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Zusammenfassung

Das haufig auftretende diffus groRzellige B-Zell-Lymphom (DLBCL) wird als Standardtherapie
mit einer Kombination aus Chemotherapie und dem zusatzlichen Einsatz des therapeutischen
anti-CD20 Antikérpers Rituximab behandelt. Trotzdem kommt es bei ca. 30-50 % der
Patienten zur Bildung eines Rezidivs oder die Patienten werden refraktar. Daher stellt eine
bessere prognostische Beurteilung der Patienten einen wichtigen Schritt in der Entwicklung
einer individualisierten Therapie bei Non-Hodgkin-Lymphomen dar.

Innerhalb dieser Arbeit wurden jeweils 27 ml EDTA-BIlut (3 x 9 ml) von insgesamt 33 DLBCL
Patienten zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Diagnosestellung, Verlauf der Therapie und
Nachsorge) analysiert, um einen Uberblick (iber quantitative und qualitative Veranderungen
der im Blut zirkulierenden Immunzellen zu erhalten. Als Referenzpunkt diente das Blut, das
zum Zeitpunkt der ,Diagnosestellung abgenommen wurde, das zudem mit Blut
immunologisch gesunder Spender verglichen wurde. Im weiteren Therapieverlauf, wenn
klinisch mdglich, wurde das Blut jedes Patienten jeweils vor Rituximab-Gabe zu allen
6-8 Zyklen R-CHOP untersucht. Nach Therapie folgte eine Blutabnahme alle drei Monate zum
Nachsorgetermin, sodass der erste in diese Studie eingegangene Patient bereits liber einen
Zeitraum von drei Jahren untersucht wurde. Aus allen Blutproben wurden PBMC (periphere
mononukleare Zellen) aufgereinigt und durchflusszytometrisch untersucht. Folgende
Subpopulationen wurden durch die Verwendung unterschiedlicher Antikérper und einer
entsprechenden Gatingstrategie identifiziert: Leukozyten (Singlets, CD45%), Granulozyten
(FSC-A/SSC-A), Lymphozyten (CD45°/CD14°) und Monozyten (CD45*/CD14*). Die
Lymphozytenpopulation wurde dann weiter unterteilt in T-Zellen (CD3*, mdgliche Auftrennung
in CD4*/CD8*), B-Zellen (CD19*) und NK Zellen (CD56*, CD3", CD19"). Da die Bindung des
CD20 Antikérpers Rituximab Uber den Fcy-Rezeptor CD16 vermittelt wird, wurden die
NK Zellen, T-Zellen und Monozyten zusatzlich hinsichtlich ihnrer CD16 Expression analysiert.
Zudem wird die CD56 Expression in T-Zellen und Monozyten mit Tumorerkrankungen
assoziiert, sodass diese Zellpopulationen auch auf ihre CD56-Expression hin untersucht
wurden. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ergaben sich fir den prozentualen Anteil der NK
und B-Zellen (gemessen an den CD45" Leukozyten) keine Unterschiede im Vergleich zu
gesunden Spendern. Der Anteil an Granulozyten und T-Zellen war Uberraschenderweise
verringert und der Anteil an Monozyten erhdht. Hier war insbesondere auch der Anteil der
CD16* Monozyten im Vergleich zu gesunden Spendern erhéht und korrelierte negativ mit der
Prognose der Patienten. Zudem zeigte sich ein zusatzlicher Anstieg der CD16* Monozyten
Uber den Therapieverlauf. Funktional wurde in dieser Studie das Tétungsverhalten von NK und
T-Zellen im Populationskillingassay untersucht. Als Zielzelllinien wurden MHC |-defiziente
K562-Zellen (natlrliche Zytotoxizitat) und die CD20* DLBCL-Zelllinie U-2932 verwendet. Das
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Killing der U-2932 wurde Uber Rituximab vermittelt, wobei der Fc-Teil an CD16* NK bzw.
T-Zellen bindet, um eine Antikérper-abhangige zellvermittelte Zytotoxizitdt (ADCC) zu
induzieren. Hierbei zeigte sich keine veranderte Zytotoxizitat der NK Zellen sowohl im
Therapieverlauf als auch im Vergleich zu gesunden Kontrollspendern. Das T-Zellkilling war
hingegen sowohl Rituximab-spezifisch gegen U-2932 als auch gegen K562-Zellen zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoéht. Die fur
diese Zytotoxizitat verantwortlichen Zellen sind wahrscheinlich unkonventionelle T-Zellen, wie
NKT-Zellen oder yd T-Zellen. Diese Zellen lysieren ihre Zielzelllinien Antigen-unspezifisch und
werden mit wichtigen Funktionen bei der Tumorimmunitat in Zusammenhang gebracht. Die
genaue Bestimmung der verantwortlichen Zellen ging tGber den Rahmen dieser Studie hinaus,
wird aber innerhalb unserer Arbeitsgruppe weiter untersucht, da das Vorhandensein der Zellen
im Blut bei DLBCL Patienten ein wichtiger immunologischer Parameter sein kénnte.

Mit dieser Studie wurde die Aufreinigung, die durchflusszytometrische und funktionelle
Analyse von Blutproben von DLBCL Patienten in unserem Labor grundlegend etabliert. Daraus
haben sich Folgearbeiten, wie die genetische Untersuchung unterschiedlicher
Polymorphismen, Zytokin- und Vitamin D-Spiegel Analysen im Plasma und die Bestimmung
weiterer Oberflachenrezeptoren, z.B. mittels CyTOF, ergeben. Damit erhoffen wir uns weitere
immunologisch relevante Unterschiede zu finden bzw. die in dieser Studie bereits gefundenen
Unterschiede genauer zu charakterisieren, um eine diagnostische oder prognostische

Relevanz bestimmen zu kdnnen.
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Summary

The standard therapy for the common diffuse large B-cell ymphoma (DLBCL) is a combination
of chemotherapy (CHOP) with the additional use of the therapeutic anti-CD20 antibody
Rituximab. Nevertheless, approximately 30-50 % of patients develop a relapse or become
refractory. Therefore, a better prognostic assessment of patients represents an important step
in the development of individualized therapy for non-Hodgkin lymphoma.

Within this work, 27 ml EDTA blood (3 x 9 ml) each from a total of 33 DLBCL patients were
analysed at different time points (diagnosis, course of therapy and follow-up) to obtain an
overview of quantitative and qualitative changes of the immune cells circulating in the blood.
The blood samples taken at the time of "diagnosis" served as the reference point and was
compared with blood samples from healthy controls. In the further course, when clinically
possible, the blood of each patient was analysed every 6-8 cycles of R-CHOP before rituximab
administration. After therapy, blood sampling followed every three months at the follow-up
appointment, so that the first patient included in this study had already been examined over a
period of three years. PBMC (peripheral blood mononuclear cells) were purified from all blood
samples and analysed by flow cytometry. The following subpopulations were identified by
using different antibodies and an appropriate gating strategy: leukocytes (singlets, CD45"),
granulocytes (FSC A/SSC-A), lymphocytes (CD45*/CD14°) and monocytes (CD45/CD14*).
The lymphocyte population was then further subdivided into T cells (CD3*, possible separation
into CD4*/CD8"), B cells (CD19%) and NK cells (CD56*, CD3-, CD19). Since the binding of the
CD20 antibody rituximab is mediated by the Fcy receptor CD16, the NK cells, T cells and
monocytes were additionally analysed for their CD16 expression. In addition, CD56 expression
in T cells and monocytes is associated with tumour disease, consequently these cell
populations were also analysed for CD56 expression. At the time of diagnosis, there were no
differences in the percentage of NK and B cells (measured by CD45"* leukocytes) compared
with healthy donors. Surprisingly, the percentage of granulocytes and T cells was decreased
and the percentage of monocytes was increased. In particular, the proportion of
CD16" monocytes was also increased compared to healthy controls and correlated negatively
with the prognosis of the patients. Furthermore, an additional increase of CD16* monocytes
was shown over the course of therapy. Functionally, this study investigated the killing
behaviour of NK and T cells in the population killing assay. MHC I-deficient K562 cells
(natural cytotoxicity) and the CD20* DLBCL cell line U-2932 were used as target cell lines.
Killing of U-2932 was mediated via rituximab, with the Fc portion binding to CD16" NK or T cells
to induce antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC). Here, there was no altered
cytotoxicity of NK cells both during the course of therapy and compared to healthy controls. In
contrast, T cell killing was significantly increased, both rituximab-specific against U-2932 and

against K562 cells at the time of diagnosis compared to the control group. These cells lyse
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their target cell lines in an antigen-unspecific manner and are associated with important
functions in tumour immunity. The exact determination of the responsible cells was outside the
frame of this study, but will be further investigated within our group, as the presence of these
cells in the blood might be an important immunological parameter in DLBCL patients.

This study fundamentally established the purification, flow cytometric and functional analysis
of blood samples from DLBCL patients in our laboratory. This has resulted in follow-up work,
such as the genetic investigation of different polymorphisms, cytokine and vitamin D level
analyses in plasma, and the determination of additional surface receptors, e.g., by CyTOF.
Thus, we hope to find further immunologically relevant differences or rather to characterize the
differences already found in this study more precisely in order to be able to determine a

diagnostic or prognostic relevance.
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1. Einleitung

Das menschliche Immunsystem ist ein komplexes Netzwerk bestehend aus Zellen, Geweben
und Organen, deren Zusammenwirken die Erkennung und Eliminierung von Pathogenen wie
Viren, Bakterien und Parasiten aber auch von korpereigenen entarteten Zellen ermdglicht.
Zum angeborenen Immunsystem gehdren die Zellen der myeloischen Reihe wie Monozyten,
Makrophagen, Granulozyten und dendritische Zellen, aber auch natirliche Killerzellen
(NK Zellen) als Vertreter der Lymphozyten. Granulozyten kénnen je nach Morphologie und
Farbeverhalten in neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten unterteilt werden.
Dabei sind die neutrophilen Granulozyten mit ca. 70 % die haufigsten Leukozyten im
peripheren Blut [Blanco-camarillo 2021]. Der Anteil der eosinophilen und basophilen
Granulozyten im peripheren Blut hingegen liegt bei unter 5 %. Aufgrund ihres unregelmaRig
geformten Zellkerns werden Granulozyten auch als polymorphkernige Leukozyten bezeichnet.
Alle anderen Leukozyten werden als mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMC)
zusammengefasst. Bei den Monozyten handelt es sich dabei um angeborene Zellen des
mononuklearen Phagozytensystems, die sich als wichtige Regulatoren der Krebsentwicklung
und -progression erwiesen haben. Ihr Anteil an den PBMC betragt ca. 30-40 % [Knérck 2018].
Derzeit gibt es drei Untergruppen von Monozyten, die klassischen (CD14*CD16°), die
nichtklassischen (CD14°“CD16*) und intermedidren Monozyten (CD14*CD16")
[Ziegler-Heitbrock 2010]. Bei Krebserkrankungen {bernehmen die verschiedenen
Untergruppen von Monozyten Funktionen, die sowohl zur pro- als auch zur anti-tumoralen
Immunitat beitragen, darunter Phagozytose, Sekretion von tumoriziden Mediatoren, Férderung
der Angiogenese, Umbau der extrazellularen Matrix, Rekrutierung von Lymphozyten und
Differenzierung in tumorassoziierte Makrophagen und dendritische Zellen [Olingy 2019].
Neben den zelluldren Komponenten gehdren auch Molekile des Komplementsystems zur
angeborenen Immunantwort. Das adaptive Immunsystem besteht ebenfalls aus einer
humoralen und einer zelluldren Immunantwort. Die Hauptkomponenten der zelluldren
Immunantwort bilden dabei die T- und B-Lymphozyten, die durch humorale Komponenten wie
spezifische Immunglobuline verstarkt wird. Klassische T-Zellen lassen sich in
CD4* T-Helferzellen und CD8* zytotoxische T-Zellen unterteilen. Der Anteil der CD4* T-Zellen
betragt ca. 25-60 % der PBMC, der Anteil der CD8" T-Zellen 5-30 % [Kndrck 2018]. B-Zellen
sind antikérperproduzierende Lymphozyten, die bis zu 15 % der PBMC ausmachen. [Kndrck
2018].

1.1. Das diffus groRzellige B-Zell-Lymphom
Das diffus groRzellige B-Zell-Lymphom (DLBCL) gehért zu den aggressiven
Non-Hodgkin-Lymphomen. Lymphome sind Tumore des lymphatischen Systems. Dabei

zahlen 10 % der Lymphome zu den Hodgkin Lymphomen und die verbleibenden 90 % zu den
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Non-Hodgkin-Lymphomen. Das diffus grof3zellige B-Zell-Lymphom ist dabei die haufigste
Form aller Non-Hodgkin-Lymphome [Armitage 1998, 2017, Papageorgiou 2022, Ta 2022].
Morphologisch charakterisiert ist das diffus grof3zellige B-Zell-Lymphom durch eine diffuse
Infiltration der Lymphknoten mit mittleren- bis groen Zellen. Diese sind dabei reich an
Zytoplasma und haben einen mehr als doppelt so grof3en Zellkern als normale Lymphozyten.
Aufgrund ihrer GroBe und des diffusen Wachstums zerstéren sie die Architektur des
betroffenen Lymphknotens [Y. Liu 2019, Martelli 2013]. Sie exprimieren typischerweise
pan-B-Zell-Antigene, wie CD19, CD20, CD22, CD79a und CD45 [Y. Liu 2019]. Neben dem
Befall der Lymphknoten, kann das DLBCL auch von verschiedenen extranodalen Stellen, wie
zum Beispiel dem Gastrointestinaltrakt [Alvarez-Lesmes 2021, Calomino 2022], dem
Kopf- und Halsbereich [Kwok 2022] oder dem Urogenitaltrakt [Z.-H. Liu 2021] ausgehen.

1.1.1. Einteilungen des diffus groRzelligen B-Zell-Lymphoms

Alizadeh et al. untersuchten die Genexpressionsprofile von Lymphozytenproben von
96 DLBCL Patienten und gesunden Spendern. Anhand dieser Analyse teilten sie das DLBCL
basierend der Ursprungszelle (cell of origin — COOQ) ein [Alizadeh 2000, Y. Liu 2019]. Anhand
der Ahnlichkeiten der Genexpression mit der mutmaBlichen Ursprungszelle lassen sich die
beiden Untergruppen des keimzentrumsartigen (germinal center B-cell-like — GCB-Typ) und
des aktivierten B-Zell-dhnlichen (activated B-cell-like — ABC-Typ) DLBCL unterscheiden
(Abbildung 1).

Non-GCB:

ABC GCB = germinal center B-cell-like
ABC = activatedB-cell-like
u':‘lc‘l’:s'gg:;ﬂe HGBL = double hit or triple hit
DEL = doubleexpressor

Abbildung 1: Einteilung der DLBCL-Subtypen anhand der COO (cell of origin) und molekularer
Eigenschaften und deren Uberschneidungen. Modifiziert nach Liu 2019.

Bei ca. 10 — 15 % gelingt hingegen keine eindeutige Zuordnung zu den genannten
Untergruppen [Alizadeh 2000]. Diese werden als nicht klassifizierbar bezeichnet. Da die
Erstellung von Genexpressionsprofilen allerdings sehr teuer und aufwendig ist, werden in der
klinischen Praxis immunhistochemische Algorithmen wie Hans (CD10, BCL6, und
MUM1/IRF4) und Tally (CD10, GCET1, MUM1/IRF4, FOXP1, und LMO2) verwendet, um die
COO zu identifizieren. Zu den GCB-Markern gehéren hierbei CD10, BCL-6, GCET1 und
LMO2, wohingegen MUM1/IRF4 und FOXP1 zu den Markern des ABC-Typs zahlen. Allerdings
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ist durch die Verwendung der immunhistochemischen Algorithmen die Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen der Genexpressionsanalyse nicht immer gegeben [Gutiérrez-Garcia 2011].
Neben der Einteilung anhand der Ursprungszelle kénnen die Untergruppen des DLBCL auch
aufgrund molekularer Eigenschaften unterschieden werden. Eine Uberexpression von c-Myc
und BCL2 wird in 1/3 der neu diagnostizierten Falle gefunden und in bis zu 50 % der refraktaren
DLBCLs. Diese werden als DEL (double expressor lymphoma) bezeichnet [Herrera
2017, Miura 2016]. Kommt es hingegen zu genetischen Veranderungen in c-Myc und BCL2
und/oder BCL6 werden diese als DH/THLs (double hit or triple hit lymphoma) bezeichnet.
Haufig werden diese auch als high grade B-cell-lymphoma zusammengefasst [Aukema
2011, Friedberg 2012, Swerdlow 2016]. DELs sind haufiger mit dem ABC-Typ assoziiert und
DH/THL treten vermehrt innerhalb des GCB-Typs auf [Hu, Xu-Monette, Tzankov 2013]. Das
Auftreten von genetischen Veranderungen flhrt zu einer erhdhten Aggressivitat des DLBCL
und somit zu einer schlechteren Prognose. Obwohl DLBCL des GCB-Typs in der Regel eine
deutlich bessere Prognose haben als DLBCL des ABC-Typs, wird diese durch das
Vorhandensein der genetischen Veranderungen deutlich verschlechtert. Daher ist es wichtig
neben der COO auch genetische Alterationen in die Beurteilung des DLBCL mit einzubeziehen
[Gutiérrez-Garcia 2011, Hu, Xu-Monette, Balasubramanyam 2013, Scott 2015].

1.1.2. Behandlung des diffus groRzelligen B-Zell-Lymphoms

Vor Einsatz von Immuntherapien war die Behandlung des DLBCL mit den Chemotherapeutika
Cyclophosphamid, Hydroxydaunorubicin, Vincrestin (Oncovin®) und dem Glukokortikoid
Prednison (CHOP) Standard. Durch die Kombination von CHOP und dem monoklonalen
CD20 Antikérper Rituximab vor ca. 20 Jahren hat sich die Prognose von DLBCL Patienten
drastisch verbessert, wodurch R-CHOP heute die neue Standardtherapie darstellt [Coiffier
2002, Mondello 2019]. Trotz dieser Verbesserung kommt es bei ca. 30-50 % der Patienten
zur Bildung eines Rezidivs [Coiffier 2010, Pfreundschuh 2011]. Nach Rezidivbildung ist die
Prognose flr die Patienten deutlich schlechter. Nur ein sehr geringer Teil der Patienten kann
durch eine aggressivere Chemotherapie mit anschliel®ender autologen
Stammzelltransplantation geheilt werden [Gisselbrecht 2010]. Um die Standardtherapie zu
verbessern, wurden in den letzten Jahren verschiedene Dosisanpassungen von R-CHOP
getestet. So wurde unter anderem die R-CHOP Gabe alle 3 Wochen (R-CHOP21) mit der
R-CHOP Gabe alle 2 Wochen (R-CHOP14) verglichen. Dabei zeigte sich bei den Patienten
kein Vorteil von R-CHOP14 gegenuber R-CHOP21 [Cunningham 2013, Delarue
2013, Pfreundschuh 2018]. Bei jingeren Patienten wurde zudem versucht die Anzahl der
Chemotherapie-Zyklen zu verringern. Die Verwendung von 4 Zyklen CHOP und 6 Gaben
Rituximab zeigte keine schlechtere Therapiewirksamkeit gegeniuber der R-CHOP

Standardtherapie mit 6 Zyklen. Allerdings verringerten sich die Chemotherapie-assoziierten
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Nebenwirkungen [Poeschel 2018]. Neben Rituximab gibt es mittlerweile noch weitere gegen
CD20 gerichtete Antikorper, wie Obinutuzumab und Ofatumumab [Herter 2013]. Ein deutlicher
Vorteil gegenuber Rituximab bei neu diagnostizierten DLBCL konnte allerdings noch nicht klar
gezeigt werden [Klein 2021, Vitolo 2017]. Neben der Verwendung anderer Antikérper wurde
auch versucht die verwendeten Chemotherapeutika zu optimieren. So wurde zum Beispiel bei
DLBCL Patienten mit schlechter Prognose zusatzlich zu CHOP noch Etoposide gegeben
(R-EPOCH). Dabei zeigten sich in verschiedenen Phase Il Studien vielversprechende
Ergebnisse [Purroy 2015, Wilson 2008, 2012]. In darauffolgenden Phase Il Studien konnten
diese allerdings nicht bestatigt werden [Wilson 2016].

1.2. Rituximab

Die Entwicklung von monoklonalen Antikorpern zum therapeutischen Einsatz begann 1975 mit
Arbeiten von César Milstein und George Kohler [Kbhler, G., Milstein 1975]. 1984 erhielten sie
dafir den Nobelpreis fir Physiologie und Medizin. 1988 kam es zur Entdeckung von CD20 auf
B-Zellen, das sowohl von gesunden B-Zellen, als auch von entarteten B-Zellen exprimiert wird.
Durch Bindung des Antikorpers an die CD20* Zellen werden diese durch verschiedene
Mechanismen eliminiert (Abbildung 2). Da CD20 jedoch nicht auf unreifen und sich
entwickelnden B-Zellen exprimiert wird, kann sich die B-Zellpopulation nach Beendung der
Therapie wieder normalisieren [Salles 2017]. Mit CD20 als potentielles Antitumor-Target
entwickelte die Biotechnologiefirma Biogen IDEC Rituximab, dass spezifisch an CD20 bindet
und so CD20-exprimierende Tumorzellen eliminiert [National Cancer Institute]. Rituximab ist
ein human/muriner chimarer glykosylierter (Ig)G1-x Antikdrper, der aus einer murinen
variablen schweren und leichten Kette und aus einer konstanten humanen Kette gebildet wird.
Die Zulassung fir Rituximab erfolgte 1997 durch die US Food and Drug Administration (FDA)
und 1998 durch die European Medicine Agency (EMA) fur die Anwendung bei refraktaren
indolenten Non-Hodgkin-Lymphomen. Damit war Rituximab der erste therapeutische
Antikdrper der im Feld der Onkologie eingesetzt wurde [National Cancer Institute, Salles
2017].

1.2.1. Wirkweise von Rituximab
Rituximab bindet mit hoher Affinitdt und Spezifitait an CD20, das u.a. auf einem Grolteil
maligner B-Zellen exprimiert wird. Dabei gibt es verschiedene Mechanismen, die flr die
Eliminierung von CD20* Zellen durch Rituximab verantwortlich sind (Abbildung 2):
1. Antikorper-abhangige =zellulare Zytotoxizitait (ADCC - antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity): ADCC findet durch die Interaktion zwischen der konstanten
humanen Kette (Fc-Region) von Rituximab mit dem Fcy-Rezeptor auf der Oberflache

von Effektorzellen, wie natirlichen Killerzellen, Granulozyten und Makrophagen und
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der Bindung der variablen Region von Rituximab an CD20 auf der Zielzelle statt
[Jaglowski 2010]. Diese Interaktion 16st den Beginn zellularer Immunantworten aus, die
fur die Antikdrper-vermittelte zellulare Zytotoxizitat zentral sind, einschlieRlich der
Freisetzung von Zytokinen, Chemokinen und Mediatoren, die die Zielzellen abtéten
[Boross 2012, Salles 2017].

2. Antikorper-abhangige zellulare Phagozytose (ADCP — antibody-dependent cellular
phagocytosis): Durch die Bindung der Fc-Region von Rituximab an
Komplementrezeptoren auf Makrophagen wird die Phagozytose der CD20" Zellen
induziert [Jaglowski 2010].

ACS
hcan cpc
C1q
Rituximab 1C5b
M\ B @)

= Py
Src /,
ADCC 1/ 7/
| 4 7 =1
ﬁ( - Direkte

(2) Lipid Raft Apoptose

CcD20
(S)Y 'V,
Komplement-

Rezeptor ' I.l FCiR
FCyRI/CR vermittelte
Phagozytose oder ADCC

NK-Zelle

Makrophagé

Abbildung 2: Mechanismen des Rituximab-vermittelten Zelltodes. (1) Aktivierung der
Komplementkaskade. (2) ADCC durch Bindung von Rituximab an den Fcy-R lll auf NK Zellen. (3)
Phagozytose und ADCC durch Bindung von Rituximab an Fc-Rezeptoren oder Komplementrezeptoren
auf Makrophagen. (4) Direkte Apoptose durch Vernetzung mehrerer Molekiile von Rituximab und CD20.
(ADCC = antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity; CDC = complement-mediated cytotoxicity;
NK = naturliche Killerzelle). Modifiziert nach Salles 2017.

3. Komplement-abhangige Zytotoxizitat (CDC — complement-mediated cytotoxicity): Die
Bindung von Rituximab an CD20 auf der Oberflache von B-Zellen fihrt zur Aktivierung
der Komplementkaskade, die die Bildung des Membranangriffskomplexes (MAC)
induziert. Diese kann dadurch die direkte B-Zell-Lyse durch die komplement-abhangige
Zytotoxizitat auslésen [Jaglowski 2010, Weiner 2010].

4. Direkte Apoptose: Es wird vermutet, dass die Bindung von Rituximab an CD20 auf
B-Zellen deren Zelltod durch nichtklassische Apoptose induziert, indem es die
Vernetzung mehrerer CD20 Molekille vermittelt. Dabei vermittelt die Vernetzung
mehrerer CD20 Molekile durch Rituximab in Lipid Rafts die Wechselwirkung der
dadurch entstehenden Komplexe mit Elementen des Tyrosinkinase (Src Kinase)

Signalweges, der die direkte Apoptose induziert [Jaglowski 2010, Salles 2017)].
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1.3. Natirliche Killerzellen

Naturliche Killerzellen (NK Zellen) sind zytotoxische Lymphozyten, die Tumorzellen oder
virusinfizierte Zellen lysieren kénnen. NK Zellen gehéren zum angeborenen Immunsystem.
Ihre Aktivitat wird durch eine Vielzahl von in der Keimbahn kodierten Rezeptoren reguliert.
Diese kénnen aktivierende oder hemmende Signale vermitteln und somit NK Zellantworten
ausldsen und gleichzeitig die Selbsttoleranz sicherstellen [Watz/ 2074]. NK Zellen kénnen ihre
zytotoxische Aktivitat Uber zwei verschiedene Wege vermitteln. Sie kdnnen zytotoxische
Granula freisetzen, die Perforin und Granzyme enthalten, oder sie kénnen durch den
Todesrezeptor vermittelte Apoptose auslésen, indem sie TRAIL und/oder Fas-Ligand (FasL)
exprimieren. Die durch NK Zellen oder T-Zellen vermittelte zellulare Zytotoxizitat ist fur viele
Ansatze der Immuntherapie gegen Krebs von entscheidender Bedeutung [Yang 2015].
Antikorperbasierte Therapien wie der anti-CD20-Antikdrper Rituximab gegen das
Non-Hodgkin-Lymphom hangen unter anderem von der Antikorper-abhangigen zellularen
Zytotoxizitat (ADCC) ab, die durch NK Zellen vermittelt wird.

1.3.1. Aktivierung von NK Zellen

NK Zellen verfligen Uber eine Reihe von Rezeptoren, die es ihnen ermdglichen virusinfizierte,
kérperfremde oder veranderte Zellen aufzusplren und zu eliminieren und dabei normale
kérpereigene Zellen zu verschonen. Zu diesen Rezeptoren gehéren hemmende, aktivierende,
Adhasions- und Zytokin-Rezeptoren [Cooper 2001, Vivier 2012]. Die Integration dieser
Signale entscheidet darliber, ob eine NK Zelle aktiv wird oder nicht. Dabei sind NK Zellen
tolerant gegeniber gesunden Wirtszellen. Durch die Aktivierung von inhibitorischen
Rezeptoren, die u.a. durch die Prasentation von MHC-Klasse |-Molekilen auf kérpereigenen
gesunden Zellen ausgeldst wird, kann die Starke von eingehenden aktivierenden Signalen
verringert werden. Beim Menschen sind die wichtigsten inhibierenden Rezeptoren Mitglieder
der Killerzell-immunoglobulin-Rezeptorfamilie (KIRs) und das CD94/NKG2A-Heterodimer.
Dabei befindet sich auf den NK Zellen ein unterschiedliches Expressionsmuster der
KIR-Rezeptoren  [Ochoa  2017]. Tumorzellen kénnen die  Expression von
MHC-Klasse |-Molekulen verlieren. NK Zellen werden als Reaktion auf diese veranderte
Expression dieser Zellen aktiviert, da das inhibitorische Signal der MHC-Klasse I-Molekile
wegfallt. Dies wird als "missing-self"-Auslésung der NK Zellaktivierung bezeichnet [Brodin
2009, Joncker 2009]. Daruber hinaus werden NK Zellen selektiv durch "gestresste" Zellen
aktiviert, da diese aktivierende Liganden fiir NK Zellen hochregulieren und dadurch die
hemmende Signalwirkung der MHC-Klasse I-Molekile Uberwinden [Bauer 1999, Raulet 2003,
2009]. Dies wird als "stressinduzierte Selbstauslosung" der NK Zellaktivierung bezeichnet
(Abbildung 3). In beiden Fallen fihrt die NK Zellaktivierung direkt durch NK Zell-vermittelte
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Zytotoxizitat oder indirekt durch die Produktion von entziindungsférdernden Zytokinen wie

Interferon-y zur Tumoreliminierung [Vivier 2012].

a [ - b | c )
NK Zell-Inhibierung l NK Zell-Aktivierung NK Zell-Aktivierung
4’, e NK Zelle ’I A NK Zelle ++4 -~ NKZelle
aktivierender. m Inhiblerender '
Rezeptor [] g Rezeptor D Q "l DD
aktivierenderw [%Bg MHC-Klasse | H ".[H%
Ligand
gesunde Zelle Tumorzelle Tumorzelle
Toleranz | "missing self" Stress-induziert

Abbildung 3: Aktivierung und Inhibierung von NK Zellen. (a) Toleranz gegeniiber kérpereigenen
Zellen durch die Vermittlung eines starken inhibitorischen Signals durch die Expression von
MHC-Klasse I-Molekllen auf kérpereigenen Zellen (Toleranz). (b) Verlust von MHC-Klasse |-Molekilen
auf Tumorzellen fUhrt zur Aktivierung von NK Zellen (,missing-self‘). (c) Aktivierung der NK Zellen durch
erhdhte Expression von aktivierenden Liganden (,Stress-induzierte Selbstauslésung®) auf Tumorzellen.
Die Aktivierung von NK Zellen fiihrt dann zur Tumoreliminierung. Modifiziert nach Vivier 2012.

1.3.2. NK Zell-Untergruppen

NK Zellen kdnnen anhand ihrer CD16 und CD56 Expression in zwei Hauptgruppen unterteilt
werden, die CD569"CD169™- Zellen und die CD569™CD16* Zellen. Dabei machen
CD569mMCD16* Zellen ca. 90 % der NK Zellen im peripheren Blut aus und maximal 10 % sind
CD56P"M [Caligiuri 2008, Cooper 2001]. Zudem exprimieren nur CD56°9" NK Zellen den
hamatopoetischen Stammzellmarker CD117 (c-Kit) und den Hochaffinitatsrezeptor fir
Interleukin 2 (IL2R). Damit proliferieren sie als Reaktion auf pikomolare Konzentrationen
dieses Zytokins [Cooper 2001]. AuRerdem migrieren CD56°9" NK Zellen bevorzugt zu
sekundéren lymphatischen Organen, wohingegen CD56%™ NK Zellen zu akuten
Entziindungsherden wandern [Campbell 2001, Cooper 2001]. Auch hinsichtlich der
zytotoxischen Aktivitat gibt es Unterschiede zwischen den beiden NK Zell-Untergruppen. Die
zytotoxische Aktivitdt von CD569™ Zellen ist signifikant hoher, als die der CD56"9" Zellen, da
sie mehr Perforin, Granzym und zytotoxische Granula enthalten [Cooper 2001, Roland Jacobs
2001]. Zudem sind sie durch die hohe Expression von CD16 effiziente Vermittler der
Antikorper-abhangigen Zytotoxizitat (ADCC), wohingegen CD569" NK Zellen die ADCC nur
schwach oder gar nicht vermitteln kdnnen [Cooper 2001, Nagler 2019, Poli 2009]. Bei der
Zytokinproduktion sind hingegen die CD56"9" deutlich effektiver. Dabei produzieren sie in
Abhangigkeit von der Art der Stimulation vor allem IFNy, TNFa, GM-CSF, IL-10 und IL-13 [Poli
2009]. Neben den CD56"9" und CD56%™ NK Zellen gibt es weitere NK Zellpopulationen wie,



Einleitung | 12

CD569™CD16" und CD56°CD16°9" die nur einen sehr geringen Anteil der NK Zellen
ausmachen und vor allem bei bestimmten Erkrankungen und Virusinfektionen erhéht sind
[Mavilio 2005, Poli 2009]. Eine Frage, die seit langem diskutiert wird, ist die genaue Art der
Beziehung zwischen den beiden Hauptgruppen der NK Zellen. Handelt es sich bei den
CD56" NK Zellen um Vorlaufer der CD569™ Zellen oder sind beide Populationen terminal
differenzierte Zelltypen, die in keinem direkten Zusammenhang stehen und aus zwei
verschiedenen hamatopoetischen Vorlauferzellen hervorgehen [Cichocki 2019].Bei der ersten
Hypothese ware die Reifung der NK Zellen durch die Runterregulierung von CD56 und den
Erwerb von CD16 sowie von KIR-Rezeptoren gekennzeichnet und die CD56°"9"CD16™ Zellen
waren ein Zwischenstadium zwischen den unreifen CD56°9"CD16- Zellen und den
CD569™CD16* Zellen [Antoni Chan 2007, Nagler 2019, Ouyang 2007]. Gegen diese
Hypothese spricht allerdings, dass CD56""9" NK Zellen im Vergleich zu den CD56%™ Zellen
grolere Mengen an Zytokinen produzieren und ein vollig anderes Repertoire an
Adhéasions- und Chemokin-Rezeptoren besitzen, was zZu unterschiedlichen
Migrationseigenschaften fihrt [Campbell 2001, Cooper 2001, Sedimayr 1996]. Daher ist auch
das Konzept zweier verschiedener endstandig differenzierter Zellpopulationen denkbar
[Cichocki 2019].

1.4. Konventionelle und unkonventionelle CD3* T-Zellen

T-Zellen stammen von lymphoiden Vorlauferzellen ab und besitzen die Fahigkeit vom
Knochenmark zur Thymusdriise zu gelangen. Im Thymus findet dann die T-Zellentwicklung
statt. Diese beinhaltet die T-Zell-Rezeptor-vermittelte Selektion und Reifung zu naiven
T-Zellen [Lind 2001, Schwarz 2006]. Die einfachste Aufteilung der konventionellen T-Zellen
ist die der CD8* zytotoxischen T-Zellen und der CD4* T-Helferzellen [van der Leun 2020].
Diese erkennen (Uber ihren T-Zellrezeptor Peptidantigene, welche (ber den
Haupthistokompatibilitdtskomplex | oder Il (MHC | oder Il) prasentiert werden. Neben den
konventionellen CD3* T-Zellen gibt es auch unkonventionelle CD3* T-Zellen. Zu den am
besten untersuchten unkonventionellen T-Zellen gehdren die naturlichen Killer T-Zellen (NKT),
die Schleimhaut-assoziierten invarianten T-Zellen (MAIT) und die y3-T-Zellen (Abbildung 4)
[Pellicci 2020].
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Abbildung 4: Ubersicht unkonventionelle T-Zellen. Zu den unkonventionellen T-Zellen gehéren
nattrliche Killer T-Zellen (NKT-Zellen - griin), y8-T-Zellen (blau) und Schleimhaut-assoziierte invariante
T-Zellen (MAIT-Zellen - orange). a-GalCer, a-Galactosylceramid; BTN, Butyrophilin; MR1, MHC- related
1; pAg, Phosphoantigen; TCR, T-Zell-Rezeptor; 5-OP-RU, 5-(2-oxopropylideneamino)-6-d-
ribitylaminouracil. Modifiziert nach Pellicci 2020.

1.4.1. Naturliche Killer T-Zellen

Wie konventionelle T-Zellen durchlaufen natirliche Killer T-Zellen (NKT-Zellen) eine
Thymus-Entwicklung und -Selektion und besitzen einen T-Zell-Rezeptor, um Antigene zu
erkennen [Berzins 2004]. Im Gegensatz zu herkbmmlichen T-Zellen erkennt der
T-Zell-Rezeptor von NKT-Zellen jedoch Lipidantigene, die von einem konservierten und
nicht-polymorphen MHC-Klasse |-ahnlichen Molekil CD1d prasentiert werden [Godfrey 2015].
Neben dem T-Zell-Rezeptor besitzen NKT-Zellen auch Rezeptoren fir Zytokine wie 1L-12,
IL-18, IL-25 und IL-23, ahnlich wie angeborene Zellen einschliellich NK Zellen und andere
angeborene lymphoide Zellen. Diese Zytokin-Rezeptoren kdnnen durch inflammatorische
Zytokine auch in Abwesenheit des T-Zell-Rezeptor-Signals aktiviert werden [Cohen
2013, Nair 2017]. Der Begriff NKT leitet sich von friiheren Arbeiten in Mausen ab, in denen
NK1.1 als Marker verwendet wurde und die zeigten, dass NKT-Zellen &hnlich aktiviert werden,
wie naturliche Killerzellen. Mittlerweile weild man, dass viele NKT-Zellen NK1.1 negativ sind
[Godfrey 2004]. Heute werden NKT-Zellen durch die begrenzte Erkennungsfahigkeit ihres
T-Zell-Rezeptors und dessen Erkennung von Lipid und Glykolipid-Antigenen definiert [Godfrey
2004, Terabe 2018]. Abhangig von der Zusammensetzung des T-Zell-Rezeptors und der
Antigenerkennung konnen NKT-Zellen in drei Hauptgruppen unterteilt werden, Typ |, Typ Il
und NKT-ahnliche Zellen (Abbildung 4). Die T-Zell-Rezeptoren der meisten NKT-Zellen im
menschlichen Kérper werden aus einer kanonischen o-Kette, bestehend aus Voa24 und
Ja18 Segmenten und einer B-Kette mit begrenzter Variabilitat, normalerweise V11 gebildet.
Diese NKT-Zellen werden als invariante NKT-Zellen (iNKT-Zellen) bezeichnet [Fujii
2008, Lantz 1994, Porcelli 1993]. Invariante NKT-Zellen kénnen weiter in CD4*CDS8,
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CD4CD8" Zellen oder in CD4/CD8 doppelt-negative Zellen unterteilt werden. Diese
Subpopulationen unterscheiden sich dabei vor allem in ihrer Zytokin-Sekretion [Gumperz
2002, Lee 2002). Der T-Zell-Rezeptor der Typ Il NKT-Zellen ist sowohl in der a-Kette, als auch
in der B-Kette heterogener als bei Typ | NKT-Zellen und formt unterschiedliche Kombinationen
auf der Zelloberflache. Daher werden sie auch haufig als diverse oder variante NKT-Zellen
bezeichnet (Abbildung 4). Aufgrund dieser Diversitat sind sie deutlich schwieriger zu
charakterisieren und zu untersuchen als iINKT-Zellen. In Tumormodellen sind Typ I
NKT-Zellen typischerweise mit einer Immunsuppression assoziiert und zeigen haufig eine
entgegengesetzte oder Kreuz-regulierende Rolle zu den iNKT-Zellen [Moodycliffe 2000, Nair
2017, Neparidze 2009]. Alle anderen NKT-Zellen werden zur Gruppe der NKT-ahnlichen
Zellen zusammengefasst und sind CD1d-unabhangig (Abbildung 4). Sie sind die am meisten
heterogene Gruppe und exprimieren einige NK Zellrezeptoren [Waldowska 2017]. Funktionell
reife CD3*CD56" NKT-ahnliche Zellen besitzen hohe Level an Granzymen und zeigen eine
hohe Lysekapazitdt gegen viele verschiedene Tumorzellen. Zudem produzieren sie
proinflammatorische Zytokine wie IFNy und TNFa [Hoyle 1998, Pievani 2011, Waldowska
2017].

1.4.1.1. Aktivierung invarianter NKT-Zellen

Die invarianten NKT-Zellen (iNKT-Zellen) erkennen Lipidantigene, die Uber das
MHC-Klasse I-ahnliche Molekll CD1d prasentiert werden. Daher kdnnen iNKT-Zellen CD1d
exprimierende Tumorzellen durch direkte Zytolyse unter Verwendung von Perforin,
Granzym B, FasL oder Uber TNFa-vermittelte zytotoxische Wege eliminieren [Bassiri
2014, Dao 1998, Hagihara 2002, Wingender 2010]. Dabei stammen CD1d exprimierende
Tumore hauptsachlich von myeloischen Zellen und B-Zellen ab. [Metelitsa 2011, Nair 2017].
Es wird angenommen, dass die Oberflachenexpression von CD1d auf den Tumorzellen direkt
mit der iINKT-Zell-vermittelten Zytotoxizitat korreliert [Haraguchi 2006]. Allerdings exprimieren
viele Tumorzellen kein CD1d auf ihrer Oberflache oder deren Expression ist sehr gering
[Metelitsa 2011, Waldowska 2017]. Aber auch ohne eine CD1d-Expression kdnnen
iNKT Zellen indirekt aktiviert werden. Diese Aktivierung erfolgt Gber antigenprasentierende
Zellen, die Tumorantigene Uber CD1d prasentieren und somit iNKT-Zellen aktivieren kbnnen
[Vivier 2012]. Daraufhin erhéhen iNKT-Zellen die Expression von CD40L. Dies bewirkt eine
héhere Expression von kostimulatorischen Molekilen wie CD40 oder CD80 auf den
dendritischen Zellen und induziert deren Reifung. Aktivierte dendritische Zellen wiederum
beginnen mit der Sekretion von IL-12, das an Rezeptoren auf den iNKT-Zellen bindet und
diese aktiviert. Dadurch wird unter anderem die Freisetzung von zytotoxischen MolekUllen wie
Perforin und Granzym induziert und die Expression von FasL und TRAIL erhéht, was eine

direkte Lyse der Tumorzellen induziert. Zudem sezernieren aktivierte iINKT-Zellen
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verschiedene Zytokine, vor allem IFNy, und kdnnen somit NK Zellen und zytotoxische T-Zellen
aktivieren und deren Zytotoxizitat erhdhen [Vivier 2012, Waldowska 2017].

1.4.2. v T-Zellen

vd T-Zellen sind eine nicht-klassische Zelluntergruppe, die durch die Expression des
heterodimeren y5 T-Zell-Rezeptors auf der Zelloberflache gekennzeichnet ist. Sie spielen eine
wichtige Rolle bei der Tumorimmunitdt. Je nach Mikroumgebung kdnnen verschiedene
Untergruppen von yé T-Zellen anti-Tumor oder pro-Tumor-Aktivitaten aufweisen [Y. Li 2021].
Klassische CD3" T-Zellen mit o T-Zell-Rezeptor exprimieren haufig CD4 oder CD8, wodurch
sie in Helfer- und zytotoxische T-Zellen eingeteilt werden kdnnen, wohingegen Zellen mit
vd T-Zell-Rezeptor haufig keine Abstammungsmarker exprimieren [Y. L. Wu 2014]. Die
Aufteilung der yd T-Zellen erfolgt anhand der 5-Kettenexpression. y56 T-Zellen, die V51-Ketten
exprimieren, sind vor allem in der intraepithelialen Schicht der Schleimhautoberflache
lokalisiert und sind dort an der Aufrechterhaltung der Integritat des Epithelgewebes beteiligt,
indem sie auf Stressantigene auf Epithelzellen reagieren [Groh 1998]. Neben dem Epithel
kommen V31 T-Zellen auch im peripheren Blut vor und machen dort im gesunden Menschen
einen Anteil von 10-30 % der yd T-Zellen aus [Kabelitz 2000]. Die Mehrheit der im Blut
zirkulierenden yé T-Zellen exprimieren die V52-Kette. Ihr Anteil betragt dabei beim gesunden
Erwachsenen ca. 50-90 % der yd T-Zellen [Y. L. Wu 2014]. Die V52-Kette paart sich fast
ausschliefllich mit Vy9. Aktivierte Vy9Vé2 Zellen kbénnen Eigenschaften von
antigenprasentierenden Zellen ibernehmen [Moser 2011]. Die dritte Population stellen die
V63 T-Zellen dar, die vor allem in der Leber vorkommen. Ihr Anteil im Blut betragt nur ca. 0,2 %
[Y. L. Wu 2014].

1.4.21. Antigenerkennung und Aktivierung von y5 T-Zellen

Im Vergleich zu of T-Zellen verfigen y6  T-Zellen Uber  andere
Antigenerkennungsmechanismen, die unabhangig von MHC Molekilen sind. Sie kénnen
sowohl den yé T-Zell-Rezeptor, als auch nattrliche Killerzellrezeptoren (NKR) nutzen, um eine
Vielzahl von tumorassoziierten Antigenen (TAAs) zu erkennen, darunter nicht-peptidische
Prenyl-Pyrophosphat-Antigene (PAg) und Stressproteine [Correia 2013]. Die PAg sind
Produkte der Isoprenoid-Biosynthese, wie Isoprenpyrophosphat (IPP) aus Saugetierzellen und
(E)-4Hydroxy-3-Methylbut-2-Enyl Diphosphat (HMBPP) aus pathogenen Mikroorganismen
[Sanders 2004, H. Wang 2011, Wei 2008]. Zur Erkennung von Tumorzellen bendtigt der
Vy9Vé2 T-Zellrezeptor zudem die Hilfe von Butyrophilin (BTN) 3A1. BTN3A1 ist ein
Immunglobulin-ahnliches Molekll mit immunmodulatorischer Funktion, das die Interaktion

zwischen yd T-Zellen und PAg vermitteln kann oder direkt vom Vy9Vé2 T-Zellrezeptor erkannt
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werden kann [Gu 2017, Peigné 2017]. Zudem kann der Vy9V52 T-Zellrezeptor den
F1-ATPase ApoA1 Komplex erkennen. Dieser wird normalerweise in der inneren Membran
der Mitochondrien exprimiert, aber einige Tumorzellen wie Leukamiezellen (K562) und
Lymphomzellen (Raji) kénnen ihn ektopisch auf der Zellmembran exprimieren [Y. Li
2021, Scotet 2005]. Neben der Erkennung von TAAs Uber den T-Zell-Rezeptor, kdnnen
vd T-Zellen diese auch Uber natirliche Killerzellrezeptoren erkennen. Dazu gehdren unter
anderem der naturliche Killer-2D-Rezeptor (NKG2D) und das DNAX-Accessory-Molecule1
(DNAM-1) [Y. Li 2021]. NKG2D ist ein Aktivierungsrezeptor vom Lektintyp, der auf natlrlichen
Killerzellen (NK) und natirlichen Killer-T-Zellen (NKT) und teilweise auf yd T Zellen und
antigenaktivierten CD8* T-Zellen exprimiert wird [Dhar 2018]. Die Liganden von NKG2D, wie
z.B. MICA/B (MHC | Chain related molecules A and B) und ULBP1-6 (six cytomegalovirus
UL16-binding proteins) werden normalerweise nicht von gesunden Zellen exprimiert,

wohingegen Tumorzellen diese vermehrt exprimieren [Dhar 2018, Y. L. Wu 2014].

1.5. Zielsetzung

Das diffus grof3zellige B-Zell-Lymphom (DLBCL) ist mit bis zu 40 % die haufigste Form aller
Non-Hodgkin-Lymphome [Armitage 1998, 2017]. Trotz der deutlich verbesserten
Standardtherapie durch den zusatzlichen Einsatz des therapeutischen anti-CD20 Antikorpers
Rituximab, kommt es bei ca. 30-50 % der Patienten zur Bildung eines Rezidivs oder die
Patienten werden refraktar [Coiffier 2010, Pfreundschuh 2011]. Nach Rezidivbildung oder
Refraktaritat ist die Prognose fur die Patienten deutlich schlechter. Nur ein sehr geringer Teil
der Patienten kann durch eine aggressivere Chemotherapie und nachfolgender autologer
Stammzelltransplantation geheilt werden [Gisselbrecht 2010]. Daher stellt eine bessere
prognostische Beurteilung der Patienten einen wichtigen Schritt in der Entwicklung einer
individualisierten Therapie bei Non-Hodgkin-Lymphomen dar. Diese Arbeit soll einen Uberblick
Uber quantitative und qualitative Veranderungen der im Blut zirkulierenden Immunzellen bei
Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphomen geben. Aus diesem Grund wurde das Blut der
Patienten Uber einen langen Zeitraum von bis zu drei Jahren analysiert. Entscheidend hierflr
ist die erste Blutentnahme zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, die als Referenzpunkt flr
,ohne Einfluss der Therapie“ gesehen werden kann. Die Patienten sollen dann Uber den
Verlauf der Therapie und wahrend der Nachsorge analysiert werden. Grol angelegte Studien
haben nur zu einigen ausgewahlten Zeitpunkten vor allem die Hauptpopulationen der
Immunzellen, wie Monozyten, T-Zellen und NK Zellen untersucht. In dieser Arbeit sollen
deswegen zusatzlich kleinere Untergruppen der Immunzellen, wie CD16*, CD56* Monozyten
und unkonventionelle T-Zellen wie NKT-Zellen und yd T-Zellen mit in die Analyse
aufgenommen werden, da diesen Zellen eine wichtige Rolle in der Tumorimmunitat

zugeschrieben wird. Dabei soll unter anderem untersucht werden, inwieweit die Erkrankung
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selbst zu einer Veranderung von Zusammensetzung und Funktion der Immunzellen im
peripheren Blut flhrt. Weiterhin soll geklart werden, inwieweit mogliche Veranderungen einen
Einfluss auf die Prognose der Patienten haben. Eine weitere Frage ist, ob sich die Behandlung
der Patienten unter der Standardtherapie R-CHOP auf die Zusammensetzung und die
Funktion der Immunzellen auswirkt und ob dies mdgliche Folgen fiir einen Behandlungserfolg

der Patienten hat.

2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1. Antikorper

In dieser Arbeit wurden Bead-gekoppelte Antikbrper zur Aufreinigung von mononuklearen
Zellen des peripheren Blutes verwendet und Antikdrper zur durchflusszytometrischen Analyse.

Alle verwendeten Antikorper sind gegen humane Antigene gerichtet.

Tabelle 1: Bead-gekoppelte Antikorper

Bezeichnung Firma Bestellnummer
CD3 Microbeads Miltenyi 130-050-101
CD14 Microbeads Miltenyi 130-050-201
CD15 Microbeads Miltenyi 130-046-601
CD235A Microbeads Miltenyi 130-050-501
CD56 Microbeads Miltenyi 130-050-401

Tabelle 2: Antikdrper fur durchflusszytometrische Analyse

Spezifitat Fluorophor Klon Firma Bestellnummer
anti-CD3 PerCP SK7 BioLegend 344814
anti-CD45 Brilliant Violet 510 HI30 BioLegend 304036
anti-CD16 PE B73.1 BioLegend 360704
anti-CD16 PE 3G8 BioLegend 302008
anti-CD14 PE/Cyanine7 M5E2 BioLegend 301814
anti-CD8 FITC SK1 BioLegend 344704
anti-CD4 Brilliant Violet 421 SK3 BioLegend 344632
anti-CD56 APC HCD56 BioLegend 318310
anti-CD19 Brilliant Violet 421 HIB19 BioLegend 302234

anti-TCRy3 PE/Cyanine7 B1 BioLegend 331222
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2.1.2. Reagenzien

Tabelle 3: Reagenzien

|18

Chemikalie Firma Bestellnummer
Acridine Orange Logos F23001
Ammoniumchlorid Sigma Aldrich T2265

BSA Thermo Fisher Scientific 11413164
Calcein-AM Thermo Fisher Scientific C3100MP
Coulter Isoton Il Diluent Beckman Coulter 8448011

DMSO Sigma Aldrich D4540-100ML
EDTA Sigma Aldrich EO884
FACSClean Solution BD Biosciences 340345
FACSFlow Sheath Fluid BD Biosciences 342003

FCS PanBiotech 10270-106
HEPES Sigma Aldrich H-7523

KHCO3 Sigma Aldrich 17205

NaCl Merck 106404

PBS Thermo Fisher Scientific 10270-106
Penicillin/Streptomycin Sigma Aldrich P4333-100ML
Rituximab Hexal AG Klinikapotheke, Homburg
Triton X-100 Eurobio 18774

2.1.3. Losungen
Erythrozyten Lysepuffer
155 mM NH4CI
9,99 mM KHCOs
130 uM EDTA
pH 7,3

HEPES-Puffer

10 mM HEPES
150 mM NaCl
pH 7,4

Farbepuffer Durchflusszytometrie

0,5% BSA
in PBS, pH 7,4
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Calcein-Losung (500 nM)

Calcein-AM in AIMV + 10 mM Hepes

Tabelle 4: Zellkulturmedien und Pufferldsungen

119

Bezeichnung

Firma

Bestellnummer

AIMV Medium
Dulbecco’s PBS
Hank's BSS
Lymphozyten

Separationsmedium 1077

RPMI-1640

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
PAA Laboratories

PromoCell

Thermo Fisher Scientific

12055-083
14190-094
H15-009

C-44010
21875-034

2.1.4. Verbrauchsmaterialien

Alltaglicher Laborbedarf, wie Pipetten, Pipettenspitzen, Reaktionsgefale, Zellkulturflaschen

und -platten wurden von VWR, BD Biosciences, PEQLAB und Sarstedt bezogen.

Tabelle 5: spezielle Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Firma Bestellnummer
LD Saulen Miltenyi 130-042-901
LeucoSep Rohrchen Greiner Bio-One 227290
MACS SmartStrainers, 30 ym Miltenyi 130-098-458
MS Saulen Mitenyi 130-042-201
Falcon® 96-Well Flachboden Zellkulturplatte
(Black/Clear Bottom) VWR 353219

2.1.5. Laborgerate

Tabelle 6: Laborgerate
Bezeichnung Hersteller

CLARIOstar Plus

CO- Inkubator Heracell 150i
CO; Inkubator Heraeus
FACSVerse™

Luna™

Sterilwerkbank

Vortex Genie 2

BMG LABTECH
Thermo Scientific
Thermo Scientific
BD Biosciences
Logos
HERAsafe

Scientific Industries
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Vortex Thriller Peqglab
Zellzahler Z2 Beckman Coulter
Zentrifuge 5418 Eppendorf
Zentrifuge 5810 R Eppendorf
Zentrifuge Universal 32 R Hettich

2.1.6. Zellen und Zelllinien

K562

Die K562 Zellen stammen von einer 53-jahrigen Patientin mit chronischer myeloischer
Leukamie in der Blastenkrise [Lozzio 1975]. Durch die fehlende Expression von
MHC-Klasse I-Molekulen, die die NK Zell-Aktivitdt hemmen, eignen sich K562 Zellen sehr gut
zur Untersuchung der ,natlrlichen Zytotoxizitat® von NK Zellen. Die Kultivierung der Zellen
erfolgte in RPMI mit 10 % FCS und 1 % Pen/Strep bei 37 °C und 5 % CO..

U-2932
Die U-2932 Zellen stammen von einem diffus groflizelligem B-Zell-Lymphom (DLBCL), das

sich bei einer 29-jahrigen Patientin mit rezidivierendem Hodgkin-Lymphom entwickelt hatte
[Amini 2002]. U-2932 Zellen exprimieren den B-Zell-Marker CD20 auf ihrer Oberflache und
eignen sich daher zur Untersuchung der Antikdrper-abhangigen Zytotoxizitat (ADCC) unter
Verwendung des anti-CD20 Antikérpers Rituximab. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in
RPMI mit 10 % FCS und 1 % Pen/Strep bei 37 °C und 5 % CO..

Mononukleére Zellen des peripheren Blutes

Mononukleare Zellen des peripheren Blutes (PBMC) sind einkernige Zellen des peripheren
Blutes. Zu ihnen zahlen B-Zellen, T-Zellen, natirliche Killerzellen, Monozyten und dendritische
Zellen. Die in dieser Arbeit verwendeten PBMC stammen aus dem Vollblut von 33 Patienten
(Tabelle 7) und aus dem Vollblut von 29 immunologisch gesunden Spendern. Da alle Patienten
mit Ausnahme von 4 Patienten Anteile eines DLBCL aufweisen, werden diese in dieser Arbeit
als DLBCL Patienten zusammengefasst. Die Patienten stammen aus der Inneren Medizin |
und die immunologisch gesunden Spender aus der Inneren Medizin | und der Orthopéadie des
Universitatsklinikums in  Homburg. Ethikantrag Arztekammer des Saarlandes,
Ethik-Kommission Kenn-Nr. 33/18.
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Tabelle 7: Ubersicht tiber die Diagnosen der Patienten und deren Risikobewertung

Anzahl Patienten

diffus grof3zelliges B-Zell-Lymphom (DLBCL) 25
GCB Typ 8
non GCB-Typ 7
folikulares Lymphom Grad Ill teilweise Ubergang zum DLBCL 4
andere aggressive Non-Hodgkin B-Zell-Lymphome 4

Internationaler prognostischer Index (IPI) fiir Non-Hodgkin-Lymphome

IPI 0-1 (niedriges Risiko) 11
IPI1 2-3 (niedrig-hoch intermediares Risiko) 18
IP1 4-5 (hohes Risiko) 3
nicht bekannt 1

2.1.7. Software

Tabelle 8: Software

Bezeichnung Hersteller
Affinity Designer Serif

CorelDraw 2019 Corel Corporation
Excel 2019 Microsoft
FACSSuite V1.0.5.3841 BD Biosciences
FlowJo V10.1 BD Biosciences
Powerpoint 2019 Microsoft

Prism 8 Graphpad

Word 2019 Microsoft

2.2. Methoden

2.2.1. Isolation von mononukledren Zellen des peripheren Blutes

Die mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMC) wurden aus dem Vollblut von
immunologisch gesunden Personen und aus dem Vollblut von Lymphom-Patienten isoliert.
Hierfir wurde das erhaltene Blut zunachst fir 10 min bei 500 x g (Bremse 2) bei
Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Das dabei abgetrennte Plasma wurde fiir weitere Analysen
bei -80 °C gelagert und das Blut mit 10 ml Hank’s BSS (HBSS) verdinnt. Pro Spender wurden
17 ml Lymphozyten-Separationsmedium in ein 50 ml Leucosep Réhrchen vorgelegt und fir

30 s bei 1000 x g und RT zentrifugiert. Im Anschluss wurde das verdinnte Blut in das
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vorbereitete Leucosep Rohrchen Uberfihrt und mit HBSS aufgefiillt. Um die verschiedenen
Blutzellen voneinander zu trennen, wurde das Blut-/Puffergemisch fiir 30 min bei 450 x g (ohne
Beschleunigung und Bremse) und RT zentrifugiert. Der durch die Zentrifugation entstandene
weille Ring zwischen dem Blutplasma und dem Separationsmedium wurde mit einer Pipette
abgenommen und in ein 50 ml Reaktionsgefal® Gberflihrt. Das Reaktionsgefall wurde mit
HBSS auf 50 ml aufgefullt und fir 15 min bei 250 x g und RT zentrifugiert. Zur Entfernung der
verbleibenden Erythrozyten wurde das Pellet je nach Pelletgroe in 0,5 bis 1 ml
Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert und fiur eine Minute inkubiert. Nach Aufflllen des
Reaktionsgefalles mit HBSS und erneuter Zentrifugation fir 10 min bei 130 x g und RT wurde
das Zellpellet in 1 ml PBS/0,5 % BSA aufgenommen. Zur Verhinderung der Klumpenbildung
bei der weiteren Aufreinigung der Zellen, wurden die Zellen Uber einen mit 1 ml PBS/0,5 %
BSA equilibrierten MACS SmartStrainer gegeben. Dieser wurde im Anschluss mit 1 ml
PBS/0,5 % BSA nachgespult. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Zellen bei 4 °C
gelagert.

2.2.2. Aufreinigung von natiirlichen Killerzellen und CD3" T-Zellen

Far die Aufreinigung der naturlichen Killerzellen (NK) und der CD3* T-Zellen wurden zunachst
Monozyten und Granulozyten aus den PBMC depletiert, da die Lymphom-Patienten im Verlauf
der Therapie den Granulozyten-Kolonie stimulierenden Faktor G-CSF (Filgrastim) erhalten.
Zudem zeigte sich bei einigen Patientenproben ein erhdhtes Aufkommen von Erythrozyten,
die dann ebenfalls depletiert wurden (Abbildung 5). Fur die Depletion wurden die Zellen
zunachst gezahlt und fiir 10 min bei 300 x g und 4 °C zentrifugiert. Im Anschluss wurden die
Zellen in 85 pl pro 107 Zellen PBS/0,5 % BSA resuspendiert und 5 ul pro 107 Zellen CD14
Microbeads und 10 pl pro 107 Zellen CD15 Microbeads zugegeben und fir 15 min bei 4 °C
inkubiert. Bei erhohtem Vorkommen von Erythrozyten wurden zusétzlich 5 pl pro 107 Zellen
CD235A Microbeads zugegeben und das entsprechende Volumen von der Menge des
zugegebenen PBS/0,5 % BSA abgezogen. Nach der Inkubation der Zellen mit den Antikdrpern
wurden diese mit 1-2ml PBS/0,5 % pro 107 Zellen gewaschen und entsprechend den
Herstellerangaben auf eine magnetische Saule (LD Saule von Miltenyi) gegeben. Dabei
verbleiben die Bead-gebundenen Zellen in der Saule und die nicht gebundenen Zellen wurden
als Durchfluss gesammelt und konnten dann flr die weitere Aufreinigung genutzt werden. Fur
die anschliefiende Trennung von NK und T-Zellen wurden CD3 Microbeads verwendet. Nach
Zentrifugation der Zellen bei 300 x g und 4 °C fur 10 min wurden die Zellen in 80 pl pro
107 Zellen PBS/0,5 % BSA resuspendiert und 20 pul pro 107 Zellen CD3 Microbeads zugegeben
und fir 15 min bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen erneut mit 1-2 ml PBS/0,5 %
BSA gewaschen und entsprechend der Herstellerangaben Uber die LD Saule gegeben. Fur

die Gewinnung der CD3" Zellen wurde die Saule vom Magneten entfernt und die
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Bead-gebunden Zellen mit Hilfe eines Stempels aus der Saule gedrickt. Die so erhaltenen
CD3* T-Zellen wurden dann bei 300 x g fur 10 min zentrifugiert und in AIMV mit 10 % FCS
resuspendiert (Dichte: 2 x 108 Zellen/ml) und bei 37 °C und 5 % CO; liber Nacht inkubiert. Fir
die weitere Aufreinigung der NK Zellen wurden die nicht gebunden CD3" Zellen verwendet
(Abbildung 5).

wm

Dichte- ‘ Aufreinigung PBMC

gradient | einmalig pro Patient 3 x 10° Zellen fiir gen. DNA

Durchflusszytometrie
Depletion CD14(CD15/CD235A)

i-i'ii CD3 Depletion

CD3- CD3*

CD56 pos Isolation ®
P o TZellen

NK-Zellen

Inkubation 24h bei 37°C, 5% CO,

i | BLo

Killing Assay Durchflusszytometrie

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Zellaufreinigung. PBMC wurden mittels
Dichtegradientenzentrifugation gewonnen und durchflusszytometrisch untersucht. Durch Depletion von
CD14, CD15 und CD235A wurden die Monozyten, Granulozyten und Erythrozyten entfernt. Durch die
anschlieBende Verwendung der CD3 Microbeads wurden die T-Zellen isoliert. Aus den CD3- Zellen
wurden die NK Zellen durch eine CD56 Positiv-Isolation aufgereinigt. Die aufgereinigten Zellen wurden
nach Inkubation bei 37 °C und 5 % CO:2z durchflusszytometrisch analysiert und im
Real-Time-Killing-Assay eingesetzt.

Diese wurden erneut bei 300 x g und 4 °C fir 10 min zentrifugiert und in 80 pl pro 107 Zellen
PBS/0,5 % BSA resuspendiert. Nach Zugabe von 20 ul pro 107 Zellen CD56 Microbeads
wurden die Zellen erneut 15 min bei 4 °C inkubiert. Fur die Aufreinigung der CD56* Zellen
wurden die Zellen im Anschluss entsprechend den Herstellerangaben auf eine MS Saule von
Miltenyi gegeben. Im Anschluss wurden die Bead-gebunden Zellen mit Hilfe eines Stempels
aus der Saule gedriickt und nach 10-mindtiger Zentrifugation bei 300 x g in AIMV mit
10 % FCS resuspendiert (Dichte: 2 x 10® Zellen/ml) und Uber Nacht bei 37 °C und 5 % CO-

inkubiert.
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2.2.3. Durchflusszytometrische Analyse

Die Durchflusszytometrie, auch FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) genannt,
ermoglicht die gleichzeitige Analyse von physikalischen und molekularen Eigenschaften von
Partikeln oder Zellen in einem Flussigkeitsstrom. Zur Analyse werden die Zellen einer
Einzelzellsuspension durch hydrodynamische Fokussierung an einem Laserstrahl
vorbeigefihrt. Dabei kbnnen schon anhand der Lichtbeugung und -streckung Informationen
Uber die GréRRe und Granularitat der Zellen gewonnen werden. Zusatzlich kénnen mit Hilfe der
durchflusszytometrischen Analyse Oberflachenmolekile und intrazellulare Proteine
quantifiziert werden. Grundlage hierflir ist die Antigen-Antikérper-Reaktion, die mit
fluoreszenzfarbstoffmarkierten Antikérpern durchgefihrt wird. Durch die Anregung der
Fluorochrome wahrend der Messung kommt es zur Emission von Fluoreszenzlicht, das mittels
Photodetektor registriert wird und dem entsprechenden Antikorper zugeordnet werden kann.
Die emittierte Photonenkonzentration verhalt sich dabei proportional zur Menge an
gebundenem Antikérper pro Zelle. Die durchflusszytometrischen Analysen in dieser Arbeit
wurden am FACS Verse durchgefihrt (Laser: 488 nm, Filter: 530/30, 575/26, 670/14, 695/40,
780/60; Laser: 640 nm, Filter: 660/20, 780/60; Laser: 405 nm, Filter: 450/40, 525/50). Die
Analyse der Daten erfolgte mittels FlowJo Software. Die Bestimmung der Positivpopulationen

erfolgte durch die Verwendung von FMO (fluorescent minus one) Kontrollen.

Extrazellulare Farbung

Fir die extrazellulare Farbung der aufgereinigten Zellen wurden je 0,1 -0,5 x 10° Zellen flr
5 min bei 250 x g zentrifugiert und das Pellet mit PBS/0,5 % BSA gewaschen. In der
Zwischenzeit wurde ein Antikdrpermix, bestehend aus 100 yl PBS/0,5 % BSA und 2 pl pro
Probe der entsprechenden Antikdrper (Ausnahme CD3-Antikdrper mit 0,5 pl) angesetzt. Nach
Zugabe des Antikdrpermixes zu den gewaschenen Zellen wurden diese fir 20 min bei RT im
Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurden die gefarbten Zellen zweimal mit PBS/0,5 % BSA
gewaschen und abschliefend in 150 pl PBS/0,5 % BSA aufgenommen und am
Durchflusszytometer gemessen. Fur die Farbung der PBMC und der aufgereinigten NK Zellen
wurden  folgende  Antikérper  verwendet: anti-CD3, -CD45, -CD16 (Klon
B73.1), -CD4, -CD8, -CD4, -CD56 und -CD19. Fir die aufgereinigten CD3* Zellen wurde
zusatzlich ein Antikérper gegen TCRyd verwendet. Bei zwei Patienten zeigte sich keine
CD16 Bindung des B73.1 Antikdrperklons, sodass bei diesen Patienten ein anderer CD16 Klon

(3G8) verwendet wurde.
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2.2.4. Auswertung der durchflusszytometrischen Messungen

Die Analyse der Daten erfolgte mittels FlowJo Software. Die Bestimmung der
Positivpopulationen erfolgte durch die Verwendung von FMO (fluorescent minus one)
Kontrollen. Die in den Ergebnissen dargestellien prozentualen Anteile der einzelnen
Populationen an den PBMC beziehen sich jeweils auf den Anteil der Zellen an den
CD45* Leukozyten. Somit werden Dubletten, Zelltrimmer, Erythrozyten und Thrombozyten
aus der Analyse ausgeschlossen. Die angegebene Anzahl der Subtypen pro ml Blut ergibt
sich aus dem jeweiligen prozentualen Anteil, bezogen auf die Anzahl der isolierten PBMC pro
ml Blut. Mit dem Zellzahlgerat Luna™ unter Verwendung des Acridine Orange/Pl-Farbstoffes
nach Herstellerangaben, wurde eine Lebend/Todzahlung durchgefihrt. Dieser farbt nur
lebende Zellen, die einen Zellkern besitzen. Somit werden Zelltrimmer, Erythrozyten und

Thrombozyten bei der Zahlung der PBMC nicht mitgezahilt.

2.2.5. Real-Time-Killing-Assay
Der Killing-Assay ist ein fluoreszenzbasiertes Verfahren, das eine Quantifizierung der
Zytotoxizitat von Effektor-Zellen ermdglicht. Im Gegensatz zu bisherigen Standardverfahren,
wie %'Cr-release-Assay, Pl (Propidiumiodid) uptake assays und LDH (Laktatdehydrogenase)
release assays, bei denen innerhalb einer Probe nur Endpunktmessungen mdglich sind,
erlaubt der Killing-Assay die kinetische Bestimmung der Zytotoxizitat in Echtzeit [Kummerow
2014]. In dieser Arbeit wurde der Killing-Assay verwendet, um die zytotoxische Aktivitat von
aufgereinigten NK Zellen und CD3* T-Zellen zu untersuchen. Als Zielzellen dienten entweder
K562 Zellen oder U-2932 Zellen. Diese wurden zunachst mit Calcein-AM (500 nM) beladen
und flr 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach zweimaligem Waschen der Zellen mit
AIMV + 10 mM HEPES wurden die K562 Zellen mit AIMV + 10 mM HEPES in einer
Endkonzentration von 2,5 x 10* Zellen/200 pl aufgenommen. Die U-2932 Zellen wurden in
einer Endkonzentration von 5 x 10* Zellen/200 ul aufgenommen. Diese wurden dann mit einer
Rituximab-Lésung (U-2932 + Rituximab) oder mit AIMV+10mM HEPES
(U-2932 — Rituximab) auf 2,5 x 10* Zellen/200 pl verdinnt. Die Endkonzentration von
Rituximab betrug hierbei 1 uM. Anschlieflend wurden je 200 ul der Zielzellsuspension in eine
schwarze 96-Well-Platte mit durchsichtigem Boden pipettiert. Zudem wurden vier Kontrollen
mitgeflhrt:

1.) Mediumkontrolle: 250 pl AIMV + 10 mM HEPES

2.) Lyse-Mediumkontrolle: 250 pl AIMV + 10 mM HEPES + 20 pl Triton X-Lésung

3.) Lebendkontrolle: 200 pl Zielzellsuspension + 50 pl AIMV + 10 mM HEPES

4.) Lysekontrolle: 200 ul Zielzellsuspension + 50 upl AIMV + 10 mM HEPES +

20 pl Triton X-Lésung
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Nach Absetzen der Zielzellen wurden vorsichtig je 50 ul der Effektorzellen in AIMV + 10 mM
HEPES auf die Zielzellen pipettiert (Zellzahl entsprechend Zielzell-Effektorzell-Verhaltnis).
Direkt im Anschluss erfolgte die Messung im Plattenmessgerat alle 10 min Gber einen Zeitraum
von 4 h bei 37 °C und 5 % CO.. Alle Konditionen wurden in Doppelbestimmung durchgefuhrt.
Im Falle einer zu geringen Anzahl an isolierten NK oder CD3* T-Zellen wurden diese in
Einzelbestimmung pipettiert.

Fir die quantitative Auswertung der Zytotoxizitat der Effektor-Zellen wurden zunachst die
Mittelwerte der Doppelbestimmungen zu jedem gemessenen Zeitpunkt bestimmt und die
Werte der Mediumkontrollen subtrahiert. Aufgrund der Volumenvariabilitdt der Lysekontrolle
wurden von der Lysekontrolle die Werte der Lyse-Mediumkontrolle zum jeweiligen Zeitpunkt
subtrahiert. Unter Verwendung der folgenden Formel konnte daraus die Zytotoxizitat der
Effektor-Zellen berechnet werden.

P(t) — (r » LBK(t))
1+ (LK(t) — LBK(D))

LK(t) = Fluoreszenz der Lysekontrolle zum Zeitpunkt t

100

Targetzelllyse [%] =

LBK(t) = Fluoreszenz der Lebendkontrolle zum Zeitpunkt t
P(t) = Fluoreszenz der Probe zum Zeitpunkt t
r = Index zum Zeitpunkt 0 (P(0)/LBK(0))

Da die Verarbeitung der Patientenproben zeitlich nicht planbar ist, haben verschiedene
Personen im Labor diese fur mich wahrend meiner Abwesenheit ibernommen. So haben Cora
Hoxha, Johanna Jansky und Nadja Kichler die Aufreinigung und die Durchflusszytometrie der
Proben wahrend meiner Abwesenheit tGbernommen und Gertrud Schéafer und Nadja Kuchler

pipettierten den Real-Time-Killing-Assay.

2.2.6. Statistik

Die statistische Analyse wurde mit GraphPad Prism 8 durchgefihrt. Zur Bestimmung der
Normalverteilung wurden der Anderson-Darling Test, der D‘Agostini & Pearson Test, der
Shapiro-Wilk Test und der Kolmogrov-Smirnov Test verwendet. Abhangig von der
Normalverteilung wurde dann ein unpaired t-Test oder ein Mann-Whitney Test durchgefihrt.
Die ebenfalls von GraphPad Prism bestimmten p-Werte stehen fur:

* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 und **** p<0,0001.
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden Blutproben von 33 Patienten mit aggressivem Non-Hodgkin-Lymphom
(Tabelle 7) untersucht. Hierfir wurden zum einen die PBMC mittels Durchflusszytometrie
untersucht, um Aussagen bezlglich der quantitativen Verteilung einzelner Zellpopulationen zu
treffen. Zudem wurden NK Zellen und im spateren Verlauf der Arbeit auch T-Zellen hinsichtlich
ihrer zytotoxischen Funktion untersucht. Dabei sollten sowohl Veranderungen, die durch die
Therapie der Erkrankung entstehen untersucht werden, als auch Veranderungen, die durch
die Erkrankung selbst entstehen. Um Veranderungen zu untersuchen, die aufgrund der
Erkrankung entstehen, wurden die Blutproben der Patienten zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung im Rahmen der ersten Aufnahme in die Klinik untersucht und mit Proben
von 29 immunologisch gesunden Probanden verglichen. Diese wurden vom Alter und

Geschlecht entsprechend der Patientenkohorte ausgewahlt (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Alters- und Geschlechtsverteilung. Vergleich des Alters und des Geschlechts der in
der Studie verwendeten Patienten mit diffus groRRzelligem B-Zell-Lymphom und den immunologisch
gesunden Spendern. GS= Gesunde Spender; DLBCL= Patienten mit diffus grof3zelligem
B-Zell-Lymphom.

Nach Diagnosestellung bekommen die Patienten direkt eine Gabe des Glukokortikoid
Prednison. Im Anschluss erfolgt die Standardtherapie, die 6-8 Zyklen R-CHOP (Rituximab,

Cyclophosphamid, Hydroxydaunorubicin, Vincristin und Prednison) beinhaltet (Abbildung 7).

Diagnose 1.Zyklus 4 .Zyklus 8.Zyklus

u u ....... u ....... u

Prednison = R CHOP R CHOP R CHOPJ

do d99
R-CHOP Therapie: Rituximab (Anti-CD20 Antikérper) %

Cyclophosphamid, Hydroxydaunorubicin, Vincristin, Prednison
Abbildung 7: Therapieschema. Schematische Darstellung der R-CHOP14 Therapie. Dabei erhalten

die DLBCL Patienten bei Diagnosestellung direkt Prednison, gefolgt von 6-8 Zyklen Rituximab und
CHOP (C= Cyclophosphamid; H= Hydroxydaunorubicin; O= Oncovin® und P= Prednison) alle 14 Tage.
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Um Veranderungen in der Zusammensetzung und der Funktion der Immunzellen zu
untersuchen, die aufgrund der Therapie mit Rituximab beziehungsweise der
Chemotherapeutika verursacht werden, erfolgten Blutentnahmen vor jedem neuen Zyklus
R-CHOP. Diese erfolgten in der Regel alle 14 Tage. Bei einigen Patienten wurde aufgrund des
schlechten Allgemeinzustandes und stark veranderter Blutwerte die R-CHOP Gabe um eine

Woche verschoben.

3.2. Untersuchung der Zusammensetzung der PBMC

Um die Zusammensetzung der Immunzellen innerhalb der PBMC zu untersuchen, wurden
diese durchflusszytometrisch analysiert. Abbildung 8 zeigt die Gating-Strategie zur
Bestimmung der Anteile von Monozyten, Granulozyten, T-Zellen, B-Zellen und NK Zellen
anhand der PBMC eines Patienten vor Therapiebeginn. Diese Gating-Strategie ist angelehnt
an die Arbeit von Knorck et al. [Knérck 2018].
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Abbildung 8: Gating-Strategie der aufgereinigten PBMC. PBMC (Mononukledre Zellen des
peripheren Blutes) wurden mithilfe der Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt und im Anschluss
durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist eine beispielhafte Gating-Strategie der aufgereinigten
PBMC. Hierfur wurden zunachst die Dubletten anhand der Streulichtparameter FSC-A und FSC-H
ausgeschlossen und die Leukozyten Uber CD45* identifiziert. Aus den Leukozyten wurden im Anschluss
aufgrund der GréRe (FSC-A) und Granularitat (SSC-A) die Granulozyten von den Lymphozyten und
Monozyten differenziert. Zur saubereren Auftrennung der Monozyten wurden diese zusatzlich Gber
CD14" identifiziert. Aus den CD14- Zellen wurde Uber CD3* die T-Zellen ausgewahlt, die zudem durch
die Verwendung von CD16 und CD56 weiter aufgeschliisselt wurden. Uber CD19* wurden B-Zellen
identifiziert. Aus den CD19-/CD4- und CD3- Zellen wurden die NK Zellen anhand von CD16* und CD56*
bestimmt. Auch die CD14* Monozyten wurden durch CD56 und CD16 genauer klassifiziert.



Ergebnisse | 29

Nach Ausschluss der Dubletten wurden die CD45* Population der Leukozyten ausgewahlt und
die Granulozyten von den Lymphozyten und Monozyten aufgrund ihrer Granularitat separiert.
Zur saubereren Auftrennung der Monozyten wurden diese Uber CD14" identifiziert. Die
Population der CD14- Zellen wurde in weitere Subpopulationen unterteilt. Die T-Zellen wurden
Uber die Expression von CD3 identifiziert und die B-Zellen Uber die Expression von CD19. Aus
der CD3  und CD19 Population wurde dann der Anteil an NK Zellen iber CD16 und CD56
bestimmt. Anhand dieser Gating-Strategie (Abbilung 8) wurden im folgendem die Blutproben
der Patienten und der immunologisch gesunden Probanden hinsichtlich ihrer
Zusammensetzung analysiert. Hierfir wurden Blutproben von DLBCL Patienten sowohl zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung, als auch vor jedem Zyklus R-CHOP abgenommen und die
PBMC mittels Dichtegradientenzentrifugation aufgereinigt. Aufgrund der Ablaufe in der Kilinik,
und auch des unterschiedlichen Gesundheitszustandes der Patienten, war es jedoch nicht
madglich zu jedem Zeitpunkt von allen Patienten Blutproben zu erhalten. Daher schwanken die
in die Analyse aufgenommenen Patienten in ihrer Anzahl zwischen 9 in Zyklus 7 und 25 in
Zyklus 4 (Tabelle 9). Zudem wurden Blutproben der Patienten nach Therapieende 15 Monate
lang alle 3 Monate enthommen. Die Anzahl der Patienten, die in diese Analysen integriert
wurden, reicht von 9 zum Zeitpunkt 12 Monate nach Therapie bis 12 zum Zeitpunkt 6 Monate

nach Therapie (Tabelle 9).

Tabelle 9: Ubersicht tiber die Anzahl der analysierten Proben zu verschiedenen Zeitpunkten

der Therapie
Gesund DLBCL Patienten
ss::::iel: Diagnose- Zyklus R-CHOP Nachsorge (Monate)
stellung 1 2 3 4 5 6 7 8 3 6 9 12 15
n= 25 29 23 19 19 19 18 17 9 11 10 12 11 9 11

3.2.5. Quantitativ veranderte Granulozyten bei Patienten mit DLBCL

Fir die Bestimmung des prozentualen Anteils der Granulozyten wurden diese nach der
durchflusszytometrischen Messung anhand ihrer GréRe und Granularitdt bestimmt
(Abbildung 8). Die Analyse des prozentualen Anteils der Granulozyten bezieht sich dabei
jeweils auf den Anteil an Granulozyten an den CD45* Leukozyten. Somit werden Zelltrimmer,
Erythrozyten und Thrombozyten in der Analyse nicht bertcksichtigt. Abbildung 9A zeigt einen
Uberblick tiber den Anteil der Granulozyten bei den gesunden Spendern im Vergleich zu den
DLBCL Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und unter R-CHOP Therapie, sowie zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Therapieende. Im Vergleich zu den immunologisch
gesunden Spendern zeigte sich bei den DLBCL Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
ein signifikant verringerter prozentualer Anteil der Granulozyten (Abbildung 9B), und auch eine

signifikant verringerte Gesamtzahl der im Blut vorhandenen Granulozyten (Abbildung 9C).
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Durch die initiale Behandlung der Patienten mit Prednison zeigte sich bereits eine Erhéhung
des prozentualen Anteils an Granulozyten (Abbildung 9D — vor R-CHOP). Im weiteren Verlauf

der Behandlung wurde diese Erhdhung noch deutlicher (Abbildung 9A und D).
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Abbildung 9: Einfluss der DLBCL-Erkrankung und der R-CHOP Therapie auf den Anteil und die
Anzahl der Granulozyten. A) Darstellung der Veranderung des Anteils an Granulozyten durch die
DLBCL-Erkrankung und durch die Therapie mit R-CHOP. Dargestellt ist der prozentuale Anteil an
Granulozyten aus den CD45* Leukozyten bei gesunden Spendern (GS) und bei Patienten mit diffus
groRzelligem B-Zell-Lymphom zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (DLBCL) und wahrend der
verschiedenen Zyklen mit R-CHOP sowie innerhalb der ersten 15 Monate nach Therapieende.

B) Statistische Auswertung des prozentualen Anteils der Granulozyten aus den CD45* Leukozyten bei
gesunden Spendern (GS - grau) verglichen mit DLBCL Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
(DLBCL- turkis). C) Anzahl der Granulozyten pro ml Blut bei gesunden Spendern (GS - grau) im
Vergleich zu DLBCL Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (DLBCL- tiirkis). Bestimmt wurde
die Anzahl der Granulozyten durch den prozentualen Anteil der Granulozyten aus den
CD45* Leukozyten bezogen auf die Gesamtzahl der im Blut enthaltenen Leukozyten. D) Veranderung
des prozentualen Anteils der Granulozyten aus den CD45* Leukozyten durch die Therapie der Patienten
mit Prednison (vor R-CHOP) und durch die Behandlung mit R-CHOP (unter R-CHOP = Zyklus 3 oder
4; Therapieende = Zyklus 6 oder 8). E) Veranderung der Anzahl der Granulozyten pro ml Blut durch die
Behandlung der Patienten mit Prednison und R-CHOP. F) Prozentualer Anteil der Granulozyten aus
den CD45* Leukozyten zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Ende der Therapie (3 M, 9 M und 15 M
= Nachsorgetermine nach 3, 9 bzw. 15 Monaten).
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Bei der Gesamtzahl der im Blut zirkulierenden Granulozyten zeigte sich bereits durch die
initiale Gabe von Prednison ein deutlicherer Anstieg. Durch die darauffolgende Therapie mit
R-CHOP und Filgrastim erhdhte sich die Gesamtzahl der Granulozyten im Blut nochmal
deutlich (Abbildung 9E). Somit konnte gezeigt werden, dass die Behandlung der DLBCL
Patienten zu einem deutlichen Anstieg der Granulozytenanzahl fihrt, der vermutlich unter
anderem durch die Gabe von G-CSF (Filgrastim) induziert wird. Im Weiteren sollte untersucht
werden, wie viel Zeit nach Therapieende vergeht, bis sich der Anteil an Granulozyten wieder
normalisiert. Hierfir wurden Blutproben der Patienten alle 3 Monate nach Therapieende
analysiert. Bereits 3 Monate nach Therapieende zeigte sich ein signifikanter Rickgang der
Granulozyten, der nach 9 Monaten noch deutlicher wurde (Abbildung 9F). Somit zeigte sich
nach Beendigung der R-CHOP Therapie als auch der Behandlung mit G-CSF (Filgrastim) eine
enorme Reduktion der Granulozyten bis zum 9. Monat nach Therapieende. Im Anschluss stieg
der Anteil an Granulozyten wieder leicht an, erreichte aber bis 15 Monate nach Therapie nicht
den Anteil der Granulozyten der gesunden Kontrollgruppe (Abbildung 9F). Auch zu Beginn der
Therapie zeigte sich bei den DLBCL Patienten ein verringerter Anteil der Granulozyten im

Vergleich zu den gesunden Spendern (Abbildung 9B).

3.2.6. Quantitative Veranderung der Monozyten und ihrer

Subpopulationen bei Patienten mit DLBCL
Far die Bestimmung des prozentualen Anteils der Monozyten an den Leukozyten wurden die
CD45" Leukozyten hinsichtlich ihrer CD14 Expression untersucht. Dabei wurden CD14* Zellen
als Monozyten definiert [Ziegler-Heitbrock 2010] (Abbildung 8). Abbildung 10A zeigt einen
Uberblick tber den Anteil der Monozyten lber den gesamten Therapieverlauf und zu
verschiedenen Nachsorgezeitpunkten. Der prozentuale Anteil der Monozyten an den
Leukozyten zeigte eine stark signifikante Erhdhung bei Patienten mit DLBCL vor
Therapiebeginn, verglichen mit den immunologisch gesunden Spendern (Abbildung 10B).
Uberraschenderweise zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied in der Gesamtzahl der
Monozyten pro ml Blut (Abbildung 10C). Durch die initiale Behandlung der Patienten mit
Prednison zeigte sich eine Verringerung des prozentualen Anteils der Monozyten (Abbildung
10D). Die Gesamtzahl der Monozyten hingegen veranderte sich nicht (Abbildung 10E). Durch
die Behandlung der Patienten mit R-CHOP und G-CSF (Filgrastim), zeigte sich sowohl ein
signifikanter Anstieg des prozentualen Anteils an Monozyten (Abbildung 10D) als auch der
Gesamtzahl an Monozyten pro ml Blut, auch wenn der Anstieg der Gesamtzahl der Monozyten
zum Ende der Therapie geringer ausfiel als der prozentuale Anstieg (Abbildung 10E). Zudem
wurde untersucht, wie schnell nach Therapieende sich der prozentuale Anteil der Monozyten
wieder reduziert. Im Vergleich zu der sehr raschen Reduktion des Anteils an Granulozyten

nach Therapieende (vergleiche Abbildung 9F) zeigte sich bei dem Anteil an Monozyten ein



Ergebnisse | 32

deutlich langsamerer Rickgang. So zeigte sich 3 Monate nach Therapieende noch keine
Reduktion des Anteils an Monozyten (Abbildung 10F). Selbst 15 Monate nach Therapieende
hatte der prozentuale Anteil der Monozyten noch nicht den Anteil der Monozyten der gesunden
Probanden erreicht. Jedoch zeigte sich bei den DLBCL Patienten bereits vor Beginn der

Therapie ein erhéhter Anteil der Monozyten (Vergleiche Abbildung 10D und F).

N ITLLLLACLIT T

80

>

o
T

Anteil Monozyten (%)
S 5
| |

o

T T T
GS DLBCL 1

3
Zyklus (R-CHOP) Nachsorge (Monate)

B 50— e C v 2007
= ¢ o 150 * oGS Bl Diagnosestellung
S 40 :: = 100 e DLBCL = vor R-CHOP
c * £
2 %0e® < = unter R-CHOP
2> 30 oo O 80 :

) oo "%\l I Therapieende
c -
§ 20 00080 ‘“'..,, o 60 . - B Nachsorge 3 M
= 0% e § a0 o . = Nachsorge 9 M
£ 104 §8%8 o = 0 2°  we B Nachsorge 15 M
< OZ o e g ﬁo o..;: @ GS

0- < 0- -

D 80+ E % 200+ —_— F__80- e
—_ ~ 150 o Kk *
S 2 x T I <
c 60 E 100 S 60
_9 * C ‘;s
3 < 807 3
o . N 40
= = 40 =
T 20 = @ 20 é
S © 20 c
< N 1 <

0 < o 0

Abbildung 10: Einfluss der DLBCL-Erkrankung und der R-CHOP Therapie auf die Anzahl und den
Anteil an Monozyten. A) Ubersicht des prozentualen Anteils an Monozyten aus den CD45* Leukozyten
bei Patienten mit diffus groRRzelligem B-Zell-Lymphom zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (DLBCL), im
Therapieverlauf und nach Therapieende sowie der Vergleich zu immunologisch gesunden Spendern
(GS). B) Prozentualer Anteil der CD14* Monozyten von gesunden Spendern (GS) im Vergleich zu
DLBCL Patienten und Anzahl an Monozyten pro ml Blut (C). Die Anzahl der Monozyten im Blut wurde
anhand des prozentualen Anteils der Monozyten aus den CD45* Leukozyten bezogen auf die
Gesamtzahl der Leukozyten pro ml Blut bestimmt. D) Veranderung des prozentualen Anteils an
Monozyten aus den CD45* Leukozyten und der Anzahl an Monozyten pro ml Blut (E) durch die
Behandlung mit Prednison (vor R-CHOP) und durch die R-CHOP Therapie (unter R-CHOP = Zyklus 3
oder 4; Therapieende = Zyklus 6 oder 8). F) Prozentualer Anteil an Monozyten zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Therapieende (3 M, 9 M und 15 M = Nachsorgetermine nach 3, 9 bzw. 15 Monaten)

Da ein wichtiger Baustein der Behandlung des DLBCL neben der Chemotherapie die Gabe
von Rituximab ist, sollte zudem der Anteil und die Anzahl der CD16" Monozyten untersucht

werden. Rituximab ist ein chimarer Antikérper, der den Fcy-Rezeptor 11l (CD16) binden kann.
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Um den Anteil der CD16" Monozyten im Durchflusszytometer zu analysieren, wurden die
CD14* Zellen weiter nach CD16" aufgetrennt (Abbildung 8). Abbildung 11A zeigt einen

Uberblick des prozentualen Anteils der CD16* Monozyten zu allen untersuchten Zeitpunkten.
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Abbildung 11: Einfluss der DLBCL-Erkrankung und der R-CHOP Therapie auf die Anzahl und den
Anteil an CD16* Monozyten. A) Ubersicht (iber den prozentualen Anteil an CD16* Monozyten an den
CD45* Leukozyten im Verlauf der R-CHOP Therapie bei Patienten mit DLBCL sowie zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Therapieende (Nachsorge). B) Prozentualer Anteil der CD16* Monozyten aus den
Leukozyten bei DLBCL Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (DLBCL) verglichen zu den
gesunden Spendern (GS) und C) Anzahl der CD16* Monozyten pro ml Blut. Diese wird bestimmt durch
den prozentualen Anteil der CD16* Monozyten aus den CD45* Leukozyten bezogen auf die Gesamtzahl
der Leukozyten pro ml Blut. D-E) Veranderung des prozentualen Anteils der CD16* Monozyten (D) und
der Anzahl der CD16* Monozyten pro ml Blut (E) durch die Gabe von Prednison (vor R-CHOP) und die
Therapie mit mehreren Zyklen R-CHOP (unter R-CHOP = Zyklus 3 oder 4; Therapieende = Zyklus 6
oder 8). F) Prozentualer Anteil der CD16* Monozyten zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Therapieende (3 M, 9 M und 15 M = Nachsorgetermine nach 3, 9 bzw. 15 Monaten).

Bei der statistischen Analyse wurden zunachst die DLBCL Patienten zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung mit immunologisch gesunden Spendern verglichen. Dabei zeigte sich bei
den Patienten ein signifikant erhohter Anteil der CD16" Monozyten an den Leukozyten

(Abbildung 11B). Zudem zeigte sich eine deutliche Streuung des prozentualen Anteils der
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CD16" Monozyten bei den Patienten. So reichte dieser bei den gesunden Spendern von 1,2 %
bis 9 % und bei den DLBCL Patienten von 2 % bis 35 %. Ahnlich der Gesamtzahl der
Monozyten pro ml Blut, zeigte sich auch bei den CD16" Monozyten ein geringerer Anstieg der
Gesamtzahl der Zellen (vergleiche Abbildung 10C und 11C). Jedoch konnten auch in der
Gesamtzahl der CD16* Monozyten gro3e Schwankungen innerhalb der DLBCL Patienten
beobachtet werden (Abbildung 11C). Die initiale Behandlung der Patienten mit Prednison
fuhrte zu einer Verringerung des prozentualen Anteils an CD16" Monozyten (Abbildung 11D)
und zu einer tendenziell verringerten Gesamtzahl an CD16* Monozyten (Abbildung 11E). Die
Behandlung der Patienten mit R-CHOP und G-CSF (Filgrastim) hingegen flihrte zu einem sehr
starken Anstieg der Gesamtzahl der CD16* Monozyten und des prozentualen Anteils der
CD16* Monozyten im Verlauf der Therapie (Abbildung 11D und E). Im Vergleich zum Anstieg
der Monozyten im Verlauf der Therapie, zeigte sich bei den CD16" Monozyten ein schnellerer
und starkerer Anstieg, vor allem bei der Gesamtzahl der CD16* Monozyten (Vergleiche
Abbildung 10E mit 11E). Allerdings zeigte sich nach Therapieende eine schnellere
Normalisierung des prozentualen Anteils an CD16* Monozyten im Vergleich zum prozentualen
Anteil der Gesamtpopulation der Monozyten (vergleiche Abbildung 10F mit 11F). Bereits
9 Monate nach Therapieende konnte kein signifikanter Unterschied mehr zum prozentualen
Anteil der CD16" Monozyten der gesunden Probanden beobachtet werden (Abbildung 11F).
Jedoch zeigten sich bei den DLBCL Patienten auch nach Therapieende deutliche
Schwankungen mit einem prozentualen Anteil der CD16" Monozyten zwischen 0,38 % und
36,5 %. Bei den gesunden Spendern hingegen lag der prozentuale Anteil der
CD16* Monozyten bei allen Spendern unter 10 % (Abbildung 11F).

Neben den CD16* Monozyten wurde auch der Anteil und die Anzahl der CD56" Monozyten
untersucht. Es ist bereits gezeigt, dass eine Erhéhung des Anteils CD56* Monozyten in
Zusammenhang mit dem Alter gebracht wird [Krasselt 2013]. Allerdings ist bisher nichts
darlber bekannt, inwieweit die DLBCL Erkrankung einen zuséatzlichen Einfluss haben kdnnte.
Um einen Einfluss des Alters auszuschlieRen, wurden die gesunden Spender vom Alter
entsprechend den DLBCL Patienten ausgewahlt (Abbildung 6). Abbildung 12A zeigt einen
Uberblick des prozentualen Anteils der CD56* Monozyten zu allen untersuchten Zeitpunkten.
Bei den gesunden Spendern reichte der prozentuale Anteil der CD56" Monozyten von 0,3 %
bis 8,2 %. Bei den DLBCL Patienten zeigte sich ein stark signifikant erhdhter Anteil der
CD56" Monozyten. Dieser reichte von 1 % bis 21,4 % (Abbildung 12B). In der Gesamtzahl der
CD56* Monozyten pro ml Blut konnte eine schwach signifikante Erhéhung der Zellen bei den
DLBCL Patienten im Vergleich zu den gesunden Probanden festgestellt werden. Zudem
zeigten sich auch in der Gesamtzahl der CD56* Monozyten deutliche Schwankungen bei den
DLBCL Patienten zwischen 2 x 10* Zellen/ml Blut und 35 x 10* Zellen/ml Blut (Abbildung 12C).
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Durch die initiale Behandlung der Patienten mit Prednison zeigte sich keine Veranderung im
prozentualen Anteil (Abbildung 12D) und in der Gesamtzahl der CD56" Monozyten
(Abbildung 12E).
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Abbildung 12: Einfluss der DLBCL-Erkrankung und der R-CHOP Therapie auf die Anzahl und den
Anteil an CD56* Monozyten. A) Ubersicht des prozentualen Anteils an CD56* Monozyten aus den
CD45* Leukozyten im Verlauf der R-CHOP Therapie bei Patienten mit DLBCL sowie zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Therapieende (Nachsorge). B) Prozentualer Anteil der CD56* Monozyten aus den
Leukozyten bei DLBCL Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (DLBCL) verglichen mit
gesunden Spendern (GS) und C) Anzahl der CD56* Monozyten pro ml Blut. Diese wird anhand des
prozentualen Anteils der CD56* Monozyten aus den CD45* Leukozyten bezogen auf die Gesamtzahl
der Leukozyten pro ml Blut bestimmt. D) Veranderung des prozentualen Anteils der CD56* Monozyten
und der Anzahl der CD56* Monozyten pro ml Blut (E) durch die Gabe von Prednison (vor R-CHOP) und
durch die Therapie mit mehreren Zyklen R-CHOP (unter R-CHOP = Zyklus 3 oder 4;
Therapieende = Zyklus 6 oder 8). F) Prozentualer Anteil der CD56* Monozyten zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Ende der Therapie (3 M, 9 M und 15 M = Nachsorgetermine nach 3, 9 bzw.
15 Monaten).
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Die Behandlung der Patienten mit mehreren Zyklen R-CHOP flihrte bis zum Therapieende zu
einem leicht signifikanten prozentualen Anstieg der CD56" Monozyten (Abbildung 12D).
Analog zum prozentualen Anstieg der CD56* Monozyten stieg auch die Gesamtzahl der
CD56" Monozyten pro ml Blut im Verlauf der R-CHOP Therapie tendenziell an

(Abbildung 12E). Zudem zeigte sich bei einigen Patienten ein enorm starker Anstieg der
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CD56"* Monozyten mit einer Gesamtzahl von bis zu 100 x 10* Zellen/ml Blut im letzten Zyklus
der Therapie. Nach Therapieende normalisierte sich der prozentuale Anteil der
CD56" Monozyten innerhalb der ersten 9 Monate wieder. Auch die enormen Schwankungen
im prozentualen Anteil der CD56* Monozyten normalisierten sich rasch nach Therapieende
(Abbildung 12F).

3.2.7. Quantitative Anderung der B-Zellen durch die R-CHOP Therapie bei
Patienten mit DLBCL

Fir die Bestimmung des prozentualen Anteils der B-Zellen wurden die CD45/CD14" Zellen
hinsichtlich ihrer CD19 Expression ausgewahlt, wobei die CD19" Zellen den B-Zellen
entsprechen (Abbildung 8). Abbildung 13A zeigt einen Uberblick Uiber den prozentualen Anteil
der B-Zellen im gesamten Therapieverlauf und zu verschiedenen Nachsorgeterminen.
Zwischen den DLBCL Patienten vor Therapiebeginn und den immunologisch gesunden
Spendern zeigte sich kein Unterschied im prozentualen Anteil der B-Zellen (Abbildung 13B).
Die Gesamtzahl der B-Zellen pro ml Blut hingegen verringerte sich signifikant (Abbildung 13C).
Allerding fiel auch hier eine deutlich héhere Schwankung des prozentualen Anteils der
B-Zellen zwischen den einzelnen Patienten auf. Dieser erreichte bei zwei Patienten einen
Anteil von uber 30 %. Bei den gesunden Spendern hingegen wurden keine prozentualen
Anteile der B-Zellen an den CD45" Leukozyten von Uber 12 % beobachtet (Abbildung 13B).
Die enorme Streuung bei den DLBCL Patienten wird zusatzlich unter dem Aspekt verdeutlicht,
dass der Median des prozentualen Anteils der B-Zellen bei den Patienten tendenziell niedriger
ist als bei den gesunden Spendern. Das heil’t, dass die Mehrheit der Patienten einen
geringeren Anteil an B-Zellen aufweist als die gesunden Spender. Die initiale Behandlung der
Patienten mit Prednison hatte keinen Einfluss auf den prozentualen Anteil der B-Zellen, fihrte
jedoch zu einer héheren Gesamtzahl an B-Zellen pro ml Blut. Durch die Behandlung der
Patienten mit R-CHOP kam es direkt zum erwarteten Verlust der B-Zellen (Abbildung 13A).
Dieser zeigte sich sowohl in der Gesamtzahl der B-Zellen pro ml Blut (Abbildung 13C) als auch
im prozentualen Anteil (Abbildung 13B). Nach Therapieende zeigte sich, dass sich der Anteil
der B-Zellen lange Zeit nicht wieder erhdhte. Bis zu 6 Monate nach Therapieende war kaum
ein Anstieg der B-Zellen zu beobachten (Abbildung 13A) und auch nach 9 Monaten gab es
noch einen deutlich signifikanten Unterschied des prozentualen Anteils der B-Zellen zwischen
den Patienten und den gesunden Spendern. Es zeigte sich jedoch, dass es ab dem 9. Monat
nach Therapieende deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Patienten gab (Abbildung
13A und F).



Ergebnisse | 37

A 40

T T
= 10
Q
©
N
: E
= 5
[}
€
<

ol + + = L= ==x8

GS DLBCL 1 2 3 4 5 6 7 8 3 6 9 12 15
Zyklus (R-CHOP) Nachsorge (Monate)
40— 50
B Cy £ eGs 4
. N : 40 R e DLBCL B Diagnosestellung
X 30 £ . = vor R-CHOP
3 T 30d ° 3 unter R-CHOP
,&j 204 % ¢ [ Therapieende
] . N 204 B Nachsorge 3 M
2 ol & o 2 ® = Nachsorge 9 M
< é& . g 104 8 v BEE Nachsorge 15 M
gl - c = Gs
ol 8 ¢ < o

Kokkk kitad *hkk

D gg_ Hkkk E B 60 * *kkk F 40 ok

B 40 .

20 T T < T T ot - T -

x o <

< 10 E 25 = 10

@ c <

2 g+ o 20 = 8-

[0 — O

N o} N

& 6 N 15 d 67

= o =

2 44 = 10 © 4+

<C @© c
2 N 54 < 2+
o = = < o= ==

Abbildung 13: Einfluss der DLBCL-Erkrankung und der R-CHOP Therapie auf den Anteil und die
Anzahl der B-Zellen. A) Uberblick (ber die Veranderung des B-Zell-Anteils durch die
DLBCL-Erkrankung und durch die Therapie mit R-CHOP. Dargestellt ist der prozentuale Anteil an
B-Zellen aus den CD45* Leukozyten bei gesunden Spendern (GS) und bei Patienten mit diffus
groRzelligem B-Zell-Lymphom zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (DLBCL) und wahrend der
verschiedenen Zyklen mit R-CHOP sowie innerhalb der ersten 15 Monate nach Therapieende.
B) Statistische Auswertung des prozentualen Anteils der B-Zellen aus den CD45* Leukozyten bei
gesunden Spendern (GS) im Vergleich zu DLBCL Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
(DLBCL) und der Anzahl der B-Zellen pro ml Blut (C). Bestimmt wurde die Anzahl der B-Zellen durch
den prozentualen Anteil der B-Zellen aus den CD45* Leukozyten bezogen auf die Gesamtzahl der im
Blut enthaltenen Leukozyten. D) Veranderung des prozentualen Anteils der B-Zellen durch die Therapie
der Patienten mit Prednison (vor R-CHOP) und durch die Behandlung mit R-CHOP (unter R-CHOP =
Zyklus 3 oder 4; Therapieende = Zyklus 6 oder 8). E) Veranderung der Anzahl der B-Zellen pro ml Blut
durch die Behandlung der Patienten mit Prednison und R-CHOP. F) Prozentualer Anteil der B-Zellen
aus den CD45* Leukozyten zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Ende der Therapie (3 M, 9 M und
15 M = Nachsorgetermine nach 3, 9 bzw. 15 Monaten).

3.2.8. Quantitative Veranderung der T-Zellen und ihrer Subpopulationen
bei Patienten mit DLBCL

Fir die Bestimmung des prozentualen Anteils der T-Zellen wurden aus den aufgereinigten
PBMC die CD45/CD14 Zellen ausgewahlt und aus dieser Population die CD3" Zellen
analysiert. Diese entsprechen der Gesamtpopulation der T-Zellen (Abbildung 8). Abbildung
14A zeigt einen Uberblick des prozentualen Anteils der T-Zellen zu allen untersuchten

Zeitpunkten. Beim Vergleich des prozentualen Anteils der T-Zellen zwischen den Patienten
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mit DLBCL und den immunologisch gesunden Spendern zeigte sich ein signifikant erniedrigter
Anteil der T-Zellpopulation bei den DLBCL Patienten. Im Median betrug der prozentuale Anteil
bei den gesunden Spendern 49 %, bei den DLBCL Patienten hingegen nur 40 %
(Abbildung 14B).
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Abbildung 14: Einfluss der DLBCL-Erkrankung und der R-CHOP Therapie auf die Anzahl und den
Anteil der T-Zellen. A) Ubersicht des prozentualen Anteils der T-Zellen an der Gesamtzahl der CD45*
Leukozyten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (DLBCL), im Therapieverlauf der R-CHOP Therapie
und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Therapieende (Nachsorge) sowie der Vergleich zu
immunologisch gesunden Spendern (GS). B) Prozentualer Anteil der T-Zellen von gesunden Spendern
(GS) im Vergleich zu DLBCL Patienten und Gesamtzahl der T-Zellen pro ml Blut (C). Die Gesamtzahl
der T-Zellen im Blut wurde durch den prozentualen Anteil der T-Zellen aus den CD45* Leukozyten
bezogen auf die Gesamtzahl der Leukozyten pro ml Blut bestimmt. D) Veranderung des prozentualen
Anteils der T-Zellen aus den CD45* Leukozyten und der Anzahl der T-Zellen pro ml Blut (E) durch die
Behandlung mit Prednison (vor R-CHOP) und durch die R-CHOP Therapie (unter R-CHOP = Zyklus 3
oder 4; Therapieende = Zyklus 6 oder 8). F) Prozentualer Anteil der T-Zellen zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Therapieende (3 M, 9 M und 15 M = Nachsorgetermine nach 3, 9 bzw. 15 Monaten).

Auch die Gesamtzahl der T-Zellen pro ml Blut verringerte sich bei den DLBCL Patienten mit
einer Anzahl (Median) von 42 x 10* Zellen/ml Blut im Vergleich zu 66 x 10* Zellen/ml bei den
gesunden Spendern (Abbildung 14C). Durch die initiale Gabe von Prednison veranderte sich
weder der prozentuale Anteil der T-Zellen noch die Gesamtzahl (Abbildung 14D und E). Mit
Beginn der R-CHOP Therapie hingegen sank der prozentuale Anteil der T-Zellen deutlich ab.
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Bis Therapieende betrug der Anteil der T-Zellen nur noch zwischen 3 % und 45 % mit einem
Median von 13 % (Abbildung 14D). Auch die Gesamtzahl der im Blut zirkulierenden T-Zellen
verringerte sich im Verlauf der R-CHOP Therapie signifikant (Abbildung 14E). Zudem zeigte
sich bei den DLBCL Patienten vor Beginn der Therapie ein deutlicher Unterschied in der
Gesamtzahl der T-Zellen mit einem Minimum von 8 x 10* Zellen/ml Blut und einem Maximum
von 211 x 10* Zellen/ml Blut. Am Ende der Therapie hingegen hatte keiner der Patienten mehr
als 42 x 10* T-Zellen/ml Blut (Abbildung 14E). Nach Beendigung der R-CHOP Therapie stieg
der prozentuale Anteil der T-Zellen direkt wieder an (Abbildung 14F).

Neben der Gesamtpopulation der T-Zellen wurde auch der Anteil an CD16" T-Zellen
untersucht. Diese kdnnen Rituximab binden und kénnten somit eine Antikérper-abhangige
zytotoxische Funktion ausiiben. Abbildung 15A zeigt einen Uberblick (iber den prozentualen
Anteil der CD16" T-Zellen der immunologisch gesunden Spender und der DLBCL Patienten

zu allen untersuchten Zeitpunkten.
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Abbildung 15: Einfluss der DLBCL-Erkrankung und der R-CHOP Therapie auf die Anzahl und den
Anteil an CD16* T-Zellen. A) Ubersicht (iber den prozentualen Anteil der CD16* T-Zellen an den
CD45* Leukozyten von DLBCL Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (DLBCL), im Verlauf der
R-CHOP Therapie und im Vergleich zu gesunden Spendern (GS) sowie zu verschiedenen Zeitpunkten
nach Therapieende (Nachsorge). B) Prozentualer Anteil der CD16* T-Zellen bei DLBCL Patienten zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung (DLBCL) im Vergleich zu gesunden Spendern (GS). C) Veranderung
des prozentualen Anteils der CD16* T-Zellen durch die Gabe von Prednison (vor R-CHOP) und die
Therapie mit mehreren Zyklen R-CHOP (unter R-CHOP = Zyklus 3 oder 4; Therapieende = Zyklus 6
oder 8).
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Quantitativ zeigte sich kein signifikanter Unterschied des prozentualen Anteils der
CD16* T-Zellen zwischen den DLBCL Patienten und den gesunden Spendern
(Abbildung 15B). Auch durch die initiale Behandlung der Patienten mit Prednison und der
anschlieBenden R-CHOP Therapie Uber mehrere Zyklen kam es zu keiner signifikanten
Anderung des prozentualen Anteils der CD16* T-Zellen (Abbildung 15C).

Zu den bekanntesten unkonventionellen T-Zellen gehoren die naturlichen Killer-T-Zellen
(NKT-Zellen), die unter anderem durch die Expression von CD56 beschrieben werden.
NKT-Zellen sind dafir bekannt, dass sie eine zytotoxische Funktion gegen verschiedene
Tumore ausliben kdnnen [Hoyle 1998, Ortaldo 1991, Pievani 2011]. Daher wurde auch der
Anteil der CD56" T-Zellen bei DLBCL Patienten untersucht (Abbildung 16). Beim Vergleich der
DLBCL Patienten mit den immunologisch gesunden Spendern wurde kein Unterschied im
prozentualen Anteil der CD56* T-Zellen beobachtet (Abbildung 16A und B). Auch die
Behandlung der Patienten mit R-CHOP fiihrte zu keiner Anderung des prozentualen Anteils
der CD56" T-Zellen (Abbildung 16A und C).

A ;\;25—
§, 20+
S
'_I 15_
58 10
Q
O
T 7
) =
< 0 T T I I | T | | | I T I T I

GS DLBCL 1 2 3 4 5 6 7 8 3 6 9 12 15
Zyklus (R-CHOP) Nachsorge (Monate)

B :\525_ ® GS C e 257 Bl Diagnosestellung
~ e DLBCL ~
S 20 . S 20 = vor R-CHOP
9 15 . S I unter R-CHOP
= H - [ Therapieende
© @ ° ©
n 109 o M v 10+
o) ° 0
(@) g’ o.:g. O
P & :
c oS c
<< gL %, < g

Abbildung 16: Einfluss der DLBCL-Erkrankung und der R-CHOP Therapie auf die Anzahl und den
Anteil der CD56* T-Zellen. A) Ubersicht des prozentualen Anteils der CD56* T-Zellen an den
CD45* Leukozyten bei Patienten mit DLBCL zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (DLBCL), im Verlauf
der R-CHOP Therapie und im Vergleich zu immunologisch gesunden Spendern (GS) sowie zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Therapieende (Nachsorge). B) Prozentualer Anteil der CD56* T-Zellen
an den Leukozyten bei DLBCL Patienten bei Diagnosestellung (DLBCL) im Vergleich zu gesunden
Spendern (GS). C) Einfluss der Gabe von Prednison (vor R-CHOP) und der Therapie mit mehreren
Zyklen R-CHOP (unter R-CHOP = Zyklus 3 oder 4; Therapieende = Zyklus 6 oder 8) auf den
prozentualen Anteil der CD56* T-Zellen.
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3.2.9. Quantitative Anderung der NK Zellen durch die R-CHOP Therapie bei
Patienten mit DLBCL

Fir die Bestimmung des prozentualen Anteils der NK Zellen wurden die
CD45*/CD19/CD3 Zellen hinsichtlich ihrer Expression von CD56 und CD16 untersucht. Bei
den NK Zellen unterscheidet man vor allem zwischen zwei Hauptpopulationen, den
CD5619" NK Zellen, die kein oder kaum CD16 exprimieren, und den CD56%™ NK Zellen, die
CD16 erhoht exprimieren. Fir die Bestimmung des prozentualen Anteils der NK Zellen an den
CD45" Leukozyten wurden beide Populationen in die Analyse miteinbezogen (siehe
Abbildung 8).
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Abbildung 17: Einfluss der DLBCL Erkrankung und der R-CHOP Therapie auf den Anteil und die
Anzahl an NK Zellen. A) Darstellung der Verdnderung des prozentualen Anteils an NK Zellen durch
die DLBCL-Erkrankung und durch die Therapie mit R-CHOP. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der
NK Zellen an den CD45* Leukozyten bei gesunden Spendern (GS) und bei Patienten mit diffus
groRzelligem B-Zell-Lymphom zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (DLBCL) und wahrend der
verschiedenen Zyklen mit R-CHOP, sowie innerhalb der ersten 15 Monate nach Therapieende.
B) Statistische Auswertung des prozentualen Anteils der NK Zellen bei gesunden Spendern (GS) im
Vergleich zu DLBCL Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (DLBCL) und C) der Gesamtzahl
der NK Zellen pro ml Blut. Bestimmt wurde die Gesamtzahl der NK Zellen pro ml Blut durch den
prozentualen Anteil der NK Zellen an den CD45* Leukozyten bezogen auf die Gesamtzahl der im Blut
enthaltenen Leukozyten. D) Veranderung des prozentualen Anteils der NK Zellen durch die Therapie
der Patienten mit Prednison (vor R-CHOP) und durch die Behandlung mit R-CHOP (unter R-CHOP =
Zyklus 3 oder 4; Therapieende = Zyklus 6 oder 8). E) Veranderung der Gesamtzahl der NK Zellen pro
ml Blut durch die Behandlung der Patienten mit Prednison und R-CHOP. F) Prozentualer Anteil der
NK Zellen an den CD45* Leukozyten zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Ende der Therapie (3 M,
9 M und 15 M = Nachsorgetermine nach 3, 9 bzw. 15 Monaten).
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Abbildung 17A zeigt einen Uberblick (ber den Anteil der NK Zellen bei den gesunden
Spendern im Vergleich zu den DLBCL Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung und
unter R-CHOP Therapie, sowie zu verschiedenen Zeitpunkten nach Therapieende. Weder der
prozentuale Anteil der NK Zellen noch die Gesamtzahl der NK Zellen pro ml Blut unterschied
sich zwischen den DLBCL Patienten vor Therapiebeginn und den immunologisch gesunden
Spendern (Abbildung 17B und C). Auch die initiale Behandlung der Patienten mit Prednison
fuhrte zu keiner signifikanten Veranderung des prozentualen Anteils oder der Gesamtzahl der
NK Zellen (Abbildung 17D und E). Durch die Behandlung der Patienten mit R-CHOP hingegen
verringerte sich sowohl der prozentuale Anteil der NK Zellen signifikant als auch die
Gesamtzahl der im Blut enthaltenen NK Zellen. Nach Ende der R-CHOP Therapie erhéhte
sich der prozentuale Anteil der NK Zellen direkt wieder signifikant innerhalb der ersten
3 Monate. Dabei zeigte sich eine leichte Uberkompensation, bei der der prozentuale Anteil der
NK Zellen 3 Monate nach Therapieende im Vergleich zu den gesunden Spendern signifikant
erhéht war. 9 Monate nach Therapieende normalisierte sich der Anteil der NK Zellen wieder
(Abbildung 17A und F).

3.3. Untersuchung der zytotoxischen Funktion von NK Zellen

Um die zytotoxische Funktion der NK Zellen bei Patienten mit DLBCL zu untersuchen, wurden
die NK Zellen aus den PBMC mittels Microbeads von Miltenyi isoliert. Hierfiir wurden zunachst
die Monozyten, Granulozyten und T-Zellen durch die Verwendung von CD14, CD15 und CD3
Microbeads depletiert und im Anschluss die NK Zellen mittels CD56 positiv isoliert
(Abbildung 5). Die isolierten NK Zellen wurden tuber Nacht in AIMV/10 % FCS bei 37 °C und
5 % CO: kultiviert. Die zytotoxische Funktion der NK Zellen wurde anschlief3end im Real-Time
Killing Assay untersucht. In die Analyse der Zytotoxizitdt der NK Zellen gingen nur
aufgereinigte NK Zellen ein, die eine Reinheit von Uber 80 % aufwiesen. Dabei wurde sowohl
die ,natirliche Zytotoxizitat* gegen K562 Zellen untersucht, als auch die Antikérper-abhangige
zellulare Zytotoxizitat (ADCC) gegen U-2932 (Abbildung 18A und B). Bei den U-2932 handelt
es sich um eine DLBCL-Zelllinie, die CD20 auf ihrer Oberflache exprimiert. Durch die
Verwendung des chimaren anti-CD20 Antikérpers Rituximab kann die Antikdrper-abhangige
Zytotoxizitat der NK Zellen bestimmt werden (Abbildung 18A). Als Negativkontrolle wurde
zudem die Zytotoxizitat der NK Zellen gegen U-2932 Zellen ohne die Verwendung von
Rituximab bestimmt und von der Zytotoxizitdt der U-2932 mit Rituximab abgezogen
(Abbildung 18B). Die K562 Zellen hingegen zeichnen sich durch die fehlende Expression von
MHC-Klasse | aus, wodurch ein starkes inhibitorisches Signal fir die NK Zellen verloren geht,
was zu deren Aktivierung fuhrt (Abbildung 18A).
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Abbildung 18: Zytotoxische Funktion der NK Zellen bei DLBCL Patienten. A) Schematische
Ubersicht der verwendeten Zielzelllinien und der Mechanismus der Zielzellerkennung durch die
NK Zellen. U-2932 Zellen werden durch die Bindung von Rituximab an CD20 Uber den Fcy-Rezeptor lli
der NK Zellen erkannt und daraufhin eliminiert. K562 Zellen werden durch das Fehlen von MHC-Klasse |
als korperfremde Zellen erkannt und durch das Fehlen eines starken inhibitorischen Signals von den
NK Zellen eliminiert. B) Beispielhafte Darstellung einer Killing-Kurve eines DLBCL Patienten. Die
Verwendung der U-2932 Zellen ohne Rituximab zeigt dabei den Anteil an unspezifischem Killing bzw.
die Hohe des Hintergrundsignals. Rituximab-spezifisches Killing entspricht daher der Differenz
zwischen der Zielzelllyse zwischen U-2932 mit Rituximab und der Zielzelllyse der U-2932 ohne
Rituximab. C) Prozentzahl der lysierten U-2932 (links) und der K562 Zellen (rechts) durch NK Zellen
von gesunden Spendern (GS) im Vergleich zu DLBCL Patienten vor Therapiebeginn (DLBCL).
Dargestellt ist der prozentuale Anteil der lysierten Zellen nach 240 min. D) Einfluss der initialen Gabe
von Prednison (vor R-CHOP) und der R-CHOP Therapie (unter R-CHOP = Zyklus 3 oder 4;
Therapieende = Zyklus 6 oder 8) auf die Lyse von U-2932 Zellen (links) und K562 Zellen (rechts).
Dargestellt ist der prozentuale Anteil der lysierten Zellen nach 240 min. In allen Killing-Versuchen mit
NK Zellen wurde eine Effektor- zu Zielzell-Ratio von 2:1 verwendet. RTX=Rituximab.

Abbildung 18C und D zeigt jeweils den Prozentsatz der lysierten Zielzellen nach 240 Minuten.
Durch die Erkrankung der Patienten mit DLBCL zeigte sich keine veranderte
Rituximab-abhangige Zytotoxizitat der NK Zellen gegen die U-2932 (Abbildung 18C links),
wohingegen die Zytotoxizitat der NK Zellen gegen die K562 Zellen signifikant erhdht war
(Abbildung 18C rechts). Die Behandlung der Patienten mit R-CHOP hatte keinen Einfluss auf
die zytotoxische Funktion der NK Zellen (Abbildung 18D).

Allerdings zeigte sich durch die Behandlung der Patienten mit R-CHOP eine deutliche

Veranderung der Zusammensetzung der aufgereinigten NK Zellen. Bei den NK Zellen
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unterscheidet man vor allem zwischen den beiden Hauptpopulationen, den CD56%™ NK Zellen,
die durch eine hohe Expression von CD16 gekennzeichnet sind, und den CD569" NK Zellen,
die kein CD16 exprimieren (Abbildung 19A und B). Zudem gibt es vereinzelte
CD56%M NK Zellen, die kein CD16 exprimieren (hier CD569™CD167), NK Zellen, die nur eine
geringe Expression von CD16 aufweisen (CD16%™) und NK Zellen, die sowohl CD16 als auch
CD56 hoch exprimieren (CD56°"""CD16*).
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Abbildung 19: Verteilung der NK Subtypen bei Patienten mit DLBCL im Therapieverlauf.

A) Schematische Darstellung der analysierten NK Zell-Subpopulationen. B) Beispielhafte
durchflusszytometrische Analyse eines Patienten mit DLBCL zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (links)
und unter R-CHOP Therapie (rechts). Die durchflusszytometrische Analyse erfolgte nach Kultivierung
der aufgereinigten NK Zellen in AIMV/10 % FCS bei 37 °C und 5 % CO.. Gezeigt wird die
Gating-Strategie der aufgereinigten NK Zellen. Diese kénnen anhand ihrer CD16 und CD56 Expression
in verschiedene Subtypen unterteilt werden. C-G) Prozentualer Anteil der in B dargestellten
NK Subtypen an den CD45*/CD3-/CD19- Zellen in aufgereinigten NK Zellen bei Patienten mit DLBCL
vor Therapiebeginn (vor Vorphase), nach Prednisongabe (vor R-CHOP) und unter R-CHOP Therapie
(3-4. Zyklus = unter R-CHOP; 6-8. Zyklus = Therapieende).

Vor Therapiebeginn waren im Median 89,4 % der NK Zellen CD56%™ NK Zellen. Durch die
Behandlung der Patienten mit R-CHOP verringerte sich der Anteil der CD569™ NK Zellen
signifikant auf ca 60 % im Median (Abbildung 19C). Der Anteil der CD56" Zellen hingegen
betrug vor Therapiebeginn im Median nur ca. 1 % der NK Zellen und erhohte sich wahrend
der Behandlung mit R-CHOP signifikant auf 7,5 %. Bei vereinzelten Patienten konnten dabei
sogar Anteile von bis zu 29 % beobachtet werden (Abbildung 19D). Auch der Anteil der Zellen,
die CD16 nur in geringem Mal3e exprimieren erhdhte sich durch die Behandlung mit R-CHOP
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von 3 % vor Therapiebeginn auf 8 % (Abbildung 19E). Neben den CD56"" NK Zellen, die
kein CD16 exprimieren erhéhte sich durch die Behandlung mit R-CHOP auch der Anteil an
CD56%M NK Zellen, die kein CD16 exprimieren (Abbildung 19F). Zudem stieg durch die
Behandlung mit R-CHOP auch der Anteil der NK Zellen, die sowohl CD16 als auch CD56 stark
exprimieren von 1 % zu Therapiebeginn auf 7 % zum Therapieende signifikant an (Abbildung
19G). Zusammenfassend zeigte sich also, dass die CD56%™ NK Zellen, die vor Therapiebeginn
mit fast 90 % den gréRten Anteil der NK Zellen ausmachten, im Verlauf der R-CHOP Therapie
stark sanken und alle anderen NK Zell-Populationen signifikant anstiegen (Abbildung 19C-G).
Dabei zeigte sich bei den NK Zellen durch die Behandlung mit R-CHOP eine Verschiebung
der NK Zellen mit hoher CD16 Expression in Richtung von NK Zellen, die verringert CD16
exprimieren (Abbildung 19B).

3.4. Untersuchung der zytotoxischen Funktion von CD3* T-Zellen

Zu Beginn der Studie wurde zunachst die Zytotoxizitat von NK Zellen bestimmt, da diese daflr
bekannt sind, dass sie als Zellen der angeborenen Immunabwehr eine hohe zytotoxische
Aktivitdt gegen maligne entartete Zellen aufweisen. Zudem wird den NK Zellen eine Hauptrolle
in der Antikérper-abhangigen zellularen Zytotoxizitat zugeschrieben [Coénon 2022]. Im Verlauf
der Studie wurde ein Patient aufgenommen, der eine besondere Form des DLBCL hatte, die
sich durch ein vermehrtes Auftreten von CD56* T-Zellen auszeichnet. Es ist bereits bekannt,
dass funktionell reife CD3*CD56" NKT-ahnliche Zellen eine hohe Tumor-Lyse-Kapazitat
gegen viele verschiedene Tumorzellen besitzen [Hoyle 1998, Ortaldo 1991, Pievani 2011].
Da bei diesem Patienten mit T-Zell-reichem DLBCL der Anteil an CD56* T-Zellen vor
Therapiebeginn tUber 90 % der T-Zellen ausmachte (Abbildung 20A), wurden diese hinsichtlich
ihrer zytotoxischen Aktivitat untersucht. Hierfir wurden die CD3* Zellen nach vorheriger
Depletion von CD14 und CD15 mittels CD3 Microbeads positiv aufgereinigt (Abbildung 5) und
uber Nacht in AIMV/10 % FCS bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert. Die CD3" Zellen wurden fur
die weitere Isolation der NK Zellen verwendet. Im Real-Time Killing Assay zeigte sich bei
diesem Patienten dann allerdings Uberraschenderweise eine deutliche Rituximab-abhangige
zytotoxische Funktion der aufgereinigten CD3* T-Zellen gegen die DLBCL-Zelllinie U-2932.
Die Rituximab-abhangige Zytotoxizitat wird jedoch nicht uber CD56, sondern Uber CD16
vermittelt. Gegen die K562 Zellen hingegen zeigte sich bei diesem Patienten keine
zytotoxische  Aktivitdt  (Abbildung 20C). Aufgrund der hohen beobachteten
Rituximab-abhangigen Zytotoxizitat der CD3" T-Zellen bei dem Patienten mit T-Zell-reichem
DLBCL und dem Vorhandensein von CD16" T-Zellen bei diesem Patienten und bei weiteren
Patienten mit DLBCL (Abbildung 15B und 20B), wurde ab diesem Zeitpunkt neben der

zytotoxischen Funktion der NK Zellen auch die Zytotoxizitat der T-Zellen analysiert.
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Abbildung 20: Anteil CD56* und CD16" T-Zellen und deren zytotoxische Funktion bei einem
Patienten mit T-Zell- und Histiozyten-reichem DLBCL. A) Durchflusszytometrische Analyse der
PBMC des Patienten mit T-Zell- und Histiozyten-reichem DLBCL vor Therapiebeginn.
B) Durchflusszytometrische Analyse der aufgereinigten CD3* T-Zellen im 2. Zyklus der R-CHOP
Therapie C) Real-Time-Killing Assay mit den aufgereinigten CD3* T-Zellen aus B. Effektor- zu
Zielzell-Ratio von 10:1

Dabei zeigte sich, dass DLBCL Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung im Vergleich zu
immunologisch gesunden Spendern eine signifikant erhdhte Rituximab-abhangige
Zytotoxizitat gegen die U-2932 Zellen aufweisen. Bei 67 % der neu diagnostizierten DLBCL
Patienten zeigte sich eine Rituximab-spezifische Lyse der U-2932 Uber 20 %, bei den
gesunden Spendern hingegen nur bei 29 % der Spender (Abbildung 21A links).
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Abbildung 21: Veranderung der zytotoxischen Funktion von CD3* T-Zellen bei DLBCL Patienten.
A) Prozentzahl der lysierten U-2932 (links) und der K562 Zellen (rechts) durch aufgereinigte
CD3* T-Zellen von gesunden Spendern (GS) im Vergleich zu DLBCL Patienten zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung (DLBCL). B) Einfluss der initialen Gabe von Prednison (vor R-CHOP) und der
R-CHOP Therapie (unter R-CHOP = Zyklus 3 oder 4; Therapieende = Zyklus 6 oder 8) auf die Lyse von
U-2932 Zellen (links) und K562 Zellen (rechts) durch aufgereinigte CD3* T-Zellen. Gezeigt ist jeweils
die Endpunktlyse nach 240 min. In allen Killing-Versuchen mit isolierten CD3* T-Zellen wurde eine
Effektor- zu Zielzell-Ratio von 10:1 verwendet. RTX=Rituximab.
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Auch bei den K562 Zellen zeigte sich eine signifikant héhere Zielzelllyse bei den aufgereinigten
T-Zellen der Patienten mit DLBCL verglichen mit den gesunden Spendern. Hier lag mit
Ausnahme eines Patienten bei allen T-Zellen der Patienten die Zielzelllyse bei tiber 20 %. Bei
den gesunden Spendern hingegen zeigte sich nur bei 37 % der Spender eine Lyse der
K562 Zellen Uber 20 % (Abbildung 21A rechts). Durch die Behandlung der Patienten mit
R-CHOP erhdhte sich die Rituximab-abhangige Zytotoxizitdt der CD3* T-Zellen bis
Therapieende nochmals signifikant, gegen die K562 Zellen zeigte sich eine tendenziell erhdhte
Zytotoxizitat (Abbildung 21B). Da sich sowohl die Rituximab-spezifische Lyse, als auch die
Lyse der K562 Zellen zwischen den T-Zellen der Patienten vor Therapiebeginn und den
gesunden Spendern deutlich unterscheidet, wurde im nachsten Schritt Gberpruft, inwieweit
sich der Anteil der CD16* T-Zellen und der CD56" T-Zellen in den aufgereinigten und im
RealTime Killing Assay verwendeten T-Zellen zwischen den Patienten zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung und den gesunden Spendern unterscheidet. Hierflir wurden aufgereinigte
T-Zellen zum Zeitpunkt des Real-Time-Killing-Assays durchflusszytometrisch analysiert und
der prozentuale Anteil der CD16* T-Zellen und der CD56* T-Zellen an der Gesamtzahl der
CD3* Zellen bestimmt (Abbildung 22).
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Abbildung 22: prozentualer Anteil einzelner T-Zell-Subtypen. Durchflusszytometrische Analyse der
CD3* aufgereinigten T-Zellen. A) Prozentualer Anteil der CD16* Zellen. B) Prozentualer Anteil der
CD16*/CD56* Zellen. C) Prozentualer Anteil der CD56* Zellen. D) Prozentualer Anteil der yd T-Zellen.
E) Prozentualer Anteil der CD16* v T-Zellen. Grau = gesunde Spender (GS); Turkis = DLBCL Patienten
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung.

Dabei zeigte sich eine leicht signifikante Erhdhung des prozentualen Anteils der
CD16* T-Zellen bei den Patienten mit DLBCL (Abbildung 22A). Der prozentuale Anteil der
CD16*/CD56" doppelt-positiven Zellen hingegen unterschied sich nicht zwischen den beiden
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Kohorten (Abbildung 22B). Und auch im prozentualen Anteil der CD56* T-Zellen zeigte sich
keine Veranderung bei den Patienten mit DLBCL (Abbildung 22C). Neben den CD56" T-Zellen
gehoren auch die y6 T-Zellen zu den unkonventionellen T-Zellen, denen eine wichtige Rolle
bei der Tumorimmunitat zugeschrieben wird [Allegra 2022]. Im Vergleich zu den gesunden
Spendern zeigte sich ein signifikant erhdhter prozentualer Anteil der v T-Zellen bei den
DLBCL Patienten. Dieser stieg im Median von 4 % bei den gesunden Spendern auf 7 % bei
den DLBCL Patienten an (Abbildung 22D). Und auch der prozentuale Anteil der
CD16* y5 T-Zellen war bei den DLBCL Patienten signifikant erhdht (Abbildung 22E).

Eine weitere Méglichkeit einen Zusammenhang zwischen der erhéhten Zielzelllyse und den
einzelnen Subpopulationen der T-Zellen zu untersuchen, stellt die Korrelationsanalyse dar.
Hierbei sollte Uberprift werden, inwieweit der prozentuale Anteil der einzelnen
T-Zell-Subpopulationen mit der Prozentzahl der lysierten Zielzellen korreliert. Da die
U-2932 Zellen in Abhangigkeit von Rituximab, das den Fcy-Rezeptor Il (CD16) auf den
Effektorzellen bindet, lysiert werden, wurde zunachst die Korrelation zwischen dem
prozentualen Anteil der CD16" T-Zellen und der CD167/CD56" T-Zellen mit der
Rituximab-spezifischen Lyse der U-2932 Zellen bestimmt (Abbildung 23A und B).
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Abbildung 23: Korrelationsanalyse der Zielzelllyse mit dem prozentualen Anteil einzelner
T-Zell-Subtypen. A-C) Korrelationsanalyse der Rituximab-abhangigen Lyse der U-2932 Zellen mit dem
prozentualen Anteil der CD16* T-Zellen (A), der CD16*/CD56* Zellen (B) und der CD16* y& T-Zellen
(C). D-E) Korrelationsanalyse der Lyse der K562 Zellen mit dem prozentualen Anteil an CD56* T-Zellen
(D) und dem prozentualen Anteil an yd T-Zellen (E).
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Dabei zeigte sich keine Korrelation mit einem R? von 0,027 fir die Korrelation der
CD16* T-Zellen und der Lyse der U-2932 (Abbildung 23A) und einem R? von 0,098 flr die
Korrelation zwischen den CD16*/CD56" T-Zellen und der Lyse der U-2932 (Abbildung 23B).
Auch zwischen dem prozentualen Anteil der CD16" vy6T-Zellen wund der
Rituximab-spezifischen Lyse der U-2932 zeigte sich keine Korrelation mit einem R? von 0,0004
(Abbildung 23C). Auch die Korrelationsanalyse der Lyse der K562 Zellen mit den
Subpopulationen in den T-Zellen zeigte keinen Zusammenhang. Fir die Korrelation der
CD56* T-Zellen mit der Lyse der K562 ergab sich ein R? von 0,094 (Abbildung 23D) und fir
die Korrelation der yd T-Zellen mit der Lyse der K562 ein R? von 0,029 (Abbildung 23E).
Zusammenfassend konnte eine deutlich signifikante Erhéhung der zytotoxischen Aktivitat der
isolierten CD3" T-Zellen bei Patienten mit DLBCL beobachtet werden, jedoch lie3 sich diese

nicht auf den prozentualen Anteil spezieller Subpopulationen zurtickflihren.

3.5. Einfluss des Anteils CD16* Monozyten auf die Prognose von
DLBCL Patienten

Bei der Analyse der prozentualen Anteile einzelner Zellpopulationen in den PBMC zeigte sich
bei den DLBCL Patienten vor Therapiebeginn im Vergleich zu den gesunden Spendern haufig
eine starke Streuung des prozentualen Anteils einzelner Zelltypen. Diese Streuung zeigte sich
vor allem im prozentualen Anteil der Monozyten (Abbildung 10B), der CD16" Monozyten
(Abbildung 11B), der CD56" Monozyten (Abbildung 12B), und der B-Zellen (Abbildung 13B).
Im Folgenden sollte daher untersucht werden, inwieweit ein deutlich veranderter Anteil der
einzelnen Zellpopulationen einen Aufschluss Uber die Prognose der Patienten geben kann.
Dabei sollte die Progredienz der Erkrankung fir das erste Jahr nach Therapieende untersucht
werden. Von den 33 in die Studie aufgenommenen Patienten entwickelten 8 Patienten
innerhalb des ersten Jahres nach Therapieende ein Rezidiv oder sind im Verlauf der Therapie
verstorben. 14 Patienten verblieben das erste Jahr in Remission und 11 Patienten befinden
sich zum Zeitpunkt, als die Analyse flr diese Arbeit beendet wurde noch in Therapie oder
innerhalb des ersten Jahres nach Therapieende (Abbildung 24A). Bei der Analyse des
prozentualen Anteils der einzelnen Zelltypen an den PBMC und des Auftretens eines Rezidivs
innerhalb des ersten Jahres nach Therapieende, zeigte sich nur bei den CD16" Monozyten ein
signifikanter Einfluss des prozentualen Anteils der Zellen auf die Ausbildung eines Rezidivs.
Im Vergleich zu den gesunden Spendern, deren Anteil CD16* Monozyten bei allen Spendern
unter 10 % lag, zeigte sich bei 29 % der DLBCL Patienten vor Therapiebeginn ein prozentualer
Anteil der CD16* Monozyten von uber 10 %. Von diesen Patienten blieb nur ein Patient das
erste Jahr nach Therapieende in Remission, wobei dessen Anteil an CD16* Monozyten mit
12,8 % eher noch im unteren Bereich lag (Abbildung 24B).
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50 % der Patienten mit einem erhdhten Anteil an CD16" Monozyten haben innerhalb des

ersten Jahres ein Rezidiv entwickelt und 37,5 % befinden sich aktuell noch in Therapie
(Abbildung 24B).
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Abbildung 24: Einfluss der Menge an CD16" Monozyten zu Therapiebeginn auf die Prognose von
DLBCL Patienten. A) Verteilung der Patienten, welche entweder innerhalb des ersten Jahres nach
Therapieende in Remission verblieben sind (griin) oder aber bei denen sich innerhalb des ersten Jahres
nach Therapieende ein Rezidiv gebildet hat (rot). B) Prozentualer Anteil der CD16* Monozyten bei
gesunden Spendern (grau) im Vergleich zu den DLBCL Patienten vor Therapiebeginn. Dabei wird bei
den DLBCL Patienten unterschieden, inwieweit sich bei ihnen innerhalb des ersten Jahres nach
Therapieende ein Rezidiv bildete oder nicht. C und D) Vergleich des prozentualen Anteils der
CD16* Monozyten (C) und der Gesamtzahl der CD16* Monozyten pro ml Blut (D) zu Therapiebeginn

bei Patienten mit Rezidiv (rot) und Patienten in Remission (griin) innerhalb des ersten Jahres nach
Therapieende.

Vergleicht man direkt den prozentualen Anteil der CD16" Monozyten zwischen den Patienten,
die das erste Jahr in Remission verblieben und den Patienten mit Rezidiv, so zeigte sich bei
den Patienten mit Rezidiv ein signifikant erhohter Anteil an CD16" Monozyten zu
Therapiebeginn (Abbildung 24C). Auch die Gesamtzahl der CD16* Monozyten pro ml Blut war
bei Patienten mit Rezidiv zu Therapiebeginn signifikant erh6ht (Abbildung 24D)
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4. Diskussion

Das diffus grofzellige B-Zell-Lymphom (DLBCL) ist die haufigste Form des aggressiven
Non-Hodgkin-Lymphoms [Armitage 1998, 2017]. Trotz der verbesserten Standardtherapie
durch die Gabe von Rituximab kommt es bei ca. 30-50 % der Patienten zur Bildung eines
Rezidivs [Coiffier 2010, Pfreundschuh 2011]. Aufgrund dessen ist die prognostische
Beurteilung der Patienten wichtig fir die Entwicklung einer individualisierten Therapie bei
DLBCL. Zurzeit sind prognostische Marker haufig auf Seite der Tumore zu finden, wie zum
Beispiel dem immunhistochemischen Nachweis prognostischer Biomarker [Alex Chan
2019, Hans 2004, Papageorgiou 2021], der Erstellung von Genexpressionsanalysen
[Rosenwald 2002] oder einer frihen Zwischenanalyse mit Positronenemissionstomographie
[Mikhaeel 2009] nach Beginn der R-CHOP Therapie. Neben Unterschieden auf Seiten des
Tumors, die einen Einfluss auf die Prognose haben kénnen, spielt auch das Immunsystem
eine wichtige Rolle in der Bekampfung von Tumorerkrankungen. Daher wurde in dieser Arbeit
das Augenmerk auf die Seite des Immunsystems gelegt. Mit dieser Arbeit soll ein Uberblick
Uber quantitative, aber auch qualitative Veranderungen, der im Blut zirkulierenden
Immunzellen, bei DLBCL Patienten gegeben werden. Dafur wurde Blut sowohl zu Beginn der

Therapie, als auch im weiteren Therapieverlauf hinsichtlich der Zusammensetzung untersucht.

4.2. Quantitative Bestimmung der Granulozyten bei DLBCL

Patienten

Die Granulozyten gehdren zur Gruppe der Leukozyten und kénnen je nach Morphologie und
Farbeverhalten in neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten unterteilt werden. Da
der Anteil der eosinophilen und basophilen Granulozyten im peripheren Blut bei unter 5 %
liegt, wurden in dieser Arbeit nur neutrophile Granulozyten berlcksichtigt. Diese sind mit
ca. 70 % die haufigsten Leukozyten im peripheren Blut [Blanco-camarillo 2021]. Traditionell
werden zirkulierende Neutrophile auf einem diskontinuierlichen Dichtegradienten isoliert. Mit
dieser Technik befinden sich die Neutrophilen in der granulozytaren Fraktion mit hoher Dichte,
wahrend sich die PBMC in der Fraktion mit niedriger Dichte befinden [Mishalian 2017]. In
dieser Arbeit wurden mit der Dichtegradientenzentrifugation nur die Zellen mit niedriger Dichte
isoliert. In den letzten Jahren haben mehrere Studien gezeigt, dass ein betrachtlicher Anteil
von Granulozyten zusammen mit den PBMC, die eine niedrigere Dichte haben, aufgereinigt
wird. Diese einzigartige Population wird auch als ,Low-density-Neutrophile (LDN) bezeichnet
und in Zusammenhang mit verschiedenen pathologischen Zustanden wie HIV [Cloke 2012],
Autoimmunerkrankungen [Denny 2010] und Krebs [C.-Y. Liu 2010, Rodriguez
2009, Schmielau 2001] gebracht. Dabei zeigte sich in verschiedenen Studien ein erhdhter

Anteil der CD15* Neutrophilen, in den mittels Dichtegradienten aufgereinigten PBMC, bei
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Patienten mit verschiedenen fortgeschrittenen soliden Tumoren [C.-Y. Liu 2010, Rodriguez
2009, Sagiv 2015, Schmielau 2001]. Diese Beobachtungen in soliden Tumoren konnten in
dieser Arbeit nicht bestatigt werden. Im Gegenteil, bei den DLBCL Patienten zeigte sich ein
signifikant geringerer prozentualer Anteil an Granulozyten innerhalb der PBMC und auch die
Gesamtzahl der im Blut enthaltenen LDN war bei den DLBCL Patienten im Vergleich zu den
gesunden Spendern signifikant verringert. Eine mdgliche Erklarung fur den unerwartet
verringerten Anteil an Granulozyten bei den Patienten mit DLBCL kdnnte die Arbeit von
Manfroi et al. 2017 liefern. Diese zeigte, dass die transformierten B-Zellen der DLBCL
Patienten das Chemokin CXCL8 exprimieren. Bei gesunden B-Zellen hingegen konnte keine
Expression des Chemokins beobachtet werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
die transformierten B-Zellen dadurch in der Lage sind APRIL" Granulozyten aus dem Blut zum
Tumor zu rekrutieren. APRIL wird dabei sowohl von Granulozyten im peripheren Blut als auch
von Granulozyten im Knochenmark exprimiert [Manfroi 2017]. Diese Rekrutierung von
Granulozyten aus dem Blut in Abhangigkeit von der CXCL8 Expression der Tumorzellen, die
bisher nur fir DLBCL-Zellen beschrieben ist, konnte die in dieser Arbeit beobachtete
verringerte Anzahl an Granulozyten in den PBMC erklaren. Allerdings werden in der Arbeit von
Manfroi et al. 2017 Neutrophile aus der granulozytaren Fraktion untersucht. Um die
Abwanderung der LDNs aus dem Blut zum Tumor zu bestatigen, misste daher Uberpriift
werden, inwieweit die Granulozyten, die zusammen mit den PBMC isoliert werden, APRIL
positiv sind. In dieser Arbeit konnte allerdings ebenfalls gezeigt werden, dass auch 15 Monate
nach Ende der Therapie der Anteil der Neutrophilen in der LD-Fraktion bei den DLBCL
Patienten noch signifikant geringer ist, verglichen mit den gesunden Spendern. Dies wirde
gegen die Theorie sprechen, dass der erniedrigte Anteil der Granulozyten in den PBMC allein
durch ein Abwandern der Granulozyten aus dem Blut zum Tumor verursacht wird. Allerdings
ist der Unterschied nach Therapieende deutlich geringer als vor Therapiebeginn. Zudem
zeigten sich groRe Schwankungen zwischen den einzelnen Patienten. Daher sollten gerade
Patienten, die noch Monate nach Ende der Therapie einen signifikant verringerten Anteil an
Granulozyten aufweisen, beobachtet werden, inwieweit diese ein Rezidiv entwickeln.

Durch die Behandlung der Patienten mit R-CHOP erhdhte sich sowohl der prozentuale Anteil
der LDN als auch die Gesamtzahl der im Blut enthaltenen LDN. Die bei der Behandlung
verwendeten Zytostatika greifen in den Vermehrungszyklus von sich schnell teilenden Zellen
ein. Krebszellen, die eine besonders hohe Teilungsrate haben, sind somit besonders anfallig
fur Zytostatika. Allerdings gibt es auch gesunde Zellen im Kérper mit einer hohen Teilungsrate,
wie zum Beispiel Zellen des blutbildenden Knochenmarks, die durch die Gabe der Zytostatika
zerstort werden. Um zu verhindern, dass die Patienten aufgrund der Zerstérung der
Immunzellen eine zu hohe Infektanfalligkeit aufweisen, wird zusammen mit der Chemotherapie

auch Filgrastim gegeben. Filgrastim ist ein Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor
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(G-CSF), der die Reifung der Neutrophilen anregt. Die Freisetzung der Neutrophilen aus dem
Knochenmark hangt zudem von stimulierenden Faktoren und Zytokinen ab, darunter neben
IL-23 und IL-17 auch das G-CSF [Ocana 2017]. Durch das verfriihte Ausschitten unreifer
Granulozyten aus dem Knochenmark durch die Gabe von G-CSF, lasst sich zudem erklaren,
warum ein enormer Anstieg der Granulozyten in der Fraktion mit geringer Dichte beobachtet
werden kann. Denn wahrend sich reife Neutrophile vor allem in der granulozytaren Fraktion
mit hoher Dichte isolieren lassen, befinden sich unreife Granulozyten ausschlielich in der
Fraktion mit niedriger Dichte [Mishalian 2017]. Somit ist es nicht verwunderlich, dass der Anteil
der Neutrophilen in der LD Fraktion durch die Behandlung der Patienten mit Filgrastim

signifikant ansteigt.

4.3. Quantitative Bestimmung der Monozyten bei DLBCL Patienten

Monozyten sind angeborene Immunzellen des mononukledren Phagozytensystems, die sich
als wichtige Regulatoren der Krebsentwicklung und -progression erwiesen haben. Derzeit gibt
es drei Untergruppen von Monozyten, die klassischen Monozyten (CD14*CD16°), die
nichtklassischen Monozyten (CD14°*CD16*) und intermedidre Monozyten (CD14*CD16%)
[Ziegler-Heitbrock 2010]. Bei Krebserkrankungen erfiillen die verschiedenen Untergruppen
von Monozyten Funktionen, die sowohl zur pro- als auch zur anti-tumoralen Immunitat
beitragen, darunter Forderung der Angiogenese, Phagozytose, Sekretion von tumoriziden
Mediatoren, Umbau der extrazellularen Matrix, Rekrutierung von Lymphozyten und
Differenzierung in tumorassoziierte Makrophagen und dendritische Zellen [Olingy 2019]. In
dieser Arbeit wurde sowohl der prozentuale Anteil der Gesamtzahl der CD14" Monozyten
bestimmt als auch der prozentuale Anteil der intermedidren CD14*CD16* Monozyten. Dabei
zeigte sich ein signifikant erhdhter prozentualer Anteil der CD14* Monozyten und der
CD14*CD16" Monozyten bei den Patienten mit DLBCL im Vergleich zu den gesunden
Spendern. Dieser erhéhte Anteil der Monozyten kénnte durch vom Tumor stammenden
Chemokinen verursacht werden, die die Proliferation von Monozyten induzieren kénnen,
wodurch das Tumorwachstum geférdert wird. Monozyten werden aus dem Knochenmark ins
Blut freigesetzt und migrieren im Anschluss ins Gewebe, wo sie sich zu Makrophagen
differenzieren. Bei der Tumorimmunitat spielen dabei v.a. die tumorassoziierten Makrophagen
(TAMSs) eine entscheidende Rolle. Li et al. konnten bereits zeigen, dass bei DLBCL Patienten
die Anzahl der TAMs mit der Zahl der Monozyten im peripheren Blut korreliert [Y.-L. Li 2019].
TAMs kénnen dabei verschiedene Zytokine absondern, die das Tumorwachstum und die
Angiogenese fordern. Daher ist es nicht Uberraschend, dass bereits mehrere Studien zeigen
konnten, dass eine erhOhte Anzahl der im Blut zirkulierenden Monozyten mit einer
schlechteren Prognose einhergeht [Nitta 2015, Tadmor 2014, Wilcox 2011, C. Wu 2016]. Ein

etwas anderer Ansatz, bei dem das Lymphozyten- zu Monozyten-Verhaltnis untersucht wurde,
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zeigte gleiche Ergebnisse [Gao 2021, Z. M. Li 2012, J. Wang 2017]. Bei all diesen Studien
wurde Blut von mehreren hundert Patienten ausschliel3lich zu Therapiebeginn untersucht. In
unserer Arbeit wurde das Blut von 33 DLBCL Patienten zu Beginn und im Verlauf der Therapie
untersucht. Ein signifikanter Unterschied im Anteil der Monozyten von Patienten mit Rezidiv
und bei Patienten ohne Rezidiv konnte bisher nicht gezeigt werden. Moglicherweise ist die
untersuchte Kohorte noch zu klein. Zu einem ahnlichen Schluss kamen die Autoren der Studie
von Han et al. 2017, die das Blut von 45 DLBCL Patienten untersucht haben und in ihrer
Kohorte ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen der Anzahl an Monozyten und der
Prognose feststellen konnten [Han 2017).

Umso uUberraschender ist die Beobachtung, dass sowohl der prozentuale Anteil der
CD14*CD16"™ Monozyten als auch die Anzahl der im Blut zirkulierenden
CD14*CD16" Monozyten bereits einen signifikanten Einfluss auf die Prognose in unserer
Studie zeigte. So konnte bisher nur bei einem Patienten mit einem erhéhten Anteil
CD14*CD16" Monozyten eine rezidivfreie Zeit von Uber einem Jahr beobachtet werden. Alle
anderen Patienten in unserer Studie, die einen erhdhten Anteil der CD14*CD16" Monozyten
aufwiesen, hatten innerhalb des ersten Jahres nach Therapieende ein Rezidiv entwickelt, sind
verstorben oder befinden sich noch in R-CHOP Therapie. In den meisten prognostischen
Studien wurde bislang hauptsachlich die Gesamtzahl der Monozyten betrachtet und nur
wenige Studien analysierten deren Untergruppen und ihre klinische Relevanz, obwohl bekannt
ist, dass deren intrinsische Funktion unterschiedlich ist. So gibt es unter anderem Arbeiten, die
zeigen, dass dendritische Zellen (DC), die aus CD16* Monozyten generiert werden, zu einer
Untergruppe der regulatorischen DCs gehdren, die eine Immuntoleranz gegenliber Tumoren
induzieren koénnen [Rivas-Carvalho 2004, Sanchez-Torres 2001]. Einen weiteren
entscheidenden Faktor der Tumorprogression stellt die Induktion der Angiogenese dar, da
neoplastisches Gewebe ein Gefallsystem fur die Nahrstoff- und Sauerstoffversorgung
bendtigt. Dabei stellen myeloide Zellen wichtige Regulatoren der Angiogenese in der
Tumormikroumgebung dar. Ein wichtiger Faktor fur die Angiogenese ist dabei der
Wachstumsfaktor VEGF (vascular endothelial growth factor). Es konnte bereits in mehreren
Studien gezeigt werden, dass v.a die CD16* Monozyten und ihre Nachkommen fir die
Freisetzung von VEGF durch den Tumor verantwortlich sind [Coffelt 2010, Sidibe
2018, Venneri 2007]. Zudem konnte bei Patienten mit einem Cholangiokarzinom gezeigt
werden, dass periphere CD16" Monozyten tumorférdernde Eigenschaften aufwiesen, indem
sie hdhere Mengen angiogener Chemokine und Wachstumsfaktoren exprimieren [Subimerb
2010]. Neben der tumorfordernden Wirkung der CD16" Monozyten kénnten diese allerdings
auch den Tod von Tumorzellen durch Antikérperabhangige Zytotoxizitat (ADCC) auslésen
[Yeap 2016]. Bei der Behandlung der DLBCL Patienten gehdrt die Gabe von Rituximab zur
Standardtherapie. Rituximab kdnnte daher die ADCC der CD16* Monozyten vermitteln.
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CD16* Monozyten kénnten daher neben den NK Zellen eine weitere Population darstellen, die
Tumorzellen Uber Rituximab direkt lysieren konnen. Dennoch zeigte sich bei den
DLBCL Patienten ein prognostischer Nachteil durch das Vorhandensein der
CD16* Monozyten. Somit scheint die tumorférdernde Wirkung der CD16* Monozyten deutlich
zu Uberwiegen. Bei CD16" Monozyten aus dem peripheren Blut von Patienten mit
Ovarialkarzinomen konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass deren Aktivierung in vitro zu
einer verringerten Fahigkeit zur ADCC und Phagozytose von Tumorzellen flhrte [Gordon
2006]. Inwieweit diese Beobachtungen auch auf die CD16* Monozyten von
Lymphompatienten Ubertragbar ist, ist bisher nicht bekannt. Dennoch konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass das vermehrte Vorhandensein von CD16" Monozyten bei DLBCL
Patienten einen Nachteil hinsichtlich des Therapieerfolges darstellt.

Neben dem Vergleich des prozentualen Anteils der Monozyten von DLBCL Patienten zu
Therapiebeginn mit gesunden Spendern wurde auch der Anteil der Monozyten im Verlauf der
Therapie bestimmt. Dabei zeigte sich ein signifikanter Anstieg des prozentualen Anteils und
der Gesamtzahl der CD14* Monozyten und der CD14*CD16* Monozyten. Wodurch dieser
Anstieg hervorgerufen wird, ist nicht bekannt. Zusammen mit der Chemotherapie und
Rituximab erhalten die Patienten noch Filgrastim. Filgrastim reguliert die Produktion von
Neutrophilen innerhalb des Knochenmarks, indem es an G-CSF-Rezeptoren bindet. Laut
Herstellerangaben stimuliert Filgrastim vor allem Neutrophile und kaum Monozyten (Filgrastim
Hexal®). Dennoch konnten Arbeiten von Boneberg 2000 zeigen, dass auch Monozyten G-CSF
Rezeptoren auf ihrer Oberflache exprimieren und dass die Behandlung mit Filgrastim neben
der Erhdhung der Neutrophilen auch eine Erhohung der Monozytenzahl zur Folge hat
[Boneberg 2000]. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass Filgrastim auch die
Produktion von Monozyten deutlich stimuliert. Unter dem beobachteten Aspekt, dass eine
erhéhte Anzahl an Monozyten und CD16" Monozyten zu Therapiebeginn mit einer
schlechteren Prognose einhergeht, stellt sich die Frage, ob es fiir die Patienten von Nachteil
sein kann, dass die Anzahl der Monozyten durch die Therapie mit R-CHOP und Filgrastim
noch steigt. Moglicherweise ware es hier sinnvoll nach Alternativen fur Filgrastim zu suchen,
um eine spezifischere Stimulation der Neutrophilen zu erreichen, ohne dabei einen Einfluss
auf die Anzahl der Monozyten und CD16* Monozyten zu nehmen.

Neben den klassischen und den intermediaren Monozyten wurde in dieser Arbeit auch der
Anteil und die Anzahl der CD56* Monozyten analysiert, wobei sich ein signifikant héherer
prozentualer Anteil der CD56* Monozyten bei den DLBCL Patienten im Vergleich zu den
gesunden Spendern zeigte. Das Vorhandensein von CD56" Monozyten im peripheren Blut
wurde erstmals 2005 von Sconocchia et al. beschrieben [Sconocchia 2005]. Seither gibt es
nur wenige Verdffentlichungen, die Veranderungen dieser Zellen beschreiben. Unter anderem

wird eine erhéhte Anzahl von CD56* Monozyten mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen



Diskussion | 56

wie Morbus Crohn [Grip 2007] und rheumatoider Arthritis [Krasselt 2013] in Zusammenhang
gebracht. Zudem konnten Papewalis et al zeigen, dass Patienten mit verschiedenen soliden
und endokrinen Tumoren eine erhéhte Anzahl an CD56* Monozyten besitzen und dass die
Anzahl der CD56" Monozyten dabei mit der Tumorlast in Zusammenhang steht [Papewalis
2011]. Ein Zusammenhang zwischen einem erhéhten Anteil der CD56* Monozyten und der
DLBCL Erkrankung konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden. Inwieweit dieser erhéhte
Anteil CD56* Monozyten eine klinische Relevanz besitzt ist bisher unklar. Krasselt et al. 2013
konnten unter anderem zeigen, dass CD56" Monozyten bei Arthritis Patienten mehr TNF, IL-10
und IL-23 produzieren, als klassische Monozyten. Zudem wurde gezeigt, dass dendritische
Zellen, die von CD56* Monozyten abstammen, eine direkte zytolytische Aktivitat in vitro
besitzen, wohingegen DC, die von klassischen Monozyten abstammen keine zytolytische
Aktivitat zeigten [Papewalis 2008].

4.4. Quantitative und funktionelle Untersuchung der NK Zellen bei
Patienten mit DLBCL

NK Zellen sind Teil der angeborenen Immunitat und in der Lage Tumorzellen und virusinfizierte
Zellen ohne vorherige Sensibilisierung zu téten. Unter normalen physiologischen Bedingungen
wird die NK Zellfunktion durch die Balance aus aktivierenden und inhibierenden Signalen
kontrolliert [Bryceson 2006, Lewis L Lanier 2008]. Bei DLBCL Patienten ist der monoklonale
anti-CD20 Antikdrper Rituximab der Schllissel fir die Behandlung der Patienten. Rituximab
bewirkt die Eliminierung von CD20* B-Zellen durch die Bindung an den Fcy-Rezeptor Il auf
den NK Zellen. In dieser Arbeit wurden sowohl quantitative Veranderungen der NK Zellen und
ihrer Subpopulationen untersucht als auch Veranderungen der NK Zell-Zytotoxizitat. Im
Vergleich zu den gesunden Spendern zeigte sich kein Unterschied im prozentualen Anteil der
NK Zellen an den Leukozyten und in der Gesamtzahl der im Blut zirkulierenden NK Zellen.
Auch die Arbeit von Cox et al. 2015 zeigte keine Veranderung der absoluten Anzahl an
NK Zellen bei DLBCL Patienten vor Therapiebeginn. Allerdings zeigten Cox et al. einen
verringerten prozentualen Anteil der NK Zellen an den Lymphozyten [Cox 2015]. Zu den
Lymphozyten gehéren neben den NK Zellen noch die B-Zellen und die T-Zellen. Wir konnten
in unserer Studie zeigen, dass die DLBCL Patienten vor Therapiebeginn im Vergleich zu den
gesunden Spendern einen signifikant verringerten Anteil an T-Zellen und B-Zellen in den
PBMC aufwiesen. Aufgrund dessen lielte sich der von Cox et al. beobachtete erhdhte
prozentuale Anteil an NK Zellen an den Lymphozyten bei unveranderter Gesamtzahl an
NK Zellen erklaren. Neben der unveranderten Anzahl an NK Zellen bei den DLBCL Patienten
zeigte sich auch keine Anderung der Rituximab-abhangigen Zytotoxizitat. Wohingegen die
,natlrliche” Zytotoxizitat gegen die K562 Zellen bei den DLBCL Patienten im Vergleich zu den

gesunden Spendern erhéht war. Durch die Behandlung der Patienten mit R-CHOP verringerte
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sich der Anteil und die Anzahl der NK Zellen signifikant. Zudem zeigte sich eine deutlich
veranderte Verteilung der NK Zell-Untergruppen durch die Behandlung mit R-CHOP. Bei den
NK Zellen unterscheidet man zwei Hauptpopulationen, die auf Grundlage ihrer Expression von
CD56 charakterisiert sind [Cooper 2001]. CD569"t NK Zellen, die etwa 10 % der im Blut
zirkulierenden Zellen ausmachen, gelten im Allgemeinen als starker proliferativ, haben eine in
Ruhe geringere zytotoxische Effektoraktivitat und eine hdhere Kapazitat zur Zytokinproduktion
nach Stimulation mit IL-12 und IL-18. CD56%™ NK Zellen hingegen sind auch ohne
Stimulierung stark zytotoxisch und vermitteln die Antikdrper-abhangige zellulare Zytotoxizitat
(ADCC). Durch die Behandlung der Patienten mit R-CHOP zeigte sich eine stark signifikante
Verringerung der CD56%™ NK Zellen und eine signifikante Erhdhung der CD56°" Zellen.
Ahnliche Beobachtungen konnten auch von Cox et al. gemacht werden [Cox 2015]. Cox et al.
erklart die verringerte CD16 Expression mit einer Herunterregulation von CD16 durch die
Therapie. Tatsachlich konnten mehrere Arbeiten zeigen, dass CD16 nach Antikérperbindung
und Aktivierung der NK Zellen herunterreguliert wird [Pham 2017, Romee 2013, Srpan 2018].
Dementgegen steht die Annahme, dass CD56°9"t Zellen Vorlaufer der CD569™ Zellen sind.
Diese Hypothese wurde erstmals von Lanier et al. 1986 aufgestellt [L L Lanier 1986].
Unterstiitzend fiir diese Theorie konnte gezeigt werden, dass CD56"9" NK Zellen die ersten
Lymphozyten sind, die nach hamatopoetischer Stammzelltransplantation (HSCT) auftreten
[Dulphy 2008, R Jacobs 1992, Nguyen 2005]. Durch die chemotherapeutische Behandlung
der DLBCL Patienten kommt es zum Verlust von Immunzellen. Diese werden daraufhin im
Knochenmark nachgebildet und in die Blutbahn ausgeschittet. Daher ware es nicht
uberraschend, wenn sich auf Grund der Chemotherapie vermehrt weniger stark differenzierte
Zellen, wie die CD569" NK Zellen, im peripheren Blut befinden. Neben den
CD56""" NK Zellen  konnte auch ein  erhohter Anteil von CD16%™  und
CD56"9"CD16* NK Zellen beobachtet werden. Diese werden bei der Differenzierung der
NK Zellen als Zwischenstufen zwischen den CD56°" und den CD56™ Zellen beschrieben
[Antoni Chan 2007, Dulphy 2008, Nagler 2019, Ouyang 2007]. Durch die gemeinsame Gabe
von Rituximab in Kombination mit der Chemotherapie lasst sich nicht abschlieliend klaren,
was in welchem MaRe zur Verringerung der CD569™ Zellen und zum Anstieg der
CD56"9 Zellen fiihrt. Uberraschenderweise flhrte die Verringerung der CD569™ Zellen zu
keiner Anderung der Rituximab-abhangigen zytotoxischen Funktion der NK Zellen. Dies steht
im Gegensatz zu Beobachtungen von Cox et al., die in ihrer Arbeit eine verringerte Zytotoxizitat
der NK Zellen unter R-CHOP Therapie beschreiben [Cox 2015]. Allerdings werden in deren
Arbeit PBMC verwendet, um die Zytotoxizitdt der NK Zellen zu bestimmen. Gleichzeitig
konnten wir zeigen, dass der Anteil an NK Zellen in den PBMC durch die R-CHOP Therapie
signifikant reduziert wird. Dabei sank der Anteil der NK Zellen an den PBMC von 10,3 % vor

Therapiebeginn auf 4,1 % unter R-CHOP Therapie. Bei der Untersuchung der Zytotoxizitat
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unter Verwendung der gleichen PBMC zu Zielzell-Ratio bedeutet dies, dass bei den Patienten
unter Therapie weniger als die Halfte an NK Zellen fir die Bestimmung der Zytotoxizitat
verwendet wurden. Daher lief3e sich die von Cox et al. beobachtete verringerte zytotoxische
Funktion der NK Zellen auf den verringerten Anteil an NK Zellen in den PBMC zurtckfihren.
In unserer Arbeit wurden erstmals aufgereinigte NK Zellen zur Bestimmung ihrer zytotoxischen
Funktion verwendet. Dabei zeigte sich keine Beeintrachtigung der Funktion der NK Zellen
durch die R-CHOP Therapie, trotz des verringerten Anteils an CD569™ NK Zellen und somit
der verringerten Expression von CD16. Vanherberghen et al. untersuchten die zytotoxische
Funktion der NK Zellen auf Einzelzellebene und konnten dabei zeigen, dass die Minderheit
der NK Zellen (ca. 20 %) fur die Mehrheit der Zielzelllyse verantwortlich ist und ca. die Halfte
der NK Zellen keine Zytotoxizitat zeigten [Vanherberghen 2013]. Inwieweit die, nach der
Chemotherapie verbliebenen, CD16* NK Zellen eine erhohte zytotoxische Funktion zeigen und
somit den geringeren Anteil kompensieren, ist bisher unbekannt. Srpan et al. konnten unter
anderem zeigen, dass der Verlust von CD16 das Uberleben der NK Zellen férdert und die
serielle Abtétung der Tumorzellen verstarkt [Srpan 2018]. Das heilt, dass der Verlust von
CD16 zwar die NK Zellantwort auf eine einzelne Zielzelle verringert, sich aber die Fahigkeit
der NK Zelle zum seriellen Abtéten mehrerer Zielzellen erhéht. Ahnliche Uberlegungen wurden
bereits 1992 von Borrego et al. aufgestellt, die der Runterregulierung von CD16 eine
physiologische Rolle im Aktivierungsprozess der NK Zellen zuschrieben, indem die
Runterregulation von CD16 die Ablésung der Zielzelle induziert und somit die
Aufrechterhaltung der Signaltransduktion gewahrleistet [Borrego 1994]. Diese Arbeiten deuten
darauf hin, dass die verringerte Expression von CD16 nicht zwingend mit einer verringerten
Zielzelllyse einhergehen muss. Nach Therapieende steigt der prozentuale Anteil der NK Zellen
direkt wieder an. Schon 3 Monate nach Therapie zeigte sich ein signifikanter Anstieg des
prozentualen Anteils der NK Zellen. Dieser war zudem hdher als der prozentuale Anteil der
NK Zellen der gesunden Spender. 6 Monate nach Therapieende entsprach der Anteil der
NK Zellen der DLBCL Patienten dem Anteil der NK Zellen der gesunden Spender.

4.5. Quantitative Untersuchung der CD3" T-Zellen bei Patienten mit
DLBCL

Konventionelle T-Zellen gehéren zur erworbenen Immunantwort und erkennen Uber ihren
T-Zell-Rezeptor Peptidantigene, welche tber MHC | oder MHC Il prasentiert werden. Neben
den konventionellen T-Zellen befinden sich im peripheren Blut auch unkonventionelle T-Zellen,
wie natlrliche Killer T-Zellen (NKT), die durch die Expression von einigen NK Zellrezeptoren
charakterisiert sind. Funktionell reife CD3*CD56* NKT-ahnliche Zellen zeigen eine hohe
Tumor-Lyse-Kapazitat gegen viele verschiedene Tumorzellen und besitzen ein hohes Level

an Granzym [Hoyle 1998, Waldowska 2017]. In dieser Arbeit wurde der prozentuale Anteil



Diskussion | 59

aller CD3" T-Zellen bei Patienten mit DLBCL untersucht. Dabei zeigte sich bei den DLBCL
Patienten ein signifikant verringerter prozentualer Anteil der T-Zellpopulation im Vergleich zu
den gesunden Spendern und auch die Gesamtzahl der im Blut zirkulierenden T-Zellen war bei
den DLBCL Patienten signifikant verringert. Ahnliche Beobachtungen konnten auch in der
Arbeit von Bartella et al. 2017 gemacht werden, in der das Blut von 32 DLBCL Patienten
untersucht wurde. Dabei zeigte sich, dass die Reduktion der T-Zellen v.a. durch die
Verringerung der CD4* T-Zellen hervorgerufen wird und es keine Veranderungen in der Anzahl
der NKT-ahnlichen CD3*CD56" Zellen gibt. Auch in unserer Arbeit zeigte sich kein signifikanter
Unterschied im prozentualen Anteil der CD56" T-Zellen zwischen den Patienten vor
Therapiebeginn und den gesunden Spendern. Durch die R-CHOP Therapie der Patienten
reduzierte sich der prozentuale Anteil und die Gesamtzahl der T-Zellen nochmals signifikant,
wohingegen sich der Anteil der CD56* T-Zellen nur leicht verringerte. Da die Gabe von
Rituximab einen wichtigen Baustein in der Behandlung von DLBCL Patienten darstellt, wurde
zudem der Anteil der CD16* T-Zellen untersucht. Diese haben prinzipiell die Mdglichkeit
Rituximab zu binden und kénnten daher neben den NK Zellen eine Antikoérper-abhangige
zytotoxische Funktion austben. Im Vergleich zu den gesunden Spendern zeigte sich keine
Veranderung im prozentualen Anteil der CD16* T-Zellen an den CD45* Leukozyten und auch
wahrend der R-CHOP Therapie kam es nur zu einer leichten Verringerung des prozentualen
Anteils an CD16* T-Zellen. Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl die Erkrankung der
Patienten als auch die Therapie mit R-CHOP vor allem einen Einfluss auf die Anzahl der
konventionellen T-Zellen hat, wohingegen CD56" NKT-ahnliche Zellen und CD16* T-Zellen
quantitativ kaum beeintrachtigt werden. Nach Therapieende steigt der Anteil der T-Zellen dann
wieder langsam an und ist bei den Patienten 9 Monate nach Therapieende sogar tendenziell
hoéher als bei den gesunden Spendern. Dies gibt einen Hinweis darauf, dass der verringerte
Anteil der T-Zellen bei den DLBCL Patienten vor Therapiebeginn durch die Erkrankung

hervorgerufen wurde.

4.6. Untersuchung der zytotoxischen Funktion der CD3* T-Zellen
bei Patienten mit DLBCL

T-Zellen gehdren zur erworbenen Immunitat und kénnen Zielzellen nur nach vorheriger
Antigenprasentation eliminieren. Dabei erkennen sie Uber ihren T-Zell-Rezeptor
Peptidantigene, welche Uber den Haupthistokompatibilitditskomplex | oder Il (MHC | oder II)
prasentiert werden. Ausnahmen stellen hierbei die unkonventionellen T-Zellen dar, die in der
Lage sind Lipidantigene von Tumorzellen Uber ihren T-Zell-Rezeptor zu erkennen und diese
ohne vorherige Antigenstimulation zu eliminieren. Zu den am besten untersuchten
unkonventionellen T-Zellen gehéren die naturlichen Killer T-Zellen (NKT), die
Schleimhaut-assoziierten invarianten T-Zellen (MAIT) und die y3-T-Zellen [Pellicci 2020].
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4.6.1. Zytotoxische Aktivitat der T-Zellen gegen K562 Zellen

Bei den K562 Zellen handelt es sich um eine Leukamiezelllinie, die aufgrund der fehlenden
Expression von MHC-Klasse I-Molekilen zur Untersuchung der ,nattrlichen” Zytotoxizitat von
NK Zellen verwendet wird. Uberraschenderweise zeigte sich bei den DLBCL Patienten vor
Therapiebeginn eine stak signifikant verbesserte Lyse der K562 Zellen durch die isolierten
CD3* T-Zellen der Patienten im Vergleich zu den gesunden Spendern. Da es sich bei den
K562 Zellen um eine typische Zielzelllinie von NK Zellen handelt, stellt sich zunachst die Frage,
inwieweit T-Zellen Uberhaupt in der Lage sind die K562 Zellen zu lysieren. Im Gegensatz zu
den konventionellen T-Zellen, die Zielzellen nur antigenspezifisch eliminieren kénnen, gibt es
einen geringen Anteil der T-Zellen, die Tumorzellen auch antigenunspezifisch lysieren kénnen.
Zu ihnen zahlen unter anderem die NKT Zellen mit ihren Untergruppen und die y3-T-Zellen.
vd-T-Zellen kénnen Tumorzellen unter anderem tber MICA/B erkennen und dadurch aktiviert
werden [Fonseca 2020]. Durch die Aktivierung kdnnen die Tumorzellen dann durch FasL
eliminiert werden. Die Bindung an MICA findet dabei entweder tber den T-Zell-Rezeptor oder
uber NKG2D statt [Kim 2017, Y. Li 2021, Lu 2011, Nedellec 2010, Xu 2011]. Zudem
erkennen V52 T-Zellen den F1-ATPase ApoA1 Komplex, der von den K562 Zellen exprimiert
wird [Mookerjee-Basu 2010, Scotet 2005]. In dieser Arbeit konnte nicht nur gezeigt werden,
dass T-Zellen die K562 Zellen lysieren kdnnen, sondern es zeigte sich auch eine signifikant
hdhere zytotoxische Aktivitat der T-Zellen bei den DLBCL Patienten im Vergleich zu den
gesunden Spendern. Verschiedene Arbeiten konnten zeigen, dass durch den Kontakt mit
Tumorzellen die yd T-Zellen vermehrt proliferieren und die Expression von NKG2D
hochregulieren [Y. Li 2021, Niu 2015]. Dabei kdénnen die V&1 T-Zellen auch Uber
Tumor-Antigene, die Uber CD1d prasentiert werden, aktiviert werden [Bai 2012, Luoma 2014].
Da B-Zellen CD1d exprimieren, ware es moglich, dass die V81 T-Zellen durch den Kontakt mit
CD1d-positiven Tumorzellen in vivo aktiviert werden und dann durch die vermehrte Expression
von NKG2D Tumorzellen wie die K562 in vitro CD1d-unabhangig lysieren kénnen. In dieser
Studie konnte neben der verbesserten zytotoxischen Aktivitat der CD3" T-Zellen auch ein
signifikant hoherer Anteil an y6 T-Zellen bei den DLBCL Patienten beobachtet werden.
Allerdings haben wir in dieser Arbeit bisher nicht zwischen V&1 und V62 T-Zellen
unterschieden. Reboursiere et al. konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass bei DLBCL Patienten im
Vergleich zu gesunden Menschen die V31 T-Zellen die Hauptpopulation der y6 T-Zellen
ausmachen [Reboursiere 2018]. Dies wirde mit der Hypothese bereinstimmen, dass nur die
V61 T-Zellen durch die Interaktion mit den CD1d-positiven Lymphomzellen in vivo aktiviert
werden und die Aktivierung mit einer vermehrten Proliferation und Zytotoxizitat einhergeht.
Eine direkte Korrelation des prozentualen Anteils der y5 T-Zellen mit der Lyse der K562 Zellen
konnte in dieser Arbeit nicht festgestellt werden. Allerdings wurde bisher auch nicht zwischen

V61 und V52 T-Zellen unterschieden. Zudem gibt es neben den y& T-Zellen noch weitere
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unkonventionelle T-Zellen, die die Lyse der K562 Zellen vermitteln kédnnen. So konnten
Kuylenstierna et al. zeigen, dass mit a-Galactosylceramid aktivierte INKT Zellen K562 Zellen
CD1d-unabhangig lysieren koénnen [Kuylenstierna 2011]. iNKT Zellen gehdren zur
angeborenen Immunitat und werden Uber den invarianten T-Zell-Rezeptor charakterisiert, der
sich beim Menschen aus einer Va24-Kette und einer VB11-Kette zusammensetzt. Die
iNKT Zellen erkennen spezifisch Glykolipidantigene wie a-Galactosylceramid, die von CD1d
prasentiert werden [Fujii 2008, Porcelli 1993]. Dabei zeigen iNKT Zellen eine direkte
Zytotoxizitat gegentiber CD1d-positiven Tumorzellen. Eine direkte Zytotoxizitat gegeniber
CD1d-negativen Tumorzellen war lange umstritten [Gansuvd 2002, Haraguchi 2006, Kawano
1999, Metelitsa 2001]. Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass aktivierte iINKT Zellen auch
CD1d-negative Tumorzellen lysieren kénnen [Aoki 2020, Kuylenstierna 2011]. Daher ist es
gut vorstellbar, dass die INKT Zellen bei den DLBCL Patienten in vivo durch die
CD1d-positiven Tumorzellen aktiviert werden und dann in vitro die K562 Zellen lysieren
kénnen. Bei den gesunden Spendern hingegen werden die iINKT Zellen in vivo nicht aktiviert
und sind somit nicht in der Lage die K562 Zellen in vitro zu lysieren. Zudem konnte gezeigt
werden, dass aktivierte INKT Zellen die Expression von FasL hochregulieren [Bassiri 2014].
Daher konnte in weiteren Studien Uberprift werden, ob die Expression von FasL auf den
iNKT Zellen der Patienten erhoht ist. Dies kénnte dadurch einen weiteren Hinweis darauf
liefern, ob diese in vivo durch die Tumorzellen aktiviert wurden. Neben den yd T-Zellen und
den iNKT Zellen zeigen auch funktionell reife CD3*CD56* NKT-ahnliche Zellen eine hohe
Tumorlysefahigkeit gegen verschiedene Zielzellen [Hoyle 1998, Ortaldo 1991, Pievani 2011].
Da es innerhalb der im Real-Time Kiling Assay verwendeten CD3" T-Zellpopulation
verschiedene T-Zellsubtypen gibt, die die Lyse der K562 Zellen induzieren kénnen, erklart sich
auch, warum es keine direkte Korrelation einzelner T-Zellsubtypen mit der Lyse der
K562 Zellen gibt. Um genaue Aussagen treffen zu kénnen, welche T-Zellsubtypen welchen
Anteil an der erhdhten Zytotoxizitat der T-Zellen bei den DLBCL Patienten haben, missten
diese Zellen separat aufgereinigt und im Real-Time Killing Assay eingesetzt werden. Da der
prozentuale Anteil der T-Zellsubtypen an den CD3" T-Zellen allerdings sehr gering ist,
brauchte man sehr viel Ausgangsmaterial, was bei den DLBCL Patienten nicht oder nur
eingeschrankt mdglich ist. Eine weitere Méglichkeit wirde ein Degranulationsassay darstellen,
da man bei diesem anhand entsprechender Antikérper auch beim Einsatz der kompletten
CD3* Population bestimmen kdnnte, welche Zellen genau degranulieren. Allerdings sagt die
reine Degranulation von Vesikeln nicht zwingend etwas Uber die tatsachliche Fahigkeit zur
Tumorzelllyse aus. Eine weitere Mdglichkeit ware zudem die Aktivierung der T-Zellen in vitro
nachzustellen. So kénnten zum Beispiel PBMC von gesunden Spendern mit bestrahlten
Tumorzellen von DLBCL Patienten aktiviert werden und dann funktionelle Unterschiede in den

verschiedenen T-Zellsubtypen untersucht werden.
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4.6.2. Zytotoxische Aktivitat der T-Zellen gegen U-2932 Zellen

Bei den U-2932 Zellen handelt es sich um eine DLBCL-Zelllinie, die den B-Zellmarker CD20
auf ihrer Oberflache exprimiert. Durch die Verwendung des anti-CD20 Antikorpers, der sowohl
CD20 auf den Zielzellen als auch CD16 auf den Effektorzellen bindet, kann die
Antikérper-abhangige Zytotoxizitdt (ADCC) untersucht werden. Bei den isolierten
CD3* T-Zellen der DLBCL Patienten zeigte sich eine signifikant erhéhte Lyse der
U-2932 Zellen unter Verwendung von Rituximab im Vergleich zu den gesunden Spendern.
Zudem zeigte sich ein leicht erhdhter Anteil CD16* T-Zellen an der im Real-Time-Killing-Assay
eingesetzten CD3" T-Zellen bei den DLBCL Patienten verglichen mit den gesunden Spendern.
Dennoch zeigte sich keine direkte Korrelation mit dem Anteil der CD16* Zellen im Killing Assay
und der Rituximab-spezifischen Lyse der U-2932 Zellen. Dies bedeutet, dass der prozentuale
Anteil an CD16" Zellen alleine keinen direkten Hinweis auf die Rituximab-abhangige
Zytotoxizitat der T-Zellen gibt. Vielmehr unterscheiden sich die CD16* T Zellen in ihrer
Funktion zwischen den DLBCL Patienten und den gesunden Spendern.
Gertner-Dardenne et al. konnten zeigen, dass yd T-Zellen, die mit dem synthetischen
Phosphorantigen (PAg) Bromhydrinpyrophospat (BrHPP) aktiviert werden, ihre CD16
Expression erhéhen und sich die ADCC von CD20* Lymphomzellen erhdht [Gertner-Dardenne
2009]. Denn die Aktivierung der y3 T-Zellen fihrt zu deren Reifung zu Effektor-Memory-Zellen,
die vermehrt CD16 exprimieren [Lafont 2001]. Bisher ist allerdings nicht bekannt, inwieweit die
PAgs der Tumorzellen in vivo die v T-Zellen der DLBCL Patienten aktivieren kénnen, und
diese Aktivierung das verbesserte ADCC bei den DLBCL Patienten in vitro erklaren kann.
Allerdings zeigte sich bei den DLBCL Patienten auch ein hdherer prozentualer Anteil an
CD16* yd T-Zellen im Vergleich zu den gesunden Spendern, was darauf hindeuten konnte,
dass diese in vivo durch die Tumorzellen aktiviert wurden. Eine Moglichkeit die Aktivierung der
vd T-Zellen durch Tumorzellen zu untersuchen, ware die Ko-Kultivierung der PBMC gesunder
Spender mit bestrahlten DLBCL-Zellen und die anschliefende Isolierung der T-Zellen. Sollte
sich die Rituximab-spezifische Lyse der U-2932 Zellen durch die vorherige Ko-Kultivierung
verbessern, ware dies ein Hinweis auf die Aktivierung der T-Zellen durch die Tumorzellen.
Zudem konnten Gertner-Dardenne et al. zeigen, dass aktivierte yd T-Zellen Daudi Zellen auch
unabhangig von Rituximab lysieren kénnen. Daher ware es auch mdglich die Lyse der
Daudi Zellen durch die aufgereinigten T-Zellen zu untersuchen, um zu sehen, ob es auch da
Unterschiede zwischen den gesunden Spendern und den DLBCL Patienten gibt. Zudem
konnten Reboursiere et al. zeigen, dass der Anteil der V&1 Zellen bei DLBCL Patienten deutlich
erhoht ist im Vergleich zu gesunden Spendern. V31 Zellen zeichnen sich im Vergleich zu
V62 Zellen durch eine erhdhte Expression von Granzym B aus und zeigen somit einen
zytotoxischen Phanotyp [Simbes 2019]. Somit kdnnte auch der erhéhte Anteil der V61 Zellen

einen Einfluss auf die verbesserte Zytotoxizitat der T-Zellen haben. Um dies zu Uberprifen,
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sollte bei den DLBCL Patienten neben dem bisher bestimmten Anteil aller y6 T Zellen auch der
Anteil der V31 Zellen bestimmt werden, um dann zu analysieren, inwieweit es einen
Zusammenhang zwischen dem Anteil an V31 T-Zellen und der Lyse der U-2932 Zellen und
auch der K562 Zellen gibt.
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