATG-Fresenius® (10-100upg/ml), Thymoglobulin® (10-100ug/ml) oder
Alemtuzumab (1-10pg/ml) inkubiert. Nach 20 Stunden Inkubationszeit wurde die Anzahl der lebenden
Zellen durch Markierung mit 7-AAD per DurchfluBzytometrie ermittelt. Die Ergebnisse (nur 50 und 100

pHg/ml dargestellt) werden als Mittelwerte und Standardabweichungen dargestellt
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Grafik II1.9: Primadre CLL-Zellen aus peripherem Blut von Patienten (n=16) wurde in einer
Konzentration von 1x 10%/ml mit ATG-Fresenius® (50 und 100ug/ml), Thymoglobulin® (50 und

100pg/ml) oder Alemtuzumab (5 und 10ug/ml) mit (n=6) oder ohne (n=16) quervernetzendem goat-
Anti-Human IgG Zweitantikoérper (2. AK) inkubiert. Nach 20 Stunden Inkubationszeit wurde die Anzahl
der lebenden Zellen durch Markierung mit 7-AAD per DurchfluBzytometrie ermittelt. Die Ergebnisse

werden als Mittelwerte und Standardabweichungen dargestellt.

II1.6 ATG induzieren starkere Komplement-abhdangige und Komplement-

unabhadngige Zytotoxizitat als Rituximab

Der Wirkungsunterschied zwischen ATG und Rituximab ist deutlich héher

als der zwischen ATG und Alemtutzumab. Rituximab konnte in-vitro keine

Signifikante Zytotixizitat bei CLL-Zellen zeigen. Dies galt fur alle

Konzentrationen von 10-500 pg/ml. (Daten werden nicht gezeigt).
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II1.7 Die Anti-CLL Zytotoxizitat von ATG ist starker als die bei

Myelomzellen beobachtete Zelltoxizitat.

Ayuk et al. berichteten bereits Uber die starke Zytotoxizitat von
Antithymozytenglobulinen (ATG) gegen Myelomzellen, die sie bei
Konzentrationen zwischen 100 und 1000pg/ml beobachtet hatten [112].
Einen Anti-CLL Effekt von ATG konnten wir sogar bereits bei niedrigeren
Dosen feststellen. Um diese Beobachtung zu verifizieren, verglichen wir
den Effekt von 100ug/ml ATG auf CLL-Zellen und Myelomzellen in
Anwesenheit von Komplement. Die hier vorliegenden Daten
demonstrieren, dass ATG eine hdhere Zytotoxizitat auf CLL Zellen im

Vergleich zu Myeolomzellen aufweist (Grafik II1.10).

Zytotoxischer Effekt von ATG ist starker bei CLL als bel
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Grafik II1.10 : Knochenmarkproben von Myelompatienten (n=6) und primare CLL-Proben (n=16)
wurden in einer Konzentration von 1x 10%/ml mit ATG-Fresenius® (100pg/ml) und 25 % fiir 20
Stunden inkubiert. Der Zelltod wurde nach Markierung mit 7-AAD (Myelomzellproben zuvor mit Anti-
CD138 markiert) mittels DurchfluBzytometrie festgestellt. Die Ergebnisse werden als Mittelwerte und

Standardabweichungen dargestellt.
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II1.8 Der synergistische Effekt von ATG in Kombination mit Fludarabin
bei CLL Zellen

Fludarabin ist einer der Eckpfeiler in der heutigen Behandlung der
Chronischen lymphatischen Leukamie. Deshalb war es wichtig, mdgliche
Interaktionen zwischen ATG und Fludarabin zu erforschen. Hierzu wurden
CLL-Proben von 5 Patienten in 4 unabhangigen Experimenten (jeweils
reproduziert) mit ATG-Fresenius® oder Thymoglobulin® allein (10, 50 oder
100ug/ml) oder in Kombination mit Fludarabin (10, 50 oder 100 uM)
inkubiert. Grafik III.11 zeigt, dass sowohl Thymoglobulin®, als auch ATG-
Fresenius® den Anti-CLL Effekt von Fludarabin verstarken. Die insgesamt
effektivste Wirkung konnte dabei von Thymoglobulin® 50 pg/ml in
Kombination mit Fludarabin 50 uM erzielt werden (Grafik III.11). Analysen
der Kombinationseffekte, die mit der Clcusyn® Software durchgefiihrt
wurden, zeigten synergistischen Kombinationseffekt mit einem
Kombinationsindex von 0,69, 0,25 und 0,29 bei ED50, ED75 und
respektive ED90.
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ATG verstarkt den Anti-CLL Effekt von Fludarabin
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Grafik III.11: Primare CLL-Zellen von peripherem Blut von 5 Patienten wurden in einer Konzentration
von 1x 10%/ml mit Fludarabin 50 uM und ATG-Fresenius® (50ug/ml) oder Thymoglobulin® (50ug/ml)
jeweils allein und in Kombination fiir 20 Stunden inkubiert. Der Zelltod wurde nach Markierung mit 7-
AAD mittels DurchfluBzytometrie festgestellt. Die Ergebnisse werden als Mittelwerte und
Standardabweichungen dargestellt

II1.9 Die ATG-induzierte, Komplement-abhdngige Zytotoxizitat wird von
Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) vermittelt.

Uber die von Alemtuzumab und Rituximab induzierte, ,nicht-klassische"
Apoptose oder ,para-Apoptose™ in CLL-Zellen, wurde bereits in einigen
Publikationen berichtet. In dieser Arbeit konnte die ATG-induzierte
Komplement-unabhéngige Zytotoxizitat weder durch den Caspase-
Inhibitor Z-VAD-fmk, den Cathepsin-B Inhibitor CA-074, den Cathepsin-D
Inhibitor Pepstatin-A, noch durch den (ROS-) Radikalfanger N-acetyl-
Cystein, blockiert werden.

Die oben genannten Caspase- und Cathepsin-Inhibitoren konnten die

Komplement-abhédngige Zytotoxizitat von ATG ebenfalls nicht hemmen.
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Anders zeigte sich N-acetyl-Cystein: die Komplement-abhdngige
Zytotoxizitat konnte durch die pre-Inkubation der CLL-Zellen durch N-
acetyl-Cystein vor der Behandlung mit ATG und Komplement, sehr stark
Inhibiert werden. (Grafik II1.12)

ATG-induzierte Zytotoxizitat ist ROS-vermittelt

100
90

70

OThymo 100

BThymo + NAC

Zytotoxizitat (%)
NN
o
1

20 -
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Grafik II1.12: Primare CLL-Zellen von peripherem Blut von insgesamt 3 Patienten wurden in einer
Konzentration von 1x 10%/ml mit ATG-Fresenius® (100ug/ml) oder Thymoglobulin® (100ug/ml) mit
oder ohne 25% aktivem Serum als Quelle fir Komplement fiir 20 Stunden inkubiert. Zum Abfangen
der ROS wurden die Zellen vor der Inkubation mit ATG-F oder Thymoglobulin® fiir 1 Stunde mit 40 uM
N-acetyl-Cystein inkubiert. Der Zelltod wurde nach Markierung mit 7-AAD mittels DurchfluBzytometrie
festgestellt. Die Ergebnisse werden als Mittelwerte und Standardabweichungen von insgesamt 6
unabhdngigen Experimenten aus 3 CLL-Proben dargestellt.
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II1.10 Die Rolle der Nicht-T-Zell-Antikorper beim Anti-CLL Effekt von
ATG

Sowohl ATG-Fresenius® als auch Thymoglobulin® enthalten
bekanntermaBen eine Vielfalt an Antikdrpern gegen T-Zellen, B-Zellen,
sowie dendritische Zellen und Plasmazellen. Wie spezifisch die Wirkung
von ATG gegen CLL-Zellen ist, haben wir durch Absorptionsversuche
untersucht. Interessanterweise hebt die Absorption von Thymoglobulin®
auf primare T-Zellen die Anti-CLL Aktivitat weniger stark auf als die
Absorption auf CLL-Zellen. Auf der anderen Seite wurde die Anti-T-Zellen
Aktivitat starker durch die Absorption auf T-Zellen aufgehoben als durch
die Absorption auf CLL-Zellen. Am deutlichsten wird dieser
Zusammenhang bei vergleich der residualen Zytotoxizitat nach 3
Absorptionen (Grafik III.13a und III.13b). Eine Negativkontrolle wurde
durch Absorption auf Plastik (also ohne Absorptionszellen) oder auf ATG
resistente K562 Zellen durchgefihrt. Sowohl Plastik als auch K562 Zellen
hoben weder die Anti-Zellen Aktivitat, noch die Anti-CLL Aktivitat von
Thymoglobulin® auf (Grafik III.13a und III.13b). Diese Daten weisen
darauf hin, dass der Anti-CLL Effekt von ATG teilweise auf Antikdrper
zuruckzufthren ist, die Antigene angreifen, welche auf CLL-Zellen
vorkommen, aber von primaren T-Zellen nicht oder nur in geringer Anzahl

exprimiert werden.
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Grafik III.13a und 13b: Thymoglobulin® wurde in einer Konzentration von 400 pg/ml auf Zellpellets
(Konzentration 2 x 107 /ml) mit CLL-Zellen, T-Zellen oder K562-Zellen absorbiert. Nach jeder Absorption
wurde die residuale zytotoxische Aktivitdt im Uberstand durch Inkubation fiir 20 h in Medium mit 25%
aktivem Serum und anschlieBender Markierung mit 7-AAD per DurchfluBzytometrie gemessen. Die
Absorptionen im ReaktionsgefaB ohne Zellpellets (Plastik) dienten als Negativkontrolle. Die Zytotoxizitat

vor der ersten Absorption ist als Richtwert mit 100 % zu verstehen.
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IV.

Iv.1

Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Zytotoxizitat von
Antithymozytenglobulinen (ATG) an Zellen der Chronischen Lymphatischen
Leukamie (CLL) untersucht. Hierbei konnte erstmals herausgestellt
werden, dass ATG einen zytotoxischen Effekt auf CLL-Zellen hat. Dieser
Effekt ist Komplement-unabhéngig, verstarkt sich aber in Anwesenheit von
Komplement deutlich. ATG mit seiner bekannten Anti-T-Zell-Aktivitat wird
derzeit als immunsuppressive Substanz in der Transplantation solider
Organe, sowie zur Prophylaxe der Spender-gegen-Wirt-Krankheit (Graft-
versus-Host-Disease, GVvHD) und der Aplastischen Anéamie verwendet
[99,100]. Bonnefoy-Berard et al. waren es, die 1994 herausfanden, dass
ATG neben ihrer Aktivitat gegen T-Zellen auch eine Anti-B-Zell-Aktivitat
besitzen [110]. Ayuk et al. zeigten in-vitro einen zytotoxischen Effekt von
ATG durch Induktion von Apoptose bei Myelomzellen auf [112]. Diese und
weitere Studien bildeten die Grundlage flr die Durchflihrung dieser Arbeit.

Therapieansatze fiir die CLL

Die Mehrzahl der CLL Patienten ist zum Zeitpunkt der Diaghose
symptomfrei, jedoch wird ein GroBteil spater aufgrund der
fortgeschrittenen Erkrankung eine Therapie bendtigen. Die konventionellen
Therapiemoéglichkeiten bei der CLL verfolgen zumeist eine palliative
Zielsetzung: Alkylantien wie Chlorambucil oder Cyclophosphamid werden
heute in Kombination mit Glukokortikoiden wie Prednisolon gegeben. Das
Purinanalogon Fludarabin brachte eine weitere Therapieoption mit
verbesserten Ansprechraten und Progressionsminderung bei gleich langem
Uberleben [32,33]. Es eréffnete gleichzeitig neue
Kombinationsmdglichkeiten mit anderen flr die CLL wirksamen
Substanzen. Standardintial Behandlung ist heutzutage die Kombination
aus Fludarabin, Cyclophosphamid und Rituximab. Einen kurativen

Therapieansatz bildet diese Kombinationstherapie jedoch nicht.
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Die allogene Stammzelltransplantation ist der bisher einzige kurative
Therapieansatz bei der CLL, allerdings vergesellschaftet mit einer hohen
Morbiditats- und Mortalitatsrate [59,62-67]. Daher kommt die allogene
Stammzelltransplantation als first-line Therapie nicht in Frage, sondern
wird meist bei jingeren Patienten durchgefuhrt, die auf eine Initialtherapie
mit Fludarabin nicht angesprochen oder ein Rezidiv erlitten haben. Ein
Hauptproblem der allogenen Stammzelltransplantation ist die hohe
Therapie-bedingte Sterblichkeit insbesondere durch Infektionen und
Spender-gegen-Wirt-Krankheit (Graft versus Host Disease, GvHD). Auch
nach der allogenen SZT kann es noch zum Rezidiv kommen. Bei der
Entwicklung neuer Ansatze ware es also wichtig, die Therapie-bedingte
Sterblichkeit zu Senken, z.B. durch Senkung der Inzidenz und Schwere der
GvHD. Gleichzeitig misste das Ansprechen auf die allogene SZT erhéht
und die Rezidivrate gesenkt werden. Dass dies mdglich ist, ist flr das
Multiple Myelom gezeigt worden [114]. Weitere Langzeitstudien werden
also weiterhin durchzufihren sein, um die genaue Wirkung und
Indikation, sowie die Effektivitat der allogenen Stammzelltransplantation

zu untersuchen [69].

Neue Therapieansatze flr die CLL sind also nach wie vor notwendig. Die
bisher hoffnungsvollsten Vertreter sind dabei die monoklonalen Antikdrper,
von denen sich die meisten noch in Phase-I bis Phase-II Studien befinden,
zwei jedoch bereits flr den klinischen Gebrauch zugelassen sind -
Alemtuzumab und Rituximab: sie haben die therapeutischen Mdéglichkeiten
noch einmal erweitert und spielen so derzeit eine Schllsselrolle in der

Behandlung der CLL Patienten.

Die monoklonalen Antikorper Rituximab und Alemtuzumab

Die monoklonalen Antikérper Rituximab und Alemtuzumab spielen zum
gegenwartigen Zeitpunkt eine SchllUsselrolle in der Behandlung der CLL
Patienten. Rituximab bindet das CD20 Antigen, welches auf der Oberflache
reifer B-Zellen und auf den meisten malignen B-Zell Lymphomen
exprimiert wird. Alemtuzumab bindet CD52, ein Antigen, welches auf T-,

B- und NK-Zellen exprimiert wird [115].
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Die Wirksamkeit von Rituximab bleibt bei der CLL maBig stark. Vor allem
bei der therapierefraktaren CLL konnte Rituximab als Monotherapeutikum
keinen Erfolg erzielen [48]. Das bestatigen die hier vorliegenden in-vitro
Ergebnisse. Eine Wirkung von Rituximab bei der CLL wurde in-vivo durch
einige Studien belegt [45-47]. Ursache daflir kdnnte die niedrige Dichte
der CD20 Antigene auf der Oberflache der CLL Zellen sein [116]. Die
Erniedrigung der Dichte zeigt sich zum einen im Vergleich zu anderen Non
Hodgkin Lymphomen, zum anderen im Vergleich zur Dichte des CD52
Antigens [50]. Eine weitere Erkléarung kénnte ein durch die Vorbehandlung
entstandener Mangel an Effektorzellen sein. Diese werden fir die
Antikdrper-vermittelte Zelltoxizitat (antibody-dependent-cytotoxicity,
ADCC) benétigt. In vorher unbehandelten Patienten zeigte Rituximab
folglich bessere Ansprechraten [48,49]. Eine von O’Brien et al. untersuchte
ca. 6-fache Steigerung der Dosis von Rituximab zeigte keine Erhéhung der
Ansprechraten [117]. Unsere Ergebnisse zeigen, dass Rituximab in-vitro
unabhangig von den verwendeten Konzetrationen nur geringe Zytotixizitat

bei CLL-Zellen zeigen konnte.

Alemtuzumab (Campath-1H) wurde in zahlreichen Studien vorwiegend in
der second-line Therapie untersucht [43]. Hier steht einer eigentlich guten
Wirkung die schwere immunsuppressive Nebenwirkung gegenilber: sie ist
der limitierende Faktor in der Therapie der CLL mit Alemtuzumab. In einer
randomisierten Studie von Wendtner et al. mit CLL Patienten im ersten
Remissionsstadium fUhrte die Behandlung (Konsolidierung) mit
Alemtuzumab zu einem signifikanten Anstieg von progressionsfreiem
Uberleben. Die Studie musste aber wegen der hohen Infektionsrate im
Alemtuzumab-Arm abgebrochen werden [118]. Eine ebenfalls hohe
Infektionsrate zeigte eine Studie von Keating et al. aus dem Jahre 2002.
Bei insgesamt 93 untersuchten Patienten wurde neben einer Infektionsrate
von insgesamt 55 % bei 7 Patienten (7,5 %) die Reaktivierung eines
Cytomegalovirus (CMV) beobachtet. 6 Patienten (6%) zeigten die
Reaktivierung eines Herpes-simplex-Virus (HSV). Insgesamt war bei 18 %
der Patienten eine Infektion die Todesursache [52]. Alemtuzumab ist also
ein effektiver Therapieanssatz fiir die CLL, aber verbunden mit

ausgepragten und haufig lethal endenden Infektionen.
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IV.2 Antithymozytenglobuline

ATG-Fresenius® besteht aus polyklonalen Immunglobulinen aus
Kaninchenserum, welches nach Immunisation mit der Jurkat-T-Zelllinie
gewonnen wird. Thymoglobulin® enthélt polyklonale Immunglobuline aus
Kaninchenserum, die durch Immunisierung mit humanen Thymozyten
gewonnen werden. Beide ATG enthalten aufgrund ihrer
Herstellungsmethode Antikérper, die eine groBe Auswahl an
Oberflachenantigenen erkennen kénnen. Diese Antigene werden auf T-
Zellen, B-Zellen, NK-Zellen, als auch auf dendritischen Zellen exprimiert.
Eine frihere Studie von Bonnefoy-Berard et al. hatte gezeigt, dass ATG
unterschiedlicher Herkunft die Proliferation von B-Zellen verschiedener B-
Zelllinien inhibiert [101]. Eine aktuellere Studie von Zand et al. zeigte
einen pro-apoptotischen Effekt von Thymoglobulin® in naiven B-Zellen,
aber auch in aktivierten B-Zellen und B-Gedachtniszellen in-vitro [111]. In
dieser Arbeit wird die Anti-CLL Wirkung von zwei zugelassenen ATG-
Sorten, ATG-Fresenius® und Thymoglobulin®, demonstriert. Des Weiteren
wurden die Mechanismen der Zytotoxizitat von ATG bei CLL Zellen genauer
betrachtet und die beiden ATG auf ihre Zytotoxizitat bei CLL Zellen mit

Rituximab und Alemtuzumab (Campath 1-H) verglichen.

Antithymozytenglobuline im Vergleich mit dem monoklonalen
Antikoérper Alemtuzumab

Zu den Ergebnissen dieser Arbeit gehdrt der Vergleich der Anti-CLL
Aktivitat zweier auf dem Markt erhaltlicher Antithymozytenglobuline -
ATG-Fresenius® und Thymoglobulin® - mit Alemtuzumab. Die
Konzentrationen der Antikdrper wurden auf die beobachteten in-vivo
Konzentrationen bei der CLL-Therapie und der allogenen
Stammzelltransplantation [119-121] abgestimmt. Dabei muss
bericksichtigt werden, dass die klinisch applizierten Dosen, sowie die
gemessenen Plasma-Konzentrationen von ATG-Fresenius® 2-10mal héher
sind als die von Thymoglobulin® [56].

Im Gegensatz zu Alemtuzumab zeigten beide ATG eine potente
Komplement-unabhéngige Zytotoxizitat gegen primare CLL-Zellen. Dieser
Effekt konnte weder durch den Caspase-Inhibitor Z-VAD-fmk, noch durch

65



den Cathepsin-B Inhibitor CA-074 und den Cathepsin-A Inhibitor Pepstatin
A blockiert werden. Eine solche Antikdrper-induzierte, nicht-klassische,
Caspase-unabhangige Apoptose wurde zuvor bereits an CLL-Zellen
beschrieben [56].

Eine durch Alemtuzumab induzierte, Komplement-unabhdngige
Zytotoxizitat wurde nur in Anwesenheit eines zweiten, quervernetzenden
Antikorpers beobachtet. Dieser Wirkungsmechanismus witrde in-vivo eine
untergeordnete Rolle spielen, da Patienten nur selten Anti-Globulin-
Antikorper als Reaktion auf eine Behandlung mit Alemtuzumab bilden
[122]. In Anwesenheit von Komplement war die gemessene Zytotoxizitat
von ATG-Fresenius® und Thymoglobulin® jedoch mindestens so hoch wie
die bei Alemtuzumab gemessene. Erwahnenswert ist auch die
Beobachtung, dass die Zytotoxizitat gegen primare CLL-Zellen wesentlich
geringere Konzentrationen beider getesteten ATG erforderte als die flr die
Eliminierung von Myelomzellen notwendig war [112]. Nicht zuletzt diese
Erkenntnisse zeigen, dass die Integration von ATG in
Behandlungskonzepte fir die Chronische Lymphatische Leukamie

vielversprechend sein kdnnte.

Antithymozytenglobuline im Vergleich mit dem monoklonalen
Antikoérper Rituximab

Der Vergleich von ATG-Fresenius® und Thymoglobulin® mit Rituximab fallt
deutlich aus: unabhangig von der Anwesenheit von Komplement ist die
Zytotoxizitat gegen primare CLL-Zellen der beiden ATG signifikant héher
als bei Rituximab. Unsere Ergebnisse zeigen zudem, dass Rituximab
konnte in-vitro unabhangig von den verwendeten Konzetrationen keine

signifikante Zytotixizitat bei CLL-Zellen zeigen konnte.

ATG-Fresenius® und Thymoglobulin® im Vergleich

Beide ATG zeigten eine signifikante zytotoxische Wirkung auf CLL-Zellen.
Die dafir benétigten Dosen waren deutlich niedriger als die von Ayuk et al.
fliir Myelomzellen gebrauchte Dosis. ATG-Fresenius® erreichte seine
hoéchste in dieser Arbeit gemessene Wirkung mit und ohne Komplement
bei einer Konzentration von 500ug/ml, Thymoglobulin® erreichte seine

maximale gemessene Wirkung mit Komplement bei 100ug/ml und ohne
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Komplement bei 500ug/ml. Bei vergleichbarer Konzentration ist der Anti-
CLL Effekt von Thymoglobulin® also héher ist als der bei ATG-Fresenius®
gemessene. Dies gilt sowohl flr die Komplement-abhéngige als auch flr
die Komplement-unabhédngige Zytotoxizitat. Fur die Hypothese einer
klinischen Verwendung von ATG bei der CLL wirde demnach
wahrscheinlich eine geringere Konzentration von Thymoglobulin® benétigt,

um einen relevanten zytotoxischen Effekt zu erzielen.

Der synergistische Effekt von ATG in Kombination mit Fludarabin
bei CLL Zellen

Purinanaloga wie Fludarabin spielen heute eine zentrale Rolle in der CLL
Therapie. Zusammen mit ATG fanden sie bei der CLL bisher nur in der
Konditionierung fur die allogene Stammzelltransplantation Verwendung
[123]. Die hier vorliegenden Daten zeigen, dass ATG den zytotoxischen
Effekt von Fludarabin bei der CLL in-vitro verstarken. Dabei zeigt sich ein
additiver Effekt in allen getesteten Proben. Der synergistische Effekt zeigte
sich sowohl bei ATG-Fresenius® als auch bei Thymoglobulin®. Eine
gemeinsame klinische Verwendung ware also denkbar und muss ebenfalls

in weiteren Studien gepruft werden.

Die Rolle spezifischer Antikorper fiir den Anti-CLL Effekt von ATG
Der Anti-CLL Effekt von ATG wird durch die darin enthaltenen Antikdrper
bedingt: sie greifen zum Teil Epitope an, die von CLL-Zellen und primaren
T-Zellen geteilt werden. Dennoch enthalten sowohl ATG Fresenius als auch
Thymoglobulin® aufgrund der Art ihrer Herstellung ebenfalls Antikérper
gegen Epitope, die nicht auf primaren T-Zellen exprimiert werden. Zu den
Zielantigenen, die von beiden ATG Praparaten gebunden werden, gehéren
beispielsweise B-Zell spezifische Antigene wie CD21 oder CR2
(complement receptor type 2), sowie Antigene wie HLA-DR, B32-
Mikroglobulin, CD18 und CD11a, die auf B- und T-Zellen exprimiert
werden [98]. Uber Thymoglobulin® wurde berichtet, dass es Antikérper
enthalt, die weitere B-Zell spezifischere Antigene binden, darunter CD19,
CD20, CD80 und CD40 [111]. Daher untersuchte diese Arbeit die Rolle der
Nicht-T-Zell Antikérper fir den zytotoxischen Effekt von ATG. Die

Absorption von Thymoglobulin® auf primére T-Zellen setzte die Anti-CLL
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Aktivitat von ATG weniger herab als die Absorption auf CLL-Zellen. Man
kdnnte argumentieren, dass dieses Ergebnis aufgrund der héheren
unspezifischen Bindung von ATG an CLL - als an T-Zellen entstand, jedoch
ist gleichzeitig die Anti-T-Zell Aktivitat starker durch die Absorption auf T-
Zellen herabgesetzt worden als durch die Absorption auf CLL-Zellen.

Die hier vorliegenden Daten zeigen folglich, dass ein Teil der Anti-CLL
Aktivitdt von Thymoglobulin® von Antikérpern vermittelt wird, welche
Antigene binden, die zwar auf CLL-Zellen, also auf B-Zellen, exprimiert
werden, jedoch nicht oder nur in sehr geringer Dichte auf primaren T-

Zellen.

Mechanismen der Zytotoxizitat von ATG

Durch die Fulle an potenziell durch ATG gebundenen Antigenen ist die
Méglichkeit der verwendeten Signalwege ebenso vielfaltig. Grafik 4.1
verdeutlicht diese komplexen Zusammenhange: ATG induziert Apoptose
Uber mindestens drei mégliche Wege, Caspase-abhangig, Cathepsin-B-
abhangig und Uber die Depolarisierung der Mitochondrien-Membran.
Weiterhin kommen als Wirkmechanismen eine Komplement-vermittelte
Zelllyse (CDC) und der Mechanismus der Antikdrper-vermittelten-
zelluldren Zytotoxizitat (ADCC) als Vermittlungswege in Frage. [121].
Gerade diese Vielfalt an Mdglichkeiten erschwert eine klare Aussage uber

den genauen Sighalweg bei einzelnen Erkrankungen wie der CLL.
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Grafik 4.1: mogliche Signalwege der ATG-induzuierten B-Zell Apoptose. [aus: Zand MS. B-cell activity
of polyclonal Antothymocyte glubulin. Transplantation. 2006, 82:1387-95]

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass ATG ihre Wirkung unter anderem Uber
die Induktion von Apoptose vermitteln. Zur Ermittlung des genauen
Signalweges wurden die CLL-Zellen vor der Inkubation mit ATG mit dem
Caspase-Inhibtor Z-VAD-fmk und den Cathepsin A-/und B-Inhibitoren
Pepstatin A und CA-074 behandelt. Sie alle konnten den Anti-CLL Effekt
von ATG nicht signifikant vermindern. Diese Erkenntnis spricht flr das
Vorliegen einer Antikérper-induzierten, Komplement-vermittelten, nicht-
klassischen, Caspase-unabhangigen Apoptose. Ein weiterer
Wirkmechanismus von ATG ist die Komplement-vermittelten Zytolyse
(Complement-dependent Cytotoxicity, CDCC), die den Effekt der Apoptose

verstarkt.
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Wirkung der ATG bei der CLL im Vergleich zur Wirkung beim
Multiplen Myelom

Ayuk et al. berichteten bereits 2005 Uber die Zytotoxizitat von
Antithymozytenglobulinen (ATG) gegen Myelomzellen, die sie bei
Konzentrationen zwischen 100 und 1000 ug/ml beobachtet hatten [112].
Ein Anti-CLL Effekt von ATG konnte hier bereits bei niedrigeren Dosen
(100 pg/ml) festgestellt werden. Ein Grund hierfiir kénnte sein, daB in ATG

mehr Antikdrper gegen B-Zellen als gegen Myelomzellen gerichtet sind.

Die Rolle der Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, welchen Signalweg
die Anti-CLL Wirkung von ATG nimmt. Von Zentraler Bedeutung war dabei
die Rolle der Reaktiven-Sauerstoffspezies (ROS). Es konnte gezeigt
werden, dass der Radikalfanger N-Acetyl-Cystein (NAC) die Anti-CLL
Wirkung signifikant vermindert, was die Schlussfolgerung nahe legt, dass
diese CLL- toxische Wirkung von ROS vermittelt wird. Die Rolle von ROS
bei der Wirkung anderer Substanzen wie Adaphostin war ja bereits
nachgewiesen worden [96]. Ausgehend von den durch Peng et al.
gesammelten Erkenntnissen Uber den membrandsen C5b-9 Komplex, der
ROS aktiviert und damit die dem Komplement eigene Wirkung der Lyse
von Zellen auf den Weg bringt [98], bestatigt diese Arbeit die
vorangegangene These der von ATG ausgehenden, Komplement-
vermittelten Zelllyse. ROS allein scheint also nicht verantwortlich fur die
Apoptose der CLL - Zellen zu sein, sondern vielmehr als Vermittler der
komplement-vermittelten Zytolyse (Complement-dependent Cytotoxicity,
CDC) Die genaue Rolle der ROS bleibt jedoch auch weiter unklar und

bedarf einer genaueren Untersuchung.
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IV.3 Ausblick auf eine mdogliche klinische Ahnwendung von

Antithymozytengloulin

ATG wird in der Klinik als ein enorm potentes immunmodulatorisches
Argens in der Transplantation solider Organe, sowie zur Prophylaxe der
Graft-versus-Host-Krankheit (GvHD) und der Aplastischen Anamie
verwendet [99,100].

Fallberichte von Patienten mit CLL und pure red cell anemia weisen auf
einen maoglichen klinischen Anti-CLL Effekt von ATG hin [124,125]. Ein
limitierender Faktor fir die Verwendung von ATG bei der Chronischen
Lymphatischen Leukamie ist sicherlich die starke Immunsuppression,
sowie eine hohe Infektionsrate mit teils betrachtlichen Folgen, die mit ihrer
Applikation assoziiert sein kdnnte. Einige in ATG enthaltene Antikdrper
binden Antigene, die auch auf nicht-lymphoiden Zellen wie Erythrozyten,
Thrombozyten, Neutrophilen und Endothelzellen vorkommen und damit bei
hoher Dosierung schwere Nebenwirkungen verursachen kdénnen [126].
Eine weitere Schwierigkeit bei der Verwendung von ATG in der Standard-
Behandlung fiur die CLL ware die Entwicklung von Antiglobulinen (Anti-
rabbit) Antikérpern. Sie wirden die wiederholte Gabe von ATG erheblich
erschweren. Im Kontext der autologen oder allogenen
Stammezelltransplantation kénnte ATG jedoch schon bald in die
Konditionierungsschemata zur Verbesserung des Effekts der
Chemotherapie eingebracht werden. In einer aktuellen Studie von Lowsky
et al. aus dem Jahre 2005 zur Allogenen Stammzelltransplantation mit
Reduced intensity conditioning (RIC) und einer Total-Lymphatischen
Bestrahlung (total- lymphoid radiation - TLI) mit 800cGy und
Thymoglobulin® (Dosis: 5 x 1,5mg/mg KG) zeigte sich bei 7 der 16
Patienten mit malignen lymphatischen Erkrankungen ein Tumorrickgang
auBerhalb des TLI-Feldes. Die Autoren schrieben diesen Effekt einem
Graft-versus-lymphoma Effekt zu, obgleich die Inzidenz von Graft-versus-
Host-Disease (GvHD) bei diesen Patienten bemerkenswert niedrig blieb
[127]. In diesem Kontext drangt sich aber der Hinweis auf, dass der
Tumorriickgang auch durch einen direkten Effekt von Thymoglobulin® auf
die Lymphom-Zellen bedingt sein kénnte. Dies ist ein weiterer Hinweis auf

den zytotoxischen Effekt von ATG auf Lymphom-Zellen (also auch auf CLL-
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Zellen). Dieser Effekt wird bei der Planung von Konditionierungsregimen
bei der Stammzelltransplantation in Betracht zu ziehen sein.

All diese Fragen werden in weiteren klinischen Studien speziell fir die CLL
zu prifen sein. Diese Arbeit legt im Bezug auf die CLL einen Grundstein,
indem sie die in-vitro Zytotoxizitat von ATG aufzeigt und darliber hinaus

einen wichtigen Hinweis auf die Wirkmechanismen gibt.
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V. Zusammenfassung

Die Chronische Lymphatische Leukdamie (CLL) ist eine nach wie vor
unheilbare Erkrankung. Ein bisheriger Eckpfeiler der Therapie ist das
Purinanalogon Fludarabin. Neuere fir die CLL zugelassene und verwendete
monoklonale Antikérper sind Rituximab und Alemtuzumab (Campath-1H).
Der einzige bisher bekannte potentielle kurative Ansatz ist die allogene
Stammezelltransplantation, allerdings vergesellschaftet mit hohen
Morbiditats — und Mortalitatsraten. Antithymozytenglobuline (ATG)
werden als Immunsuppressiva zur AbstoBungsprophylaxe bei soliden
Transplantationen, zur GvHD-Prophylaxe bei autologen Stammzell- und
Knochenmarktransplantationen, sowie zur Therapie der aplastischen
Anamie verwendet. Bei der GvHD-Prophylaxe mit ATG als Teil eines
Reduced intensity conditioning (RIC) mit einer Total-Lymphatischen
Bestrahlung (total- lymphoid radiation — TLI) zeigte sich bei Patienten mit
malignen lymphatischen Erkrankungen ein Tumorriickgang auBerhalb des
TLI-Feldes, welcher auf einen alleinigen Anti-Lymphom Effekt von ATG
schlieBen lasst. Ein zytotoxischer Effekt von ATG gegen Zellen des
multiplen Myeloms wurde bereits nachgewiesen.

Die vorliegende Arbeit zeigt nun die in-vitro Zytotoxizitat zweier
kommerziell erhéltlicher ATG - ATG-Fresenius® und Thymoglobulin® -
gegen CLL-Zellen. Beide ATG-Praparate induzierten deutlich Komplement-
unabhédngige, dosis-abhangige Zytotoxizitat in allen gemessenen Proben.
Die Anwesenheit von Komplement konnte diesen Effekt nochmals deutlich
verstarken.

Im Vergleich konnte Alemtuzumab keine signifikante Komplement-
unabhéngige Zytotoxizitat zeigen. Die Komplement-abhdngige
Zytotoxizitat beider ATG ist bei klinisch relevanten Dosen immer
mindestens so hoch wie bei Alemtuzumab. Rituximab konnte im Vergleich
gar keine nennenswerte Zytotoxizitat erzielen. Beide ATG konnten die
Wirkung von Fludarabin in-vitro im Sinne eines Synergismus verstarken.
Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war, einen Hinweis auf die intrazellulare
Vermittlung der Apoptose durch ATG zu geben. ATG-induzuierte
Zytotoxizitat konnte weder durch den Caspase-Inhibitor Z-VAD-fmk, noch
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durch die Cathepsin-Inhibitoren CA-074 und Papstatin-A gehemmt
werden, jedoch durch den Radikalfanger N-acetyl-Cystein. Folglich wird
ATG-induzierte Zytotoxizitat durch Reaktive-Sauerstoffspezies (ROS)
vermutlich als Teil einer Komplement-vermittelten Zytolyse (Complement-
dependent Cytotoxicity, CDC) vermittelt. Die Absorption von ATG auf
primare T-Zellen zeigte, dass der Anti-CLL Effekt von ATG offenbar auf
Antikorper zurlckzufihren ist, die Antigene binden, welche nicht auf
primaren T-Zellen exprimiert werden. Dies lasst auf eine B-Zell-spezifische
Wirkung von ATG schlieBen.

Antithymozytenglobuline sind also ein effektiver Wirkstoff gegen die CLL
in-vitro. Die vorliegenden Ergebnisse erfordern nachfolgend eine
weitergehende klinische Untersuchung zur Bestatigung dieses Effekts in-
vivo. ATG kdnnte dann in Zukunft eine wichtige Substanz zur Behandlung
der Chronischen Lymphatischen Leukamie und anderer B-Zell Lymphome

werden.
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