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1 EINLEITUNG

Die indolenten B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome (B-Zell-NHL) sind durch maligne Prolife-
ration reifer lymphoider Zellen charakterisiert und weisen bei der Diagnose vorwiegend
eine nodale Lokalisation auf oder prasentieren sich als leukamischer Prozess (Chroni-

sche lymphatische Leukamie).

Die schnelle durchflusszytometrische Analyse und die gegenwartige Vielfalt der spezifi-
schen monoklonalen Antikérper (MAK) erlauben die Diagnosestellung am peripheren
Blut oder Knochenmark und die prazise Subtypisierung der einzelnen Erkrankungen in-

nerhalb der Gruppe, was prognostische und therapeutische Relevanz hat (1).

Es wurden standardisierte Protokolle und Consensus-Bestimmungskriterien flr die im-
munphanotypische Differenzierung dieser Erkrankungen entwickelt, die auf der spezifi-
schen Expression und/oder Koexpression bestimmter Zellmembranantigene beruhen

(2-4). Eine solche vereinfachte Klassifikation ist in Tabelle 1.1 prasentiert (5).

Tabelle 1.1: Immunphanotypische Charakteristika der B-Zell-lymphoproliferativen Er-

krankungen.

Antigen CLL PLL HCL FL MCL LP-IC PCL
slg +/-w +s +s +s +s +s -
CD5 + -[+w - - + +/- -
CD10 - - - +/- - - -/+
CD11c +/-w -/+ +s - - -/+ -
CD19 + + + + + + -
CD20 + + + + + + -
CD23 + -/+ - -/+ - -/+ -
CD38 - - -[+w -/+w - +/- +s
CD103 - - +s - - - -
FMC7 -[+w + + + + -/+ -

- Antigen nicht exprimiert; -/+ Antigen exprimiert bei weniger als 50% der Patienten; +/- Antigen exprim-
iert bei der Mehrheit der Patienten; + Antigen exprimiert; w schwache Expression; s starke Expression;
FL Follikulares Lymphoma; HCL Haar-Zell-Leukamie; LP-IC lymphoplasmozytares Immunocytom; MCL
Mantel-Zell-Lymphom; PCL Plasma-Zell Leukamie; PLL Prolymphozyten-Leukamie.
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Es existiert eine Uberlappung zwischen den Immunphanotypen der verschiedenen no-
sologischen Entitaten dieser Gruppe bezlglich der Expression einzelner Antigene. Zum
Beispiel wird CD5 bei CLL und MCL, Membran-Immunoglobuline (slg), CD20 und CD19
bei allen lymphoproliferativen Erkrankungen, CD22 (in der Tabelle nicht dargestellt) und
FMC7 bei den meisten dieser Lymphome exprimiert. Neben der Antigenexpression
kann die Bestimmung der Expressionsintensitat einzelner Antigene (slg, CD20) als zu-

satzliches quantitatives Unterscheidungskriterium dienen (6).

Bei der relativ schwachen (dim) CD20-Expression wird in der Literatur ein Zusammen-
hang mit der Differenzierung typischer B-CLL im Gegensatz zu den anderen Non-CLL
B-Zell-Lymphomen gesehen (7;8). Eine starke CD20-Fluoreszenzintensitat wird mit aty-
pischer morphologischer und klinischer Prasentation sowie dem zytogenetischen Be-

fund einer Trisomie 12 als prognostisch ungunstiges Kriterium verbunden (3;9-11).

Die Expression eines anderen B-Zellmarkers, namlich FMC7, wurde bei der B-CLL
auch als eine Deviation von dem charakteristischen Phanotyp definiert (3;12-14) und
damit auch als prognostisch ungunstiges Merkmal betrachtet (15-18). In allen diesen
Studien wurden auch solche klinische Falle als negativ bewertet, bei denen eine gewis-
se Fraktion der malignen Zellen, allerdings weniger als 30%, positiv fur das FMC7-
Antigen waren. Die fehlende FMC7-Expression wird als eines der wenigen immunpha-
notypischen Grundkriterien fur die Differenzierung der typischen B-CLL in dem weit
verwendeten Scoring-System der Londoner Royal Marsden Hospital-Gruppe empfohlen
(s. Tab. 1.2).

Tabelle 1.2: Scoring System flr die B-CLL* (19)

Zelloberflachenmarker :’unkte 0

slg schwach positiv malig / stark positiv
CD5 positiv negativ

CD23 positiv negativ

FMC7 negativ positiv

CD22 schwach positiv / negativ | maRig / stark positiv

* Score von maximal 5 bis minimal 0 Punkte

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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Der Name des Markers FMC7 ist eine Abkurzung von Flinders-Medical-Center, (Bed-
ford Park, South Australia), wo der Antikorper entwickelt und 1981 erstmals beschrie-
ben wurde (20). Dieser Antikérper bindet an ein von der B-Lymphozyten-Linie expri-
miertes Antigen, welches noch nicht bis ins letzte Detail charakterisiert ist. Die gleiche
Arbeitsgruppe hat das Antigen als ein Membran-Glykoprotein identifiziert, das Rezeptor-
funktionen ausubt (21). Das Molekulargewicht des Antigens wurde auf 105 kDa ge-
schatzt, wobei der Nachweis mittels Immunoblotting von der gleichen Arbeitsgruppe er-
bracht wurde (22). Veroffentlichungen anderer Arbeitsgruppen hierzu liegen nicht vor.
Der Marker wird sowohl von einem Teil der normalen zirkulierenden B-Lymphozyten als
auch bei den indolenten B-Zell-Erkrankungen exprimiert, wobei die Daten bezlglich des
Anteils der FMC7-positiven peripheren polyklonalen B-Lymphozyten auf3erst wider-
spruchlich sind. Diese sind einerseits als Minor-Fraktion in mehreren Publikationen be-
schrieben worden (23-25), andererseits hat man den Marker auf 50% der peripheren
slg-exprimierenden B-Zellen gefunden (26). In dem Ubersichtsartikel der B-Zell-Sektion
des V. Leucocyte Typing Workshops wurde dargestellt, dass 80 bis 100% der periphe-
ren B-Lymphozyten mit dem FMC7-Antikorper reagieren (13).

Die mdgliche Rolle des Antigens als Differenzierungsmerkmal oder Aktivierungsmarker
wurde in Zusammenhang mit der Expression der B-Zellantigene CD22 und CD23 unter-
sucht (22;27). Die erste Arbeitsgruppe, die eine klare Korrelation zwischen der Expres-
sion von CD20 und FMC7 auf der B-Zellpopulation, sowohl bei reaktiven Lymphozyto-
sen, als auch bei neoplastischen Prozessen feststellte, hat die genaue Art des
gegenseitigen Einflusses beider Epitope nicht naher erlautert (28). Andere Forscher
beobachteten eine Reduktion der Bindung vom FMC7 bei gleichzeitiger Inkubation mit
CD20-Antikorper (29).

Im Vergleich zum FMC7 ist das CD20-Antigen ausfuhrlicher beschrieben. CD20 ist ein
33-37 kDa groles, nicht glykosiliertes, 297-Aminosauren beinhaltendes, integrales
Membran-Phosphoprotein, welches ausschlieBlich von der B-Lymphozytenreihe expri-
miert wird. Die B-Zell-Differenzierung wird charakterisiert durch eine konstante CD20-

Expression von den pra-B-Vorstufen bis zu Plasmazellen (30).
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Die Aminosaurensequenz des Proteins

und die molekulargenetische Sequen-

zierungs-Analyse der isolierten CD20-
cDNA weist auf die Struktur und die Po-

sition des Molekiils auf der Zellmemb-

Extrocellulor

Exon IV

ran hin (31-33). Das Antigen hat zwei

extensive intrazytoplasmatische Carbo-

xy- und Amino-Termini (50% des Mole-

kils), vier hydrophobe Transmembran- Cytoplosmic

regionen (TMR 1-4), eine kurze und ei-

Exon VII

ne lange Schleife (35%) und nur eine
relativ kurze extrazellulare Domane zwi- |
schen TMR3 und TMR4 (15%, s.

Abb.1.1).

Exon VIll

Die CD20-Epitope, die auf der relativ Abb.1.1: Schematische Darstellung der CD20-
’ Antigenstruktur (31)

kurzen extrazellularen Domane liegen,

wurden zum ersten mal mit dem B1-MAK (Prototyp-Antikdrper) identifiziert (34). Der

CD20-Cluster wurde entsprechend beim ,Leukocyte Typing Workshop 11* etabliert.

Die Bindung von MAK an CD20-Epitope moduliert die B-Zell-Proliferation und Differen-
zierung und beweist damit die Rolle des Molekils als Transmembran-Signal-
Transmitter. Diese Funktion wird der Aktivierung einer Reihe membran-subordinierter,
intrazellularer Kinasen (Phosphokinase C (PKC), Serin/Threonin-Kinasen Src-Familie:
Lyn, Fyn, Lck), sowie nachgewiesenen intrazelluldren Ca?* Konzentrationsveranderun-
gen zugeschrieben (35-40). Immunprazipitationsexperimente und elektrophysiologische
Untersuchungen legen nahe, dass der Ca?*-Influx durch Konformationsverénderungen
des CD20-Molekuls, das grollere Membran-Oligomer-Komplexe bilden kann, reguliert
wird (41;42). Das Startereignis der CD20-Signalkaskade nach der Antikérper-Bindung
ist die schnelle Umverteilung der CD20-Molekile zu Plasma-Membran-
Mikroinvagintionen (DIGS - detergent-insoluble glycolipid-enriched structures) (37).
Diese Membran-Mikrodomanen, wie die bekannten "caveolae", sind reich an Tyrosin-

Kinasen, ATP-asen, G-Protein-vebundenen Rezeptoren und GPI-linked Proteinen (43-

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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45). Durch Mutagenese- und Transfektionsexperimente haben Deans et al. nachgewie-
sen, dass die dynamische CD20-Translokation von der proximalen Membran-Sequenz
des zytoplasmatischen Carboxy-Terminus des Moleklls abhangig ist. Dasselbe Seg-
ment kann auch einen Steuerungseffekt bei der von CD20-Antikorpern induzierten As-
soziation mit anderen Membran-Proteinen austuben und eine induzierende Rolle bei

dem Oligomerisationsprozess des CD20-Molekdls spielen (46).

Sowohl die CD20-Antigenstruktur als auch die Eigenschaft, in Multimerform als lonen-
Kanal zu funktionieren, sind anderen lonenkanalformationen ahnlich (47). Ihre Umver-
teilungsfahigkeit ist mit anderen Rezeptorstrukturen vergleichbar (Muscarin-
Acetylcholin- und Bradykinin-Rezeptors, GPI-verbundene Proteine, hochaffiner IgE-
Rezeptor-FceRIB) (48;49).

Die einheitliche, stabile und dichte Membran-Expression des CD20-Antigens wahrend
der B-Zell-Differenzierung und ihr Nachweis bei mehr als 90% der B-Zell-NHL machte
das Molekul zum geeigneten Target der ersten zugelassenen Antikorpertherapie dieser
Erkrankungen (50;51).

Rituximab (MabThera) ist ein gentechnisch hergestellter chimarer CD20-Antikdrper mit
einer variablen Maus-Region (Schwer- und Leichtkette) und einer konstanten humanen
Region (IgG4-Schwer- und k-Leichtkette (52).

Die Behandlung mit Rituximab verursacht eine unmittelbare B-Zell-Depletion durch anti-
korperabhangige zellulare Zytotoxizitat (ADCC) und komplementvermittelte Zytolyse
(CDC) (51). Der prolongierte Antitumor-Effekt der Antikorperbindung kann zugleich ei-
ner Induktion intrinsischer Mechanismen der Apoptose zugeschrieben werden (53). Die
Schlusselmechanismen der CD20-induzierten Apoptose wurden von mehreren Arbeits-
gruppen untersucht: eine Vielzahl von intrazellularen Transmittern, Enzymsystemen und
Targetproteinen (Protein-Tyrosin-Kinasen Lck und Fyn, Caspase-3-Kaskade, Bcl-2-
Familie-Mitglieder Bad, Bax-a und Bax-xL u.a.) sind Teil dieser Signalkaskade. Es ist
nachgewiesen, dass die Rituximab-induzierte Apoptose von den gleichen intrazellularen
Signalwegen wie der BCR-modulierte Zelltod abhangig ist (54).

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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Ziele der vorliegenden Arbeit:

Rituximab wird in der Medizinischen Klinik mit Schwerpunkt Hamatologie/Onkologie,
Campus Virchow Klinikum seit 1998 bei der Behandlung von Patienten mit B-NHL ein-

gesetzt.

Die Fragestellungen der vorliegenden Arbeit sind:

¢ Quantitative und qualitative Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-
Therapie

e FMC7-Expression der malignen B-Zell-Population und deren Veranderung unter Ri-
tuximab-Therapie

e Untersuchung einer moglichen genetischen Verwandtschaft des CD20- und FMC7-

Antigens.

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
FMCY ist Teil des CD20-Antigenkomplexes M. Jordanova
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2 MATERIAL und METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Untersuchte Proben

In dieser Arbeit wurden Proben aus Patientenblut und humanen malignen B- und non-
B-Zell-Linien bearbeitet. Die Blutzellen wurden einer durchflusszytometrischen Analyse
unterzogen, um unter Rituximab-Therapie aufgetretene Veranderungen des Immun-
phanotyps zu erfassen. Fur In-vitro-Blockierungsexperimente mit unkonjugierten CD20-
und FMC7-Antikérpern, die Aktivierung mit PMA (phorbol12-myristate13-acetate) und
fur die Untersuchung der De-novo-CD20-und -FMC7-Expression nach Transfektion mit

CD20-cDNA wurden permanente Zell-Linien eingesetzt.

2.1.2 Patienten
2.1.2.1 Charakteristika

In der vorliegenden Arbeit wurden 12 Patienten mit B-CLL und 10 Patienten mit refrak-
taren indolenten B-NHL, die im Rahmen der Therapie-Studien mit dem humanisierten
CD20 Antikérper Rituximab (MabThera®, Hoffman-La Roche, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland) behandelt wurden, untersucht. Die detaillierte Patientenbeschreibung ist
in Tabelle 2.1 dargestellt. Im Laufe ihrer Erkrankung waren diese Patienten mit einer
Chemotherapie behandelt worden, ohne dabei andere immunmodulierende Medika-
mente erhalten zu haben. Alle Patienten hatten vor der Immuntherapie mit Rituximab

durchflusszytometrisch nachweisbare monoklonale B-Zellen im peripheren Blut.

Nach Genehmigung durch die Ethik-Kommission wurden die Patienten mit B-CLL im
Rahmen der klinischen Studie “B-CLL und MabThera” (Virchow-Klinikum) behandelt
(62). AuBerhalb dieser Studie wurden auch Patienten mit progredienten CD20-positiven
B-Lymphomen, die auf vorangegangene Chemo- und Strahlentherapien nicht ange-
sprochen oder ein Rezidiv hatten, mit Rituximab behandelt. Die Behandlung erfolgte mit

"informed consent".

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
FMCY ist Teil des CD20-Antigenkomplexes M. Jordanova
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Tabelle 2.1

Nr. |Patient |Geschl. |Alter | Diagnose Immunphanotyp (positive Marker)

1. 1z2.J.7?% M 58 |B-CLL CD19, CD20*, FMC7 *, a, CD5, CD23

2. |[W.H"2[F 64 |B-CLL CD19, CD20**, FMC7*, A, CD5, CD22,
CD23

3. [StH.' [M 65 |MZL CD19, CD20"*, FMCT7*, x, CD5, CD22,
CD23

4. |[P.W."? M 57 |B-CLL CD19, CD20*, FMC7"9, ), CD5, CD23

5 |K.I1."? |F 62 |B-CLL CD19, CD20*, FMC7 ", 2, CD5, CD23

6. |H.W."2 M 62 |B-CLL CD19, CD20*, FMC7"*, 2, CD5, CD23

7. HA'2 M 49 |B-CLL CD19, CD20*, FMC7*, x, CD5, CD23

8. |Cc.B."? |M 51 B-CLL CD19, CD20*, FMC7", A, CD5, CD23

9. |E.A.?2 |F 63 |B-CLL CD19, CD20*, FMC7", x, CD5, CD23

10. |[F.C.? |F 53 |B-CLL CD19, CD20*, FMC7 "9, 2, CD5, CD23

1. |Z.A.2 |F 64 |B-CLL CD19, CD20*, FMC7*, A, CD5, CD23

12. |S.B.? |M 54 |B-CLL CD19, CD20*, FMC7 "¢, «, CD23

13. [S.E."? |M 51 B-CLL CD19, CD20*, FMC7", A, CD5, CD23

14. |B.G.7 M 590 |NHL CD19, CD20**, FMC7**, «, CD5, CD22

15. |[C.K.T |[M 58 |FL CD19, CD20***, FMC7***, A, CD5, CD22

16. |G.H."? |M 71 |MCL CD19, CD20***, FMC7***, &, CD5, CD22

17. [J.D."2%2 |M 50 |MCL CD19, CD20***, FMC7"**, «, CD5, CD22,
CD23

18. |z.G.7 |F 69 |FL CD19, CD20***, FMC7***, i\, CD22

19. [W.G."?|M 65 |MCL CD19, CD20***, FMC7***, k, CD5, CD22

20. |E.S."? |F 60 |IC CD19, CD20***, FMC7*, x, CD22

21. [HLK.T [M 71  |MCL CD19, CD20***, FMC7***, x, CD5, CD22

22. |[E.M. T2 [F 56 |FL CD19, CD20**, FMC7*", x, CD22

" Patienten mit einer Kurzzeit-Untersuchung bis zur 24. Stunde nach Therapiebeginn; * Patienten mit einer langfristi-
gen Untersuchung nach Rituximab-Behandlung.

™" _ Hauptpopulation mit starker CD20- oder FMC7-Fluoreszenzintensitit. ** - die Mehrzahl der Zellen exprimiert die
Antigene in einer mittleren Starke. * -schwache Fluoreszenzintensitét oder kleine positive Population.

B-CLL — Chronische lymphatische B-Zell-Leukédmie; MZL — Marginal-Zell-Lymphom; NHL — Non-Hodgkin Lymphom;
FL Follikulares Lymphom; IC — Immunocytom; MCL — Mantel-Zell-Lymphom.

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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2.1.2.2 Rituximab-Behandlung

Rituximab wurde in einer Dosis von 375 mg/m? (bis zu maximal 500 mg absolut) einmal
pro Woche in vier aufeinanderfolgenden Wochen eingesetzt. In der ersten Woche er-
folgte die Therapie an drei aufeinander folgenden Tagen in steigender Dosierung. In
den Wochen 2 bis 4 konnte die Dosis von 375 mg/m? in einer Infusion {iber 4-5 Stunden

unter ambulanten Bedingungen verabreicht werden (s. Tab. 2.2).

Tabelle 2.2: Applikationsschema fur die erste Rituximab-Gabe

Tag |Stunde Dosis (mg/Stunde) |Maximaldosis (mg)
1. 1.und 2. 5 50 mg
3.und 4. 10
5. 20
2. |Uber mindestens 4 Stunden 150 mg
Uber mindestens 4 Stunden Rest der Dosis (ad 500 mg)

2.1.2.3 Probenentnahme

Die durchflusszytometrische Untersuchung von Blutproben der behandelten Patienten
erfolgte am ersten Tag vor Therapie sowie nach 1, 2, 4 und 24 Stunden (Kurzzeit-
Verlauf). In den folgenden Wochen wurden die Proben jeweils vor Behandlungsbeginn

entnommen (Langzeit-Verlauf) (s. Abb. 2.1).

Die Kurzzeitkinetik-Patientengruppe umfasste 18 Patienten, darunter 10 mit B-NHL und
8 mit B-CLL, bei denen insgesamt 19 Verlaufsuntersuchungen durchgeflhrt wurden.
Bei einem CLL-Patienten (Nr.5 in der Tab.2.1) wurde die Untersuchung auch im zweiten

Rituximab-Therapiezyklus nach 3 Monaten wiederholt.

Daten zum Langzeit-Verlauf liegen bei 17 Patienten vor. Hierbei wurden alle 4 Applika-
tionen des Therapiezyklus sowie der Verlauf 1, 5 und 8 Wochen nach Ende der Thera-
pie von durchflusszytometrischen Kontrollen begleitet. Die Anzahl der zu jedem Zeit-

punkt gemessenen Proben ist bei der Ermittlung der Ergebnisse in Klammern gezeigt.

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
FMCY ist Teil des CD20-Antigenkomplexes M. Jordanova
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Die Zeitintervalle der durchflusszytometrischen Untersuchungen im Zusammenhang mit

den Rituximab-Applikationen sind in Abbildung 2.1 schematisch dargestellt.

A
vor 0 1 2 3 4 24
(Beginn)
Stunden nach Beginn der 1. Applikation
B

1 1 T

VYV

(1 WnT) (5. WnT) (8. WnT)

Wochen der Therapie

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Rituximab-Applikationen (*} und der Probenentnahmen (T):
A - Kurzzeit-Beobachtung (bis 24. Std.)
B - Langzeit-Beobachtung (bis 8. Woche nach Therapie - W.n.T.)

2.1.3 Kontroligruppe

Es wurden zusatzlich Blutproben von 40 zufallig ausgewahlten Patienten untersucht, die
keine onkologischen oder hamatologischen Erkrankungen hatten. Die Untersuchungen
erfolgten an Restblut nach Routineblutbild. Zusatzliche Blutentnahmen ausschliesslich

zu Forschungszwecken waren nicht erforderlich.
21.4 Zell-Linien

Far die [In-vitro-Blockierungsexperimente mit unkonjugierten CD20- und FMC7-
Antikorpern, die Aktivierung mit PMA sowie fur die Untersuchung einer CD20-
Expression nach Transfektion mit CD20-cDNA wurden folgende Zell-Linien eingesetzt
(s. Tab. 2.3):

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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Tabelle 2.3: Verwendete Zell-Linien

Bezeichnung Zelltyp (alle human) Expression* Von
CD20 FMC7

Daudi Burkitt-Lymphom + Neg. DSMZ

JVM-2 B-CLL + + DSMZ

CESS lymphoblastoide + + DSMZ

K-562 myeloische Neg Neg ATCC

PB-697 Pra-B-ALL Neg Neg ATCC

* konstitutive CD20-Expression (vorgegebene Zellcharakteristik). Die FMC7-Expession wurde in den Vor-
experimenten der Arbeit untersucht.

2.2 Methoden

Hauptuntersuchungsmethode bei allen quantitativen und qualitativen Untersuchungen

an Patientenblut und Zell-Linien war die Durchflusszytometrie.

2.2.1 Untersuchungen an peripherem Blut

2.2.1.1 Antikorperpanel

In dieser Studie wurden direkt konjugierte monoklonale Antikdrper (MAK) benutzt, die in
einem Inkubationsschritt an die jeweiligen Zellepitope binden. Die durch die Hersteller
empfohlenen chargenbezogenen Antikorperkonzentrationen wurden vor Beginn der
Studie laborintern durch Titration Uberpruft. Die benutzten MAK fur die Farbung von et-
wa 1x10° Leukozyten sind in Tabelle 2.4 aufgelistet. Die bendtigten Mengen an Anti-
korpern pro Ansatz wurden in separaten GefalRen gemischt und daraus pipettiert, womit
die Gefahr des Pipettierens ungleicher Mengen an Antikdrpern pro Aliquot im Verlauf

der gesamten Untersuchungszeit minimiert wurde.

Es wurde der Anteil der B- (CD45/CD19-positiv) und T-Lymphozyten (CD45/CD3-
positiv) als auch der T-Lymphozyten-Subpopulationen (CD4/CD3-positive T-Zellen,

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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CD8/CD3-positive T-Zellen und CD56/CD16 positive und gleichzeitig CD3 negative NK-

Zellen) bestimmt.

Tabelle 2.4: Liste der verwendeten monoklonalen Antikorper.

Anti- Klas- |Fluoro- |Vol.

Klon Detektion von Hersteller
gen se chrom | (pl)
CD3 SK7 IgGy |PE 5 Pan-T-Zellen BD, Heidelberg
CD3 UCHTA1 IgGy |APC 10 Pan-T-Zellen B-C, Munchen
CD4 13B8.2 IgGy |[FITC 10 T-Helferzellen Fertigkombination —
CD8 B9.11 lgGs |PE T-Supressorzellen |B-C
CD5 BL1a IgG2a |FITC 10 Pan-T-Zellen B-C
CD3 UCHT1 IgGs |FITC

Fertigkombination —

CD16 |3G8 lgG1 |PE 15 NK-Zellen B.C
CD56 |[N901/NKH-1 |IgGy |PE
CD19 |J4.119 IgGy |PE 10 Pan-B-Zellen B-C

B9E9
CD20 IgG2a |FITC 10 Pan-B-Zellen B-C

(HRC20)
CD22 |[SJ10.1H11 |IgGy |FITC 10 Pan-B-Zellen B-C
CD23 |9P25 IgGs |FITC 10 B-Zellen B-C
CD45 |[2D1 IgGs |FITC 10 Pan-Leukozyten |BD
FMC7 |FMC7 IgM FITC 10 B-Zellen B-C
A-Kette | Polyklonal IgGs |FITC 0 B-Zellen, Leicht- | Fertigkombination -
CD19 ([J4.119 lgGs |PE ketten B-C
k-Kette | Polyklonal IgGs |FITC 20 B-Zellen, Leicht- | Fertigkombination -
CD19 ([J4.119 lgG1 |PE ketten B-C

FITC — Fluoreszeinisothiozyanat, PE- Phycoerythrin; APC — Allophycoerythrin; B-C — Beckman-Coulter

Die B-Zellpopulation wurde durch die Expression des CD19-Antigens definiert, die Mar-
ker fir die weitere immunphanotypische Charakterisierung der monoklonalen B-Zell-
Population waren: CD5, CD20, CD22, CD23 und FMCY7. Die Untersuchung wurde je-
weils als Zweifarbenfluoreszenzmessung durchgefuhrt. Zur Zeit der Ausgangsuntersu-
chungen war der Anteil der durchflusszytometrisch nachweisbaren monoklonalen Zellen

bei den meisten Proben héher als 90% der gesamten B-Zellpopulation. Der Anteil der

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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monoklonalen B-Zell-Population wurde bei der Mehrheit der Patienten mit CLL oder
MCL (s. Tab. 2.1), durch die charakteristische Koexpression von CD5 bestimmt. Bei al-
len Patienten wurde auch die Ig-Leichtkettenexpression (A oder k) als Merkmal der Mo-
noklonalitat ausgewertet. Die exakte Zusammensetzung des Panels ist in Tabelle 2.5

dargestellt:

Tabelle 2.5: Antikdrperkombinationen fur die Charakterisierungder Zellpopulationen

Nr. |Zwei-oder Dreiparameterkombination Zellpopulation

1 CD45 vs CD19 B-Zellen

2 CD45 vs CD3 T-Zellen

3 CD16 und CD56 vs CD3 NK-Zellen

4 CD5vs CD19 T-Zellen, maligne CLL/MCL-Zellen
5 CD20 vs CD19 B-Zellen

6 CD22 vs CD19 B-Zellen

7 CD23 vs CD19 B-Zellen

8 FMC7 vs CD19 B-Zellen

9 Kk vs CD19 B-Zellen

10 |Avs CD19 B-Zellen

11 | CD4 vs CD8 vs CD3 T-Helfer- und T-Suppressor-, T-Zellen

Bei den Blutproben von Patienten der Kontroligruppe (ohne hamatologisch-
onkologische Erkrankungen) wurde ausschlieRlich die CD20- und FMC7-Expression der

CD19-positiven Zellpopulation untersucht.

Bei den vorliegenden durchflusszytometrischen Experimenten wurden die Autofluores-
zenzen der fur den bestimmten Marker negativen mononuklearen Zellen als ,interne®

Negativkontrolle benutzt. Es wurden daher keine Isotypkontrollen verwendet.

2.21.2 Blutentnahme und Vorbereitung

Alle Vollblutproben der Patienten wurden in 2,7 ml K-EDTA S-Monovetten (Sarstedt,

Numbrecht) abgenommen und bis zur Aufarbeitung fur maximal 10 Stunden bei Raum-

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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temperatur gelagert. Die Zellzahl und das Differentialblutbild wurden mit hamatologi-
schen Analyseautomaten bestimmt (Cell-Dyn 3500, Abbott GmbH Diagnostics, Bayer
Technicon H3, Bayer Diagnostics GmbH).

Alle Proben mit einer Leukozytenzahl Uber 10.000 Leukozyten/ul wurden vor der weite-
ren Verarbeitung durch PBS-Verdiinnung (Dulbeco’s PBS, ohne Ca?* und Mg?*, Gibco
BRL) auf eine Zellkonzentration von ca. 10.000 Leukozyten/ul eingestellt (s. Punkt

2.2.1.1 zur Begrundung).

2.21.3 Erythrozytenlyse

Bei dem gesamten Vollblutmaterial wurde die ,Lyse vor der Farbung® - Praparationsme-
thode angewandt. Somit wurden die quantitativen Verhaltnisse der einzelnen Zellpopu-
lationen im Material gewahrt und eine Bestimmung der Leichtkettenexpression auf den

B-Zellen ermdglicht.

Entsprechend des fur die erwiunschte Immunphanotypisierung ausgewahlten Panels,
wurden einzelne Réhrchen (4,5 ml, Falcon, BD) vorbereitet, beschriftet und mit jeweils
100 pl Blutvolumen pro Ansatz gefullt (s. Punkt 2.2.1.1). Das pro Rohrchen anzuset-
zende Volumen an Untersuchungsmaterial mit einer absoluten Zellzahl von ca. 1x10°
Leukozyten pro Ansatz wurde wahrend des ganzen Untersuchungsprozesses konstant

gehalten.

Die Erythrozyten wurden wie folgt lysiert:

e Zugabe von 2 ml der Lyse-Gebrauchslésung (Ortho™ ad 100 ml mit Aqua dest. ver-
dunnt, Ortho-Clinical Diagnostics, Johnson & Johnson Co.) zu jedem Ansatz;

e Vortexen und danach fur 12 Min. bei Raumtemperatur Inkubieren;

o Zwei Waschschritte zur Entfernung der Lyselosung mittels Zentrifugation far 4 Min.
bei 250 g und Raumtemperatur (Megafuge 1.0, Haereus Seratech), anschliessend
Absaugen des Uberstandes und Resuspendieren des Sediments mit 2 ml PBS (Dul-
beco’s PBS, ohne Ca?* und Mg®*, Gibco BRL);

e Erneute Zentrifugation unter den o.g. Bedingungen;

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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e Resuspendieren des Zellpellets mit 100 pl PBS (Dulbeco’s PBS, ohne Ca®* und
Mg®*, Gibco BRL).

2.21.4 Farbung

Die Zellen wurden mit den entsprechenden MAK-Kombinationen wie folgt markiert:

e Pipettieren der entsprechenden Mengen Antikorper aus den vorbereiteten Kombina-
tionen in die jeweiligen Rohrchen (s. Tabelle 5);

e Mischen fur ca. 2 Sek. mittels Vortex-Gerat;

¢ Inkubieren fur 20 Min. bei Raumtemperatur;

e Ein Waschschritt zur Entfernung der ungebundenen Antikdrper unter den beschrie-
benen Bedingungen (s. Punkt. 2.2.1.3);

e Resuspendieren des Zellpellets mit 200 ul PBS zum Messen.

Die Proben wurden innerhalb von 2 Stunden nach der Aufbereitung, ohne Fixation, ge-

messen.

2.21.5 Gerateeinstellung, Datenakquisition, Parameterdarstellung

Die Datenakquisition bestand aus einer gleichzeitigen Messung von Forward-Scatter
(FSC), Side-Scatter (SSC) und von bis zu 3 getrennten Fluoreszenzsignalen der ge-
bundenen Fluorochrom-konjugierten MAK. Fur die Immunfluoreszenzanalysen stand
ein Durchflusszytometer vom Typ FACSCalibur™ (BD) zur Verflugung. Das Durchfluss-
zytometer war mit zwei Lasern ausgestattet: ein 488 nm Argonlaser fur die Fluorochro-
me FITC und PE und ein 635 nm Red-diode Laser fir das Fluorochrom APC. Dadurch

wurde eine simultane Messung dieser Dreifarben-Kombinationen ermdoglicht.

Die Grundeinstellung der Fluoreszenzsignalverstarkung und der Fluoreszenzkompensa-
tion wurde durch Messung von standardisierten herstellerspezifischen Testpartikeln
(CaliBRITE™ 3 und CaliBRITE™ APC, BD) mit einem automatisierten Software-
Programm (FACSComp™, BD), d.h. Software-gesteuert, regelmassig Uberpruft. Da-

durch wurde das Gerat kalibriert.

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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Die korrekte Einstellung der FSC- und SSC-Detektoren (im linearen Modus) ermoglichte
die Erfassung aller Leukozyten und die deutliche Abgrenzung ihrer Subpopulationen
(Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten). Die Verstarkung der Fluoreszenzdetek-
toren (im logarithmischen Modus) war anhand der Autofluoreszenzintensitat nicht ge-
farbter Lymphozyten so gewahlt, dass alle negativen Zellen sich innerhalb der ersten
Dekade der Verstarkung befanden. Die Farbkompensation erfolgte durch die Messung
einer zweifarbigen, sich gegenseitig ausschlieRenden Zellmarkerkombination (CD3-
FITC/CD19-PE). Die Kompensation wurde fur die Fluoreszenz des CD19-Antigens op-
timiert. Da das Gerat eine gute Stabilitdt der Messcharakteristika zeigte, blieben die
ausgewahlten Verstarkungs- und Kompensationsparameter Uber die Periode der Unter-
suchungen gleich. Dadurch lieRen sich die Akquisitionsdaten der verschiedenen Patien-

ten zu unterschiedlichen Zeitpunkten weitgehend miteinander vergleichen.

Die Messungen wurden mit CellQuest™ (Version 3.1, BD), bei einer mittleren Durch-

flussrate und einer 256 Kanal-Auflosung durchgefuhrt.

Wahrend der Datenaufnahme wurden 4 Akquisitions-Standardfenster (Aquisition Dot-
plots) auf dem Bildschirm prasentiert: FSC/SSC, FL1/FL2, SSC/FL1, SSC/FL2. Anhand
des FSC konnte die diskriminierende Grenze (threshold) zwischen den in die Auswer-
tung eingehenden Zellen (Leukozyten) und dem Debris so gesetzt werden, dass mit Si-
cherheit alle Lymphozyten in die Messung eingeschlossen wurden, ohne dabei zu viel
Verunreinigungsereignisse aufzunehmen. Bei jeder Messung wurden die Daten von
25.000 Zellen registriert, ohne einen Vorauswahl-Speicherparameter zu benutzen, und

in Listenmodus gespeichert.

2.21.6 Auswertung — logische Verkniupfungen

Die gespeicherten Messdaten wurden mit dem gleichen Software Programm (Cell-
Quest™) ausgewertet. Bei der Analyse der Ergebnisse wurde die Expression der unter-
suchten B-Zellantigene ausschliesslich auf der pathologischen Lymphomzellpopulation

berucksichtigt. Es wurde ein graphisches Auswerteprotokoll ausgearbeitet, in dem die

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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Abh. 2.2: Schematische Darstellung der Prohenauswernung. 1 - Lymphozyten,
haw. mononukledre Zellen ik, B2 — COD19-positive Zellen B, R1+R2 —
01 9-positive Zellen im Lymphontengate; COA-Koexpression wvon S0O19-
positiven Zellen im Lymphozvtengate (€ — oherer rechter Quadrant)

Streulicht- und Fluoreszenzsignale der Ziel-Zellpopulation in Form von zweiparametri-
gen Dot-Plots prasentiert und durch die im Programm definierten Analyseregionen und
Quadrantenstatistik ausgewertet wurden (s. Abb. 2.2). Die statistische Angabe der %
positiver Zellen bezog sich sowohl auf die Gesamtzahl der gemessenen Zellen, als
auch auf die Population der eingegrenzten (,Gate”) Zielzellen. Das geometrische Mittel
wurde fur die Darstellung der Prozentanteile genommen. Zusatzlich wurde die mittlere
Floureszenzintensitat (MFI auf Anzahl Kanale bezogen) flr den Vergleich der verschie-

denen Expressionsstarken benutzt.

Die maligne Zellpopulation lie® sich durch ihre lymphozytenahnlichen Streulichtcharak-
teristika und die gleichzeitige Expression mehrerer B-Zellantigene identifizieren. Dar-
aufhin wurde zuerst eine Region als Lymphozytengate (R1) hinsichtlich der beiden
Streulichtparameter definiert. Da die deutliche Abgrenzung der lymphoiden Population
nicht immer maoglich war, wurde diese Region zunachst hinsichtlich des SSC z.T. breiter

gesetzt, so dass sie die ganze mononukleare Zellpopulation erfasste.

Die Definition einer zweiten B-Lymphozytenregion (“Region 2” — R2) auf den CD19-
positiven Zellen erfolgte bei der graphischen Wiedergabe der Fluoreszenzen der
CD5/CD19-Messung. Bei den meisten untersuchten Patienten, die die Diagnosen "CLL"
oder "MCL" hatten, lie} sich die maligne Zellpopulation anhand der CD5-Koexpression

am besten unterscheiden (2).

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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Nach einer elektronischen Verknupfung der beiden bereits definierten Regionen (R1
und R2), wurde ein drittes logisches Fenster (,Gate 3“ — R1+R2) erstellt, so dass die
Zielzellpopulation uber mehrere Eingrenzungskriterien (Streulichtparameter der Lym-
phozyten, CD19-Expression, CD5-Expression) zugeordnet werden konnte. So sollten
alle durchflusszytometrisch nachweisbaren B-Zellen innerhalb von R3 erfasst werden.
Die durch R3 definierten Messergebnisse wurden auf einem neuen FSC-SSC-Dot-Plot
durch sog. “Back-Gating” prasentiert und mufldten eine einheitliche Population im Be-

reich der mononuklearen Zellen bilden.

2.21.7 Auswertung der Lymphozytenpopulationen

Die Bestimmung des relativen Anteils der B-, T- und NK-Zellen, und auch der T-
Lymphozytensubpopulationen (T-Helfer- und T-Suppressorzellen) erfolgte bezogen auf
die gesamte gemessene Leukozytenpopulation. Die Lymphozytenpopulation wurde in
den Messungen CD45-FITC/CD19-PE und CD45-FITC/CD3-PE als CD45-positiv defi-
niert. Die T-Zellsubpopulationen wurden innerhalb der CD3-positiven Zellen mit einer
Dreifarben-Kombination (CD4-FITC/CD8-PE/CD3-APC) bestimmt. Die NK-Zellen wur-
den mit dem CD3-FITC/CD16-PE/CD56-PE Ansatz als CD3-negativ und CD16/CD56-
positiv quantifiziert.

Die absolute Zellzahl der verschiedenen Populationen wurde anhand der mit dem Zell-

zahlautomaten gemessenen Leukozytenzahl und dem Differentialblutbild ermittelt.

2.2.1.8 Auswertung der malignen B-Zellpopulation

Bei der Analyse der untersuchten B-Zellantigene wurden nur solche Ereignisse bertck-

sichtigt, die innerhalb von Gate 3 lagen.

Die Fluoreszenzen der jeweiligen Antigene auf der B-Zellpopulation wurden in korrelie-
renden Zweiparameter-Dot-Plots prasentiert. Die Positionierung der Quadrantendiskri-

minatoren zur Abgrenzung doppelt positiver Zellen orientierte sich generell an der Ver-
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teilung der Autofluoreszenz der fur den jeweiligen Marker negativen Zellen (s. Abb. 2.2).
Fir alle Messanalysen des gleichen Patienten wurde die Position der Quadrantenmar-

ker wahrend der Verlaufsbeobachtung beibehalten.

Die simultane graphische Prasentation der Fluoreszenzsignale sowohl auf der B-
Zellpopulation im Gate 3, als auch auf den gesamten Zellereignissen im Lymphozyten-
gate (R1) erlaubte einen Vergleich der Fluoreszenzintensitaten fir bestimmte Antigene
zwischen den verschiedenen Zellpopulationen in diesem Bereich (T-Lymphozyten, Mo-

nozyten, Zielzell-Population).

2.2.2 Untersuchungen mit Zell-Linien

Die Zell-Linien wurden flr In-vitro-Blockierungsexperimente mit unkonjugiertem CD20-
und FMC7-Antikorper, fur Aktivierungsversuche mit PMA und fir Untersuchungen zur
De-novo-Antigen-Expression nach CD20-Transfektion benutzt. Bei den Blockierungs-
experimenten wurde die stark CD20- und FMC7-exprimierende B-Zell-Linie CESS ver-
wendet. Fur die Transfektionsuntersuchungen wurde die myeloische K-562-Zell-Linie
gewahlt, die keine endogene CD20-Expression aufweist. Die PMA-
Akitivierungsexperimente wurden mit der CD20-/FMC7-negativen pra-B-Zell-Linie PB-
697 durchgefihrt. Die Medium-Herstellung, Aliquotierung und Kultivierung der Zell-
Linien wurden unter Sterilbedingungen durchgefuhrt (Sterile Werkbank — Cytoperm, He-

raeus Instruments).

2221 Kultivieren der Zellen

Die Zell-Linien wurden fur die Untersuchungsperiode in komplettem Medium (s.u.) und
in exponentieller Wachstumsphase gehalten. Das Medium hatte folgende Zusammen-
setzung (alles von Gibco BRL): RPMI-1640 mit GlutaMax™; 10% FKS (fétales Kalber-
serum), 1% Penicillin-G/Streptomycin Sulfat (10 yg/ml und 25 pg/ml Endkonzentration)
und 1% Natriumpyruvat. Die Zellen wurden wie folgt kultiviert:

¢ Auftauen der eingefrorenen Zell-Linien bei 37°C im Wasserbad;

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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Zwei Waschschritte zur Entfernung des Kryoprotektors (DMSQO) durch Resuspendie-

ren in Medium und Zentrifugation fur 10 Min. bei Raumtemperatur und 400 g;

e Resuspendieren des Zellpellets in Medium;

e Uberfiihren in Zellkulturflaschen (BD, Heidelberg) und Inkubation bei 37°C, 5% CO»,
95% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank

o Weiterhin permanentes Aussaen — in einer den optimalen Aussaatbedingungen ent-
sprechenden Zelldichte.

Dabei wurde die Zellzahl mittels Analyseautomat und die Vitalitat mittels Trypanblau-

Farbung unter Lichtmikroskop kontrolliert. Die fur die einzelnen Experimente bendtigten

Zellmengen wurden nach Zellzahlbestimmung, einem Waschschritt mit Medium und

Resuspendieren des Pellets in der entsprechenden Menge Medium vorbereitet.

2.2.2.2 CD20-Plasmid und Transfektion

Das bei den beschriebenen Transfektionsexperimenten verwendete CD20-Plasmid
wurde von Prof. David Mason (Dept. of Cellular Science, University of Oxford, John
Radcliffe Hospital, UK) zur Verfugung gestellt. Es hatte die Struktur des bekannten
CD20-cDNA Klones pB1-21A-29 (33).

Das 1,2-kb CD20-cDNA Insert ist unter Kontrolle eines CMV-Promotors in dem Plas-
mid-Vektor pCDM8 subkloniert. Das Konstrukt hat eine Grof3e von 8000 bp, ist Kana-
mycin resistent und wurde in der Literatur als effektiv bei der Transfektion von T-Zell-
Linien (COS-1) beschreiben (56).

Bei den vorliegenden Experimenten mit der myeloischen K-562-Zell-Linie wurde eine
transiente CD20-cDNA-Transfektion mittels Elektroporation erreicht. Diese Transfekti-
onsmethode basiert auf der Mdglichkeit, die Zellmembran mittels hochintensiver elektri-
scher Pulse kurzfristig zu destabilisieren und so eine Permeabilitat flir die exogenen
DNA-Molekule zu erzielen. Die optimalen DNA-Mengen wurden im Laufe der Experi-
mente anhand der durchflusszytometrisch gemessenen Transfektionseffizienz be-

stimmt, sie lagen zwischen 2 und 5 pg Plasmid-DNA/1x10° myeloische Zellen.

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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Die bendtigte Zellsuspension wurde sedimentiert, in 500 pyl Medium resuspendiert und
in 4 mm-Elektroporationskivetten (ECU-104, PEQLAB) uberfuhrt. Zu jeder Probe wurde
die entsprechende Menge vom Plasmid oder dem pCDM8 Mock-Vektor als Kontrolle
zugegeben. Die Elektroporation erfolgte durch das EquiBio-System (Boughton Mon-
chelsea Kent, UK) unter folgenden technischen Bedingungen: 1050 microfarads (uF),
260V. Anschliel3end wurden die Zellen schnell in 10 ml komplettem Medium resuspen-

diert, fir 120-Stunden weiter inkubiert und analysiert.

Die De-novo-CD20-Expression wurde in 24-Stunden-Intervalen durchflusszytometrisch
uberpruft, wobei die transfizierten Zellen zunachst sedimentiert, in RPMI 1640 mit 10%
FKS zu einer Konzentration von 1x10° Zellen/mL resuspendiert und schlieRlich mit der

entsprechenden Antikdrperkombination gefarbt wurden.

Die benutzten Mengen an Antikdrper sowohl bei der Transfektionseffizienz-Uberpriifung
als auch bei den Blockierungsexperimenten sind in Tabelle 2.6 aufgelistet. Es wurden
die gleiche Farbetechnik und die gleichen Prinzipien der Gerateeinstellung bei den

durchflusszytometrischen Messungen wie in Punkt 2.2.1.4 beschrieben, verwendet.

2.2.2.3 Blockierungsexperimente mit B-Zell-Linien

Bei den B-Zell-Linien CESS, JVM und DAUDI wurden die Veranderungen der CD20-
und FMC7-Antigenexpression nach einer Prainkubation mit den entsprechenden unkon-

jugierten Antikorpern untersucht.

Die bendtigte Zellsuspension wurde sedimentiert und in einer Zellkonzentration von
1x10%/ml in RPMI-1640 Medium resuspendiert. Nach der Messung der fiir jede Zell-
Linie charakteristischen konstitutiven CD20- und FMC7-Expression (CD20-FITC/CD19-
PE, FMC7-FITC/CD19-PE) wurden im ersten Schritt die Zellen mit unkonjugiertem
CD20(B1)- und FMC7-Antikdrper, sowie mit irrelevantem MAK (5 ug des unkonjugierten
MAK pro 1x10° Zellen) fiir 60 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Im zweiten Inkubati-

onsschritt folgte eine separate Farbung von je drei 100 pl Ansatzen jeder vorinkubierten

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
FMCY ist Teil des CD20-Antigenkomplexes M. Jordanova



2. Material & Methoden Seite 22 von 60

B-Zell-Linie mit den folgenden Antikrperkombinationen: CD45-FITC/CD20-PE, FMC7-
FITC/CD19-PE und irrelevanten IgM-Antikdrpern (s. 2.2.1.4).

Bei der CESS-Zell-Linie, die eine konstitutive CD23-Expression aufwies, wurden zu-
satzlich 4-stindige Blockierungsversuche bei 37°C im Wasserbad mit den Prototyp
CD20(B-1), FMC7 und irrelevanten Kontrollantikdrpern, entsprechend der von Borget et
al. beschriebenen Methode durchgefihrt. (57) Bei den Experimenten wurden die Modu-
lationseffekte der Vorinkubation auf die CD23-Expression mit der MAK-Kombination
CD23-FITC/CD19-PE untersucht. Die Ergebnisse der MFI von vier solchen Experimen-

ten wurden analysiert.
Die durchflusszytometrische Analyse der Blockierungsexperimente erfolgte Uber alle
20000 Zellen, die ohne einen Vorauswahl-Speicherparameter bei jeder Messung regist-

riert wurden. Es wurden die mittleren Fluoreszenzintensitaten ausgewertet.

Die verwendeten Klone und Antikorperkonjugate sowie die Antikorpermengen pro An-

satz sind in der nachfolgenden Tabelle 2.6 dargestellt.

Tabelle 2.6: Liste und Charakteristika der fir die Blockierungsexperimente verwende-

ten MAK.
Antigen Klon Klasse Fluoroch- Vol. Katalog-Nr.
rom (p)* Hersteller
CD20 B1-Coulter Clone | 1gG2,4 unkonju- 10 B-C, Mlnchen
H299 (b1) giert
FMC7 FMC7 IgM unkonju- 10 Biozol, Serotec,
giert Oxford, UK
irrelevant |« MOPC 21 lgG+ unkon- 10 Sigma-Aldrich
jugiert Chemie GmbH
irrelevant | GC323 IgM FITC 10 B-C
irrelevant  |u.727 19G2a PE 10 B-C
CD20 BOE9 (HRC20) |1gG2a FITC 10 B-C
FMC7 FMC7 IgM FITC 10 B-C
CD19 J4.119 lgG+ PE 10 B-C
CD19 J4.119 lgG+ FITC 10 B-C
CD45 2D1 lgG1 FITC 10 BD, Heidelberg
CD23 9P25 1gG+ FITC 10 B-C
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Tabelle 2.6: Liste und Charakteristika der fur die Blockierungsexperimente verwende-

ten MAK.
Antigen Klon Klasse Fluoroch- Vol. Katalog-Nr.
rom (MI)* Hersteller
CD20 BOE9 9G24 PE 10 B-C
CD20 IDEC-C2B6 Maus, hu- | unkonju- 5% (1:10 |Hoffman la Roche,
MabThera® manisiert | giert Verd.) |Bazel

*pro Ansatz von 10° Zellen; FITC — Fluoreszeinisothiozyanat, PE- Phycoerythrin;; B-C — Beckman-Coulter;
BD — Beckton-Dickinson

2.2.2.4 Aktivierungsexperimente mit PMA

Die CD20/FMC7-negative pra-B-Zell-Linie PB-697 wurde in komplettem Medium mit
und ohne Zugabe von 5 ng PMA (Phorbol12-myristate13-acetate; Sigma, Taufkirchen)
pro ml (ca. 5x10° Zellen) kultiviert. 100pl-Aliquote der behandelten und der Kontroll-
Suspension wurden mit den Antikorperkombinationen CD20B1-FITC/CD19-PE, FMC7-
FITC/CD19-PE und Kontroll-lgM-Antikérper unter den beschriebenen Bedingungen in-
kubiert (2.2.1.4). Die gefarbten Proben wurden flr eine induzierte Antigenexpression

durchflusszytometrisch bis zur 36. Stunde der PMA-Inkubation analysiert.

2.3 Statistik

Die wahrend der kurz- und langfristigen Patientenbeobachtung untersuchten Parameter
wurden fur die gesamte Gruppe der behandelten Patienten analysiert. Da es Unter-
schiede im Immunphanotyp und daher in der Positivitdt und Expressionsintensitat fur
bestimmte Antigene (CD5, CD22, CD23) zwischen den verschiedenen Erkrankungen
gab, wurden nur Antigen-positive Falle fur die folgende statistische Analyse herangezo-
gen.

Es wurden die prozentualen Anteile der verschiedenen Zellsubpopulationen ermittelt.
Die Antigen-Expression wurde als relative Fluoreszenzintensitat vom geometrischen
Mittelwert der Kanalzahlen prasentiert.

Alle ermittelten Absolut- und Prozentenzahlen bei den entsprechenden Untersuchungen
sind als Medianwerte mit entsprechenden Minima und Maxima dargestellt, da keine

Normalverteilung vorlag.

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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Fir die statistische Bearbeitung des Datenmaterials wurden sowohl deskriptive als auch
konfirmatorische Methoden verwendet. Die Daten wurden zuerst auf Normalverteilung
(Gaus’sche) untersucht (Kolmogorov-Smirnov-Test). Da die Uberwiegende Mehrzahl
der Variablen keine Normalverteilung aufwies, wurden fur die Darstellung und den Ver-
gleich folgende statistische Methoden eingesetzt: Median, Minimum und Maximum fur
die deskriptive Analyse; Mann-Whitney-U, Wilcoxon-W-Test fur den Vergleich (p<0,05

wurde als signifikant gewahlt) und der Pearson-Korrelationstest.

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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3 ERGEBNISSE

3.1 Mit Rituximab-behandelte Patienten

3.1.1. Leukozytenzahl, Differentialblutbild und Lymphozytenpopulationen

3.1.1.1 Kurzzeit-Verlauf (24 Stunden)

Schon 60 Min. nach Beginn der Rituximab-Infusion war eine erhebliche Reduktion der
Leukozytenzahl festzustellen, die Uber die nachfolgenden Messintervalle bis zur 24.
Stunde signifikant blieb (s. Abb. 3.1).

Die Auswertung der Differentialblutbilder zeigte, dass diese Zelldepletion am starksten
die Lymphozytenpopulation betraf, deren Prozentanteil von 60% auf 16,6% (p=0,01)
nach 2 Stunden fiel und am Infusionsende um 33,1% niedriger als vor der Therapie war
(s. Abb. 3.2).

Leukozytenzahl x10 */pL

100
11,1
L]
ﬂ 5,0* 6‘3 6 11-
4.6* = =
n
"
1
vor Appl. 1. Std. 2. Std. 4, Std. 24, Std.
(n=19) (n=17) (n=17) (n=19) (n=17)
Stunden

Abb. 3.1: Verdnderungen der Leukozytenzahl (Median, Streuung) wahrend der Kurzzeit-Beobachtung.
* - signifikante Veranderungen zum Ausgangswert (p<0,05)
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Lymphozytenzahl x10 %/uL

100
0 6,6
[ ]
13 1,6
- 0,8* -
1 0,6*
n
]
0.1
vor Appl. 1 Std. 2. Std. 4. Std. 24. Std.
(n=19) (n=17) (n=17) (n=19) (n=17)

Stunden

Abb. 3.2: Veranderungen der Lymphozytenzahl (Median, Streuung) wahrend der Kurzzeit-Beobachtung.
* - signifikante Veranderungen zum Ausgangswert (p<0,05)

Zu denselben Zeitpunkten wurde entsprechend des veranderten Differentialblutbildes
ein relativer Anstieg im Prozentanteil der Neutrophilen festgestellt, wobei sich die Werte
nach der 2. Stunde verdoppelten (p=0,02), nach der 4. Stunde noch signifikant erhdht
waren (p=0,02) und bis zum Endpunkt der Untersuchung um 17% (n.s.) erhéht blieben.
Der prozentuale Anteil der Monozyten verringerte sich auf weniger als die Halfte bis zur

2. Stunde (p=0,007) und kehrte danach wieder zu den Ausgangswerten zuruck.

Die signifikante Lymphozytenreduktion war vor allem auf eine B-Zelldepletion zurlickzu-
fuhren, wie die durchflusszytometrische Zellpopulationsanalyse bewies. Der Prozentan-
teil der CD19-positiven Zellen (41,3%) verringerte sich nach einer Stunde auf weniger
als die Halfte (14,5%) und blieb 24 Stunden nach der Applikation fast zehnfach niedri-
ger (4,22%, p=0,044) als der Ausgangswert (s. Abb. 3.3).

Der T-Lymphozytenanteil (CD3-positive Zellen) zeigte zu jedem Untersuchungszeit-
punkt einen relativen Anstieg innerhalb der gesamten Lymphozytenpopulation. Die
CD4:CD8-Ratio blieb im Referenzinterval stabil (0,8-2,7). Die NK-Zellbestimmung

(CD56/16-positiv und CD3-negativ) zeigte eine geringe Abnahme im Prozentanteil, die

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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B-Lymphozytenzahl x10 *uL (CD19-positive Zellen)

100
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(n=19) (n=17) (n=17) (n=19) (n=17)
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Abb. 3.3: Verdnderungen der B-Lymphozytenzahl (Median, Streuung) wahrend der Kurzzeit-Beobachtung.
* - signifikante Veranderungen zum Ausgangswert (p<0,05)
nach der 2. und 4. Stunde am starksten ausgepragt war (p=0,013 und p=0,001). Die

Werte blieben bis zum Ende dieser Beobachtung reduziert.

3.1.1.2 Langzeit-Verlauf (4 Applikationen und 8 Wochen danach)

Nach der anfanglichen Leukozytenabnahme wahrend der ersten Applikation, blieben
die Leukozytenwerte Uber die nachfolgenden 3 Applikationen und bis zu 5 Wochen
nach Ende der Therapie annahernd konstant. Die Kontrollmessungen nach 8 Wochen

ergaben einen Wiederanstieg der Leukozytenzahl (s. Abb. 3.4).

Wie schon die Ergebnisse der Kurzzeituntersuchung gezeigt haben, betrafen auch hier
die Zellzahl-Veranderungen Uberwiegend die Lymphozytenpopulation. (s. Abb. 3.5) Die
absoluten Zellzahlen sowohl der Neutrophile als auch der Monozyten blieben nahezu
unverandert. Entsprechend des veranderten Differentialblutbildes wurde aber eine rela-

tive Erhohung ihrer Prozentanteile beobachtet.
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10,5 10,2
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7.2 ’
L 71 6,9 72 L]
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(n=10) Ther. (n=13) Ther. (n=12)

Abb. 3.4: Veranderungen der Leukozytenzahl (Median, Streuung) wéhrend der Langzeit-Beobachtung.
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Lymphozytenzahl x10 %uL

Keine signifikante Verdnderung zum Ausgangswert
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= 4.1 =
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1 2 3 4 5 9 10 1 12
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Ther. (n=10) (n=13) Ther. (n=12)

Abb. 3.5: Verdnderungen der Lymphozytenzahl (Median, Streuung) wahrend der Langzeit-Beobachtung.

Keine signifikante Verdnderung zum Ausgangswert

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:

FMC?7 ist Teil des CD20-Antigenkomplexes

M. Jordanova



3. Ergebnisse Seite 29 von 60

B-Lymphozytenzahl x10 */uL (CD19-positive Zellen)
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Abb. 3.6: Veranderungen der B-Lymphozytenzahl (Median, Streuung) wahrend der Langzeit-Beobachtung.
Keine signifikante Veranderung zum Ausgangswert

Wie die Kurzzeit-Untersuchung ergab auch die Langzeit-Beobachtung, dass die Lym-
phozytenreduktion mit einer Abnahme der CD19-postiven Zellen einhergeht. (s. Abb.
3.6) Eine Verringerung des Ausgangs-Prozentanteils (41,4%) war im Laufe aller Thera-
piezyklen (28,4%, 26,6%, 22,9%) und wahrend des Therapie-freien Intervalls bis zur 5.
Woche nachweisbar. In der 8. Woche nach Therapie-Ende wurde wieder ein Anstieg

des Prozentanteils der B-Zellen (32,1%) festgestellt.

Der T-Lymphozytenanteil zeigte auch hier einen relativen Anstieg innerhalb der gesam-
ten Lymphozytenpopulation mit einem unverandert normalen CD4:CD8-Verhaltnis. Der
NK-Prozentanteil blieb ohne relevante Veranderungen wahrend des gesamten Thera-

piezyklus und der nachfolgenden Kontrollen.
3.1.2. Immunphanotypische Veranderungen der B-Zellpopulation
Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums bestand die verbliebene, infolge der

Therapie stark reduzierte B-Zellpopulation, in ihrem grossten Teil aus malignen B-

Zellen. Die immunphanotypischen Marker (CD5/CD19-Koexpression und monoklonale

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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Leichtkettenexpression), die der Abgrenzung dieser malignen Population dienten, blie-
ben erhalten. Vor Beginn der Behandlung betrug die maligne CD5-positive Zellpopulati-
on bei den entsprechenden 18 Patienten 99,8% (86,9-99,99%) der gesamten B-
Zellpopulation (s. Tab. 1, Mat. & Meth). Bei allen nachfolgenden Messungen (n=128)
mit Zellmaterial dieser Patientengruppe blieb die CD5-Positivitat der CD19-Zellen erhal-
ten (99,79%, 60-100%).

Bei den 4 Patienten mit einem CD5-negativen B-Zellphanotyp (Nr.12, 18, 20, 22 in der
Tab. 2.1) wurde die maligne Zellpopulation nur durch die Leichtkettenexpression analy-
siert. Es wurde keine wesentliche Veranderung der Leichtkettenexpression im Untersu-

chungszeitraum festgestellt.

3.1.2.1 Kurzzeit-Verlauf

Die Analyse des CD20-Antigens, Target der eingesetzten Antikérpertherapie, zeigte ei-
ne signifikante Abnahme bzw. eine komplette Depletion der positiven Zellen nach der 4.
Stunde. (s. Abb. 3.7 und 3.8). Nach 24 Stunden wurden 0,4% CD20-positive Zellen
nachweisbar. Die Expressionsstarke zeigte ebenso eine signifikante Verminderung tber

den gesamten Untersuchungszeitraum (p<0,002).

Bei den Non-CLL-Lymphomen wurde das CD20-Antigen deutlich einheitlicher und star-
ker als bei der CLL exprimiert, was auch die signifikanten Unterschiede in den Aus-
gangswerten flr die Fluoreszenzintensitat (249 vs 40 MFI, p=0,001) erklarte. Die unter-
schiedliche Expressionsintensitat persistierte bis zur 4. Stunde (p=0,041). Die danach

aufgetretene CD20-Negativierung verlief ahnlich bei allen Patienten.

Ahnlich ausgepragt waren die Veranderungen der FMC7-Antigenexpression (s. Abb.
3.7 und 3.8). Die FMC7-positiven Zellpopulationen bei den beiden Erkrankungsgruppen
unterschieden sich bezuglich Prozentanteil und Expressionsstarke des Antigens, wobei
die Proben der Non-CLL-Patienten, ahnlich wie beim CD20-Antigen, einen héheren
Prozentanteil FMC7-positiver Zellen (89,3 vs 19,1%, p<0,001) und auch eine entspre-
chend starkere Fluoreszenzintensitat aufwiesen (61 vs 14 MFI, p=0,001). Die starken

Therapie-assoziierten Veranderungen betrafen gleichermassen beide Gruppen, wobei

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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Medianer Prozentanateii der CD20- und FMC7-positiven B-Lymphozyten
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40 FMC7
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0 . . .
vor Appl 1 Sd. 2 Std 4. st 24, Std.
(n=19) (n=17) (n=17) (n=19) (n=17)

Stunden

Abb. 3.7: Veranderungen des Prozentanteils CD20- und FMC7-positiver B-Lymphozyten wahrend der Kurzzeit-
Beobachtung. Korrelationskoeffizient r=0,73; p<0,0001.
die signifikanten Ausgangsunterschiede nach der 1. Stunde nivelliert waren. Unmittelbar
nach Therapie-Beginn nahmen die Expressionsintensitat und der Anteil der FMC7-
exprimierenden Population bei allen Proben ab, bis zu einer kompletten Negativierung
nach der 4. Stunde (von p=0,02 bis p<0,0001).

Die beobachteten Veranderungen verliefen flr die CD20- und FMC7-Antigene parallel.
Folgende Korrelationen wurden nachgewiesen: r=0,73 (p<0001, n=89) fur die Prozent-

anteile positiver Ereignisse und r =0,79 (p<0001, n=89) fur die MFI.

Infolge der Antikorpertherapie traten Antigen-Veranderungen auch beim Pan-B-
Zellantigen CD19 und bei der fur die CLL charakteristischen CD23-Antigenexpression

auf.

Die CD19-Expressionsstarke nahm wahrend der Kurzzeitbeobachtung nach Therapie-
beginn deutlich ab, wobei signifikante Veranderungen ab der 2. Stunde an allen Unter-

suchungszeitpunkten und bei allen CD19-Probenansatzen beobachtet wurden (von

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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Mediane Werte der MFI der CD20- und FMC7-positiven B-Lymphozyten
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Abb. 3.8: Veradnderungen der MFI CD20- und FMC7-positiver B-Lymphozyten wahrend der Kurzzeit-Beobach-
tung. Korrelationskoeffizient r=0,79; p<0,0001.
p=0,047 bis p=0,001). Nach 24 Stunden wurde wieder eine Tendenz zur Zunahme der

Expressionsstarke von CD19 beobachtet.

Die CD23-Expression nahm bei 11 Patienten (76,5%, 33,4-84,4% positive Zellen und
20, 11-29 MFI vor Therapie) ab, wobei sowohl der Anteil CD23-positiver Ereignisse als
auch ihre Fluoreszenzintensitat reduziert wurden (Abb. 3.9a und b). Wesentliche Unter-

schiede blieben bei allen nachfolgenden Untersuchungen bis zur 24. Stunde bestehen.

Die Veranderungen des CD23-Antigens zeigten Analogien zu CD20- (r=0,47, p=0,001,
n=52) und FMC7-Antigenen (r=0,41, p=0,002, n=52) bezlglich Reduktion und Wieder-

herstellung der Expressionsstarke und des Subpopulationsanteils.

Der in der Abb. 3.10 an einem Patientenbeispiel demonstrierte Untersuchungsverlauf
illustriert die am haufigsten beobachteten Veranderungen von CD20- und FMCT7-

Antigenexpression.
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Medianer Prozentanteii CD23-positiver B-Lymphozyten
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Abb. 3.9a: Veranderungen des Prozentanteils CD23-positiver B-Lymphozyten wahrend der Kurzzeit-Beob-
achtung.
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Abb. 3.9b: Veranderungen der MFI der CD23-positiven B-Lymphozyten wahrend der Kurzzeit-Beobachtung.
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Die restlichen untersuchten Marker der B-Zellpopulation (CD5, CD22, k- oder A-
Leichtketten) zeigten fur die Dauer der gesamten Experimente keine relevanten kineti-

schen Veranderungen bezlglich der Positivitat und/oder Fluoreszenzintensitat.
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3.1.2.2 Langzeit-Verlauf

Die Negativierung des CD20-Antigens war komplett nach der 3. Applikation und blieb so
wahrend des ganzen folgenden Therapiezyklus und bei den Kontrollen 7 Tage danach.
Die Untersuchungen nach der 5. und 8. Woche zeigten eine erneute CD20-Expression.
(s. Abb 3.11). Die Fluoreszenzintensitaten blieben bis zur 5. Wochen nach Therapie
signifikant niedriger als die Ausgangswerte und danach (8. Woche) wurde eine Tendenz

zur Steigerung bis zu 64% des Ausgangswertes beobachtet (s. Abb. 3.12).

Das FMC7-Antigen zeigte eine ahnliche Kinetik unter der Therapie und bis zu einer
Woche danach. Die FMC7-Fluoreszenzintensitat verminderte sich parallel zu der CD20-
Expressionsabnahme (r=0,85, p<0,001, n=97). Ab der 5. Woche wurde eine erneute
Expression des FMC7-Antigens nachweisbar. Die Veranderungen im Prozentanteil der
FMC7-positiven Population korrelierten mit denen der CD20-exprimierenden Fraktion
(r=0,7, p<0,001, n=97). Die Reduktionsphase flir die FMC7-positiven Zellen dauerte al-
lerdings langer und die Werte stiegen langsamer an als beim CD20-Antigen (s. Abb.
3.11).

100 Medianer Prozentanteii der CD20- und FMC7-positiven B-Lymphozyten
%

80 CD20
60 .
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20
FMC7 .
0 -
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(n=18) (n=1¥) (n=18) (n=17) nach nach nach
Ther. (n=10) Ther. (n=13) Ther. (n=12)
Wochen

Abb. 3.11: Verdnderungen des Prozentanteils CD20- und FMC7-positiver B-Lymphozyten wéahrend der Lang-
zeit-Beobachtung. Korrelationskoeffizient r=0,7; p<0,0001.
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Mediane Werte der MFI der CD20- und FMC7-positiven B-Lymphozyten
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Abb. 3.12: Veradnderungen der MFI CD20- und FMC7-positiver B-Lymphozyten wahrend der Langzeit-Beobach-
tung. Korrelationskoeffizient r=0,85; p<0,0001.

Uber den gesamten Therapiezyklus persistierte die schon unter der ersten Applikation
aufgetretene Verminderung der CD19-Expression mit signifikanten Unterschieden zu
den Ausgangswerten (p=0,044 bis p=0,001). Dies wurde bei allen mit dem CD19-
Antikérper angesetzten Kombinationen festgestellt. Ab der 1. Woche nach Therapie-
Ende war allerdings wieder eine Steigerungstendenz festzustellen mit Werten, die sich

nach 8 Wochen den Ausgangswerten naherten.

Die CD23-Antigenveranderungen folgten einer den CD20- und FMC7-Antigenen ahnli-
chen Kinetik, mit einer Verminderung der Fluoreszenzintensitat, die bereits eine Woche
nach Ende der Rituximab-Behandlung aufgehoben wurde. Die Prozentanteile wiesen

unter der Therapie eine nicht signifikante Abnahme auf.

3.2  Kontrollgruppe

Die Leukozytenwerte (7,17x10%/ul; 4,45-11,89x10%/ul) und Lymphozytenprozentanteile
(26,9%; 19-38,5%) der Kontrollgruppe (n=40) waren im Referenzbereich. Die durch-

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
FMCY ist Teil des CD20-Antigenkomplexes M. Jordanova



3. Ergebnisse Seite 37 von 60

flusszytometrisch nachweisbare B-Zellpopulation (CD19-positive Ereignisse) betrug
3,11% (0,75-14,6%). Darunter waren 97,2% (52,1-99,8%) CD20- und 90,9% (55,9-
99,9%) FMC7-positive Zellen zu finden. Die CD20- und FMC7-Antigenexpressionen
korrelierten signifikant (r=0,9, p<0,0001), gemessen bei den Ansatzen beider Marker als
FITC-Konjugate gegen CD19-PE. Bei den doppelt-gefarbten Probenmessungen
(FMC7-FITC/CD20-PE) wurde ein typisches Bild klarer Korrelation beider Antigenex-
pressionen auf der B-Zellpopulation beobachtet, obwohl die Expressions-Intensitaten
innerhalb des gesamten Probenmaterials unterschiedlich waren. Allerdings zeigte sich
bei diesen Ansatzen im Vergleich zu den Farbungen von CD20- oder FMC7-FITC in
Kombination mit CD19-PE eine gegenseitige Inhibition beider Antikorper: die mittlere
Fluoreszenzintensitat von FMC7 verringerte sich signifikant um 13% (p<0,0001) und
von CD20 um 23% (p<0,0001).

Bei 6 der untersuchten Kontrollproben konnte ein relativ deutlicher Anteil von mehr als
10% CD20-negativen, bzw. schwach-positiven B-Zellen festgestellt werden. Bei diesen

Proben waren die CD20-negativen Zellen ebenso fur den FMC7-Marker negativ.

Bei allen restlichen 34 untersuchten Proben, bei denen eine messbare CD20-negative

B-Zellpopulation vorhanden war, konnte dasselbe Phanomen nachgewiesen werden.

3.3 Transfektionsexperimente mit der myeloischen K-562 Zell-Linie

24 Stunden nach der transienten Transfektion der myeloischen K-562-Zellen mit dem
CD20-Plasmid konnte eine De-novo-Expression sowohl des CD20- als auch des FMC7-

Antigens durchflusszytometrisch nachgewiesen werden (s. Abb.3.13).

Bei allen durchgefuhrten Transfektionsexperimenten konnte festgestellt werden, dass
die Fluoreszenzintensitaten der beiden de-novo exprimierten Antigene korrelierten, wo-

bei die schwach CD20-exprimierenden Zellen auch keine FMC7-Expression zeigten.

Die Elekroporationsmethode, die bei der Transfektion angewendet wurde, fuhrte zu we-

sentlichen Zellverlusten. Die Ursache fur die relativ niedrige Transfektionseffizienz blieb
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Abb. 3.13: De-novo-Koexpression von CD20- und FMC7-Antigen bei der K562-Zell-Linie nach
Transfektion mit 5 ug CD20-Plasmid. A — Kontrolle, B — CD20-Expression (R1 ca. 15%),
C — FMC7-Expression (R2 ca. 7%), D — Koexpression von CD20 und FMC7 (R3 ca. 7%)

unklar. Ein erheblicher Anteil der Zellen blieb negativ sowohl fur das eine als auch fur

das andere Antigen.

3.4 Blockierungsexperimente mit B-Zell-Linien

3.4.1 Blockierungsexperimente mit den CESS-, DAUDI- und JVM-Zell-Linien un-
ter der Wirkung von CD20- und FMC7-MAK

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse bei den Blockierungsexperimen-
ten mit B-Zell-Linien sind in der Abb. 3.14 dargestellt.

Die Reihen A und C der Abbildung zeigen den Phanotyp der drei Zell-Linien (JVM-links,
CESS-in der Mitte, DAUDI-rechts). Reihe B zeigt die Inhibition der endogenen FMC7-
Expression bei der CESS-Zell-Linie nach Vorinkubation mit CD20(B1)-MAK. Die viel
schwachere FMC7-Fluoreszenzintensitat der beiden anderen Zell-Linien wurden eben-
falls unterdrickt. Wie erwartet wurde die CD20-Expression nach dem Blockierungs-

schritt mit dem entsprechenden unkonjugierten MAK komplett negativiert (Reihe E).

Der unkonjugierte FMC7-MAK blockiert komplett die FMC7-Expression (Abb. 3.14, Rei-
he C) und inhibiert die Bindung des CD20-MAK sowohl bei der FMC7-positiven CESS
(Reihe F in der Mitte), als auch bei den FMC7-negativen JVM- und DAUDI-Zell-Linien
(Reihe F, links und rechts).
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Blockierungsexperimente beiden Zell-Linien: JVM (linke Spalte), CESS (mittlere Spalte)
und DAUDI (rechte Spalte). In den Reihen A und D ist der Ausgangsphénotyp mit konsti-
tutiver CD20- und FMC7-Antigenexpression, in den Reihen B und E der Phanotyp nach
Blockierung mit dem unkonjugierten CD20(B1)-Antikérper und in den Reihen C und F der
Phéanotyp nach Blockierung mit dem unkonjugierten FMC 7-Antikérper gezeigt.
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3.4.2 Antigen-Modulationsexperimente mit CESS- und JVM-Zell-Linien unter der
Wirkung von CD20- und FMC7-MAK

Die 4 durchgefuhrten Experimente zu CD23-Expressionsveranderungen unter dem Blo-

ckierungseffekt von CD20 (B1) und FMC?7 zeigten folgende Ergebnisse:

Tabelle 3.1: Medianwerte der CD23-MFI (Minima und Maxima)

Zelllinie MOPC21 B-1 FMC7
CESS 409+/-56 357+/-55 312+/-46
JVM 212+/-14 132+4/-13 146+/-9

3.5 Aktivierungsexperimente mit der pra-B-Zell-Linie PB-697 unter PMA-Wirkung

Die mit der PB-697-Zell-Linie nach 24-stundiger Inkubation mit Phorbol12-myristate13-

acetate (5 ng PMA pro 5 x 10° Zellen) durchgefuhrten Experimente zeigten eine Induk-

tion der Expression sowohl des klassischen B1-Epitops, als auch des FMC7 (Abb.3.15).
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4, Diskussion

Maligne leukamische B-Zell-Neoplasien exprimieren Membranantigene in typischen
Konstellationen, die analog zu den Differenzierungsstufen normaler B-Zellen sind (58).
Diese Zell-Marker dienen sowohl der Unterscheidung von den anderen hamatologi-
schen Entitaten als auch der Subklassifizierung der B-Zell-Neoplasien, welche spezifi-

sche biologische und klinische Besonderheiten aufweisen (59;60).

Das CD20-Antikorper-basierte Therapiekonzept war flr die Klinik von besonderem Inte-
resse, da CD20 als Pan-B-Zellantigen von den meisten malignen Lymphomen expri-
miert wird. Der zytotoxische Effekt des Antikdrpers Rituximab (IDEC-C2B8) auf die
CD20-exprimierenden Zellen wird im Wesentlichen Uber drei Mechanismen vermittelt:
uber eine Komplement-(CDC) und Antikérper-(ADCC)-vermittelte Zytolyse einerseits,
und durch die Induktion Zell-intrinsischer apoptotischer Mechanismen andererseits
(51;53;54).

Bei der Behandlung von Patienten mit refraktaren indolenten B-Zell-Lymphomen inner-
halb von klinischen Studien mit Rituximab ergab sich die Mdoglichkeit, umfassende
durchflusszytometrische Untersuchungen der immunphanotypischen Veranderungen
bei monoklonalen B-Zellpopulationen unter dem Effekt des CD20-Antikoérpers vorzu-
nehmen. Die Modulation anderer B-Zellantigene wahrend dieses in vivo induzierten
Prozesses der B-Zell-Depletion eignet sich zur Untersuchung dieser Molekule, die auch

bestimmte Rezeptor-Signal-Funktionen ausuben.

Der aus friher publizierten klinischen Studien bekannte hamatologische Effekt der The-
rapie war die schnelle und selektive B-Lymphozytendepletion (50). Bei den untersuch-
ten Patienten war diese Reduktion mit einer wesentlichen Abnahme der malignen Zell-
population verbunden, zu welcher im peripheren Blut vor Therapie mehr als 90% der
Lymphozyten durchflusszytometrisch zuzuordnen waren. Die bei den kurzfristigen Kon-
trollen (24 Stunden) festgestellten Unterschiede zu den Ausgangswerten blieben wah-

rend des gesamten Therapiezyklus erhalten.

Veranderungen von B-Zellantigenen unter Rituximab-Therapie:
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Die Zellzahlen der anderen Leukozytenpopulationen wie Neutrophile, T-Lymphozyten,
NK-Zellen und Monozyten blieben ohne signifikante Veranderungen. Diese Beobach-
tung ist auf die hoch spezifische Wirkung des eingesetzten Antikérpers zurlickzufihren

und stimmt mit den Untersuchungsergebnissen anderer klinischer Studien Uberein (61).

Der hamatologische Therapieeffekt mit einer 50%igen Lymphozytenzahlabnahme und
einer erheblichen Reduktion der monoklonalen B-Zellpopulation, wie sie in den Auswer-
tungskriterien der Studie definiert wurde (62) hielt bis zur 5. Woche nach Ende der Be-
handlung an. Die nachfolgenden Messungen (8. und nachfolgende Wochen) zeigten ei-

ne Ruckkehr zu den Ausgangswerten bei allen untersuchten Zellpopulationen.

Obwonhl stark reduziert, behielt die neoplastische B-Zellpopulation ihre wesentlichen
immunphanotypischen Ausgangscharakteristika, wie die k- oder A-Leichtkettenrestrik-
tion und/oder die gleichzeitige CD5- und CD19-Positivitat, welche ihre durchflusszyto-

metrische Abgrenzung von normalen polyklonalen B-Lymphozyten erlaubten (2;3;5).

Die immunphanotypische Untersuchung zeigte eine wesentliche Veranderung der Ex-
pressionsintensitat von CD19. Dabei wurde das PE-Antikorperkonjugat bei allen Kom-
binationen fir die Diskriminierung der B-Zell-Population eingesetzt. Die MFI-Reduktion
dieses Pan-B-Zell-Antigens dauerte wahrend des gesamten Behandlungszyklus an und
zeigte einen Wiederanstieg ca. eine Woche nach Beendigung der AntikOrpertherapie.
Daten zur Wirkung der CD20-Ligation auf die Fluoreszenzintensitat von CD19 liegen
nicht vor. Das CD19-Molekul dient bei der B-Zell-Proliferation und -Differenzierung als
funktioneller Korezeptor (75), wobei seine Expression wahrend der B-Zell-Ontogenese
genetisch streng konservativ reguliert wird. Es ist sehr wahrscheinlich, dass das CD19-
Molekul an der Bildung supramolekularer Komplexe unterschiedlicher Zusammenset-
zung teilnimmt (CD19/CD21/MHC Kilasse 1l) (76). Es ist nicht bekannt, ob ein solcher
Komplex auch andere Zellmembran-Protein-Moleklle einschlieen (CD19/CD20) und

zu ihrer parallelen Modulation fuhren kann.

Es ist bekannt, dass die leukdmischen Zellen bei indolenten B-Zell-Lymphomen mit
Ausnahme der HCL das CD19-Antigen schwacher im Vergleich zu den polyklonalen B-
Lymphozyten exprimieren (8). Die CD19-Fluoreszenzintensitat der polyklonalen B-
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Lymphozyten in den Kontrollblutproben der vorliegenden Arbeit war wesentlich hoher
(MFI von 260 in Median, 161-376) als bei den malignen B-Zellen im Patientenmaterial
(MFI von 80,1 in Median, 31,6-212,9).

Eine ebenso signifikante Veranderung wurde beim CD23-Antigen festgestellt. Dieses
Antigen ist fir den Phanotyp der klassischen CLL charakteristisch und sein Fehlen gilt
als prognostisches Kriterium bei der Erkrankung (77). Die von uns in vivo beobachteten
CD23-Antigen-Veranderungen unter Rituximab-Einwirkung werden durch die In-vitro-
Experimente von Bourget et al. bestatigt. Die Autoren haben eine Unterdrickung so-
wohl der konstitutiven als auch der IL-4-induzierten CD23-Expression bei CESS-Zell-
Linie nach CD20(B1)-MAK-Prainkubation festgestellt (57). Diese Arbeitsgruppe konnte
nachweisen, dass der Effekt einerseits mit einer Erhdhung der sekretorischen Fraktion
des Antigens im zellfreien Uberstand verbunden und andererseits nicht auf eine inhi-
bierte Biosynthese, sondern auf ein erhdhtes Spalten (cleavage) des Antigens zurtick-

zufuhren ist.

Unter der spezifischen Antikdrpertherapie waren die beobachteten Veranderungen des
CD20-Targetantigens schnell und signifikant und betrafen die CLL- und die Non-CLL-
Patientengruppe. Auf den CLL-Zellen wird das CD20-Antigen prinzipiell mit einer tGber-
wiegend massigen Dichte exprimiert (7;8). Der groRere Anteil maligner Zellen liegt im
Intravasalraum vor, so dass diese rasch von dem intravends applizierten Antikorper er-
reicht werden kdnnen. Bei den untersuchten Non-CLL-Patienten wurde auch eine grol3e
Fraktion leukamischer, stark CD20-exprimierender Zellen im Intravasalraum festgestellt.
Die anfanglichen signifikanten Unterschiede zwischen den CLL- und Non-CLL-Zellen
bezuglich der CD20-Fluoreszenzintensitat verschwanden vollstandig kurz nach Thera-
piebeginn. Die wenigen verbliebenen CD20-positiven Zellen zeigten eine wesentlich
schwachere mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI), die sich im Rahmen der langfristigen
Untersuchung bis zu einer kompletten Negativierung des Antigens entwickelte. Der Ef-
fekt hielt bis zur 5. Woche nach Therapieende an. Danach stieg der Prozentsatz der

CD20-positiven Zellen parallel zur Erhéhung der Fluoreszenzintensitat an.

Die Reduktion der Expressionsintensitaten der erwahnten Antigene - CD19 und CD23 -

war an keinem Untersuchungszeitpunkt so ausgepragt wie die Veranderungen des
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FMC7-Antigens. Die FMC7-Expression wurde durch die Rituximab-Anwendung sogar
schneller und effektiver als die Expression des CD20-Targetantigens unterdriickt. Ahn-
lich dem CD20 wurden auch hier Ausgangsunterschiede zwischen der CLL- und Non-
CLL-Patientengruppe bezuglich der FMC7-Expression festgestellt, die schon eine Stun-

de nach Therapiebeginn kaum mehr nachweisbar waren.

Die Expressionskinetik des FMC7-Antigens folgte der des CD20-Antigens (r=0,85,
p<0,001, n=97) wahrend des gesamten Therapiezyklus. Die Regeneration der CD20-
positiven Zellpopulation nach der Therapie war von einer langsameren und weniger ef-

fektiven Wiederherstellung der FMC7-Expression begleitet.

Zu keinem Untersuchungszeitpunkt fuhrte jedoch der Abfall der CD19- und CD23- Ex-
pressionsintensitaten zu einer vollen Negativierung, wie es bei FMC7- und CDZ20-
Antigen beobachten werden konnte. Die ausgepragten Veranderungen von FMC7 und
der hohe Korrelationskoeffizient mit dem CD20 unterstitzte die Annahme, dass die bei-

den Antigene verwandt sind.

Dieselbe Antigene wurden bei polyklonalen B-Zellen von hamatologisch gesunden
Probanden untersucht. Der Befund einer gleichzeitigen CD20- und FMC7-Expression
auf der Mehrzahl (97,2% und 90,0%) der B-Zellfraktion entsprach der Feststellung der
B-Zell-Sektion auf dem ,Leucocyte Typing Workshop V* (13): 80 bis 100% der periphe-
ren B-Lymphozyten reagieren mit dem monoklonalen FMC7-Antikorper. Allerdings lie-
gen auch Veroffentlichungen vor, welche die FMC7-exprimierende Zellfraktion als we-

sentlich kleiner beschrieben (23-25).

Bei den polyklonalen B-Lymphozyten wurde auch eine signifikante Korrelation zwischen
CD20- und FMC7-Expression (r=0,9, p<0,0001) gefunden. In Ubereinstimmung damit
berichten HUbl et al. von einer solchen Korrelation bei mono- und polyklonalen B-
Zellpopulationen (28). Diese Ergebnisse wurden im Prinzip auch von D’hautcourt und
Isaac bestatigt, wobei zusatzlich gezeigt wurde, dass beide Antikorper einen gegensei-
tigen Blockierungseffekt ausuben (29) Bei den Messungen unserer mit FMC7—FITC und

CD20-PE gefarbten Proben wurde auch eine signifikante gegenseitige Inhibition der An-
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tigen-Expressionsstarke (13% fur FMC7, p<0,0001 und 23% fur CD20, p<0,0001) fest-
gestellt.

Ein gegenseitiger Inhibitionseffekt beider Antikbrper wurde bei [In-vitro-
Blockierungsexperimenten mit lymphoblastoiden B-Zell-Linien bestatigt. Die Prainkuba-
tion mit dem Prototyp-CD20(B1)-MAK unterdriickte nahezu vollstandig die FMC7-
Expression bei der FMC7-positiven CESS-Zell-Linie. Bei den sehr schwach FMC7-
exprimierenden JVM- und DAUDI-Zell-Linien wurde die Bindung des FMC7-FITC-MAK
nach der Prainkubation mit CD20(B1)-MAK komplett blockiert. Der Blockierungseffekt
von CD20-MAK war der Wirkung des flr das Epitop spezifischen unkonjugierten FMC7-
MAK gleichrangig.

Das FMC7-Inhibitionsphanomen unter der CD20(B1)-MAK-Wirkung war in vitro im Ein-

klang mit den in vivo beobachteten FMC7-Veranderungen nach Rituximab-Behandlung.

Interessant war die Auswirkung der FMC7-Prainkubation auf die Expression des CD20-
Antigens bei den untersuchten Zell-Linien. Die CD20-Bindung wurde nicht nur bei der
FMC7-positiven CESS-Linie unterdrickt, sondern auch bei den schwach FMC7-
exprimierenden JVM- und DAUDI-Zell-Linien. Diese Tatsache kann in einer raumlichen
(sterischen) Inhibition oder auch in der Affinitat des unkonjugierten FMC7-MAK zu dem
Epitop des klassischen CD20(B1)-MAK begrundet sein. Bei der Durchfuhrung ahnlicher
co-capping-Experimente fur die Identifikation des intrazellularen Targets des
CD20(L26)-MAK beschreiben auch Mason et al. eine Unterdriickung der Farbung mit
L26 (dotlike reactivity) nach Prainkubation mit FMC7-MAK. Der Effekt war mit der blo-
ckierenden Wirkung des CD20(B1)-MAK vergleichbar, obwohl die Autoren diesen als

unspezifisch eingeschatzt haben (56).

Die Fragen bezuglich der Natur der beobachteten Wechselwirkungen zwischen beiden
Antikérpern und der Wahrscheinlichkeit einer Uberlappung der Epitope waren AnlaR fir
zusatzliche Experimente, darunter z.B. die Untersuchung des Verhaltens anderer B-
Zellmembran-Antigene nach FMC7-Blockierung (CD23), Experimente zur Identifizierung
des FMC7-Antigens, immunchemische Blotting-Untersuchungen und Transfektionsex-

perimente mit einer CD20-Gensequenz.
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Die Ergebnisse der bei der vorliegenden Arbeit durchgeflhrten vier Experimente zeigen
einen Modulationseffekt des FMC7-MAK auf die CD23-Expression, die mit der Wirkung
des CD20(B1)-Antikorpers vergleichbar ist. Der Befund deutet darauf hin, dass beide
Antikorper als Target eine analoge Struktur haben, die mindestens bei der untersuchten
CESS-Zell-Linie den gleichen funktionellen Effekt auf B-Zell-Membranstrukturen ausubt.
Mit dem Patientenmaterial konnte keine Bestimmung der sekretorischen CD23-Fraktion
durchgefuhrt werden, da unter der Wirkung des therapeutischen CD20-Antikdrpers die

Zell-Lyse allzu schnell war.

Eine der zuverlassigsten Methoden zur Untersuchung monoklonaler Antikorper mit un-
bekannter Spezifitat besteht in ihrer Anwendung bei transfizierten ektopischen Zell-
Linien. Die fur die Transfektionen verwendete cDNA kodiert fur das angenommene
membranstandige Antigen des getesteten Antikorpers. Diese Methode wurde schon
beim ,Ill Workshop on Leucocyte Differentiation Antigens® angewandt und hat beim ,IV
Workshop® nach der Identifizierung der Gen-Sequenzen der meisten Antigene, die in
den sogenannten ,clusters of differentiation“ (CD) eingeordnet sind, eine noch breitere

Anerkennung erfahren (56).

Um die Zielstruktur des FMC7-Antikorpers naher zu definieren, wurde in der vorliegen-
den Arbeit eine transiente Transfektion der myeloischen Zell-Linie K562 mit einer CD20-
kodierenden Gen-Sequenz durchgefuhrt. Die eingesetzte cDNA wurde in einen pCDM8-
Vektor kloniert (von Prof. Mason, Oxford University, UK). Aus der Literatur war bereits
bekannt, dass dieses Gen-Konstrukt bei der Transfektion von T-Zell-Linien (COS-1) ef-
fektiv ist (56). Die Elekroporationsmethode, die bei der Transfektion angewandt wurde,
fuhrte zu wesentlichen Zellverlusten. Allerdings wurde die durchflusszytometrisch fest-
gestellte De-novo-CD20-Antigenexpression bei den transfizierten Zellen von einer
FMC7-Expression begleitet. 48 Stunden nach der Transfektion waren ca. 15-18% der
Zellen CD20-positiv (CD20 als PE-Konjugat) und ein wesentlich niedrigerer Prozentsatz
(ca. 5-7 %) FMC7-positiv (FITC-Konjugat). Die CD20-negativen und -schwach positiven
Zellen blieben auch FMC7-negativ.
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Der Befund lieferte eindeutige Hinweise dafur, dass der FMC7-Antikorper an eine Struk-
tur bindet, die Teil des CD20-Antigens ist. Die Ergebnisse der Transfektionsexperimen-
te bestatigten auch den schon bei den Untersuchungen mit Patientenmaterial und Zell-
Linien gezeigten Zusammenhang zwischen den Expressionsintensitaten beider Antige-

ne.

Ungeklart blieben die Fragen zu:

e Der Art des vom FMCY7 erkannten Epitops;

e Den moglichen CD20-cDNA Transkriptions- und/oder Translationsvariationen als
Grundlage der Vielfalt von exprimierten CD20-Genprodukte;

e Der biologischen Funktion der CD20-Genprodukte.

Die Analyse der CD20-Gen-Promotor-Region weist eine majore und eine Mehrzahl mi-
norer Transkriptions-Startloci fur CD20-mRNA auf. Es ist durch Northern-Blot-Analyse
festgestellt worden, dass grundsatzlich 3 Varianten der CD20 mRNA existieren: zwei
dominante (2.6 und 2.8 kb), eine dritte (3.4 kb) mit wesentlich niedrigerer Expression
und daneben eine Reihe weiterer Varianten mit viel seltenerer Expression. Die unter-
schiedlichen Varianten sind auf ,splicing events® zurlckzufihren, die die CD20-Gen-
Expression nicht beeinflussen. Keine der bekannten CD20-mRNA-Varianten flhrt zur
Synthese eines CD20-Translationsproduktes mit geandertem Molekulargewicht oder
geanderter Struktur (31;32).

Die B-Lymphozyten exprimieren drei Isoformen des klassischen CD20(B1)-Molekdls:
eine dominante Variante mit einer Molekulgrof3e von 33 kDa und zwei seltener vor-
kommenden Formen, entsprechend mit 34.5 und 36 kDa. Es ist nachgewiesen worden,
dass sich die unterschiedlichen Formen aus der Post-Translationsphosphorylierung der

Aminosaurereste des CD20-Proteins ergeben (35;36).

Obwonhl die Faktoren, die die CD20-Transkription regeln, nicht vollstandig geklart sind,
wurde beobachtet, dass bei der humanen CD20-negativen pra-B-Zell-Linie PB-697 die
Synthese der CD20-mRNA und des CD20-Proteins unter der Wirkung von Phorbol-
Estern induziert werden kann (55). Dabei wurden auch zwei CD20-mRNA-Varianten ge-

funden (2.8- und 3.4 kb) (63). Wegen des schnell eintretenden Effektes vermuten die
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Autoren, dass sich eine direkte Induktion der CD20-Transkription abspielt (J.W. Sleas-

man and T.F. Tedder, unveroéffentlichte Ergebnisse) (31).

Ergebnisse einer anderen Arbeitsgruppe mit derselben Zell-Linie bewiesen die Indukti-
on von CD20 durch ein nur bei den B-Zellen vorkommendes Oct-2 Transkriptionsprotein
(64). Dieselbe Arbeitsgruppe publizierte 1997 Daten von zwei weiteren, die CD20-
Transkription regulierenden Proteinen (PU.1/Pip and Basic Helix Loop Helix Zipper
Transcription Factors), die die spezifische CD20-Expression abhangig von der Differen-

zierungsstufe der B-Lymphozyten kontrollieren (65).

Unsere Experimente nach 24-stundiger Inkubation der PB-697-Zell-Linie mit Phorbol12-
myristate13-acetate (5 ng PMA/1x10° Zellen) zeigten eine De-novo-Expression sowohl
des klassischen CD20(B1)-Epitops, als auch des FMC7. Es kann zusammengefasst
werden, dass zumindest bei der untersuchten Zell-Linie die Transkription des klassi-
schen CD20(B1)- und des CD20(FMC7)-Gen-Produktes durch denselben Mechanismus

induziert werden kann.

Zusatzliche Untersuchungen sollten durchgefuhrt werden, um die Vorgange aufzukla-
ren, die die Transkription und die Translation der Expressionsvarianten des CD20-Gens
sowie auch die Induktion dieser Expression regeln. Die Probleme bei solchen Experi-
menten konnten teilweise in den Schwierigkeiten bei der genauen immunchemischen
Identifizierung der CD20-Molekul-Konformationsvarianten begrindet sein. Fur eine sol-
che Variante halten wir das FMC7-Epitop. Unsere Versuche, eine reproduzierbare Me-
thode fur die immunchemische ldentifizierung der FMC7-Variante des CD20-Antigens
mittels Westernblotting zu etablieren, blieben ohne Erfolg. Es kann von der Annahme
ausgegangen werden, dass die CD20-Mutimer-Variante eine tertidare oder quaternare
Proteinstruktur voraussetzt. Daher ist es mdglich, dass der Misserfolg durch eine Zer-
storung dieser Proteinstruktur durch die angewandten chemischen Agenzien begrindet
ist. Ein indirekter Beweis fur die Sensibilitat des FMC7-Epitops sind die Probleme, die
bei der immunhistochemischen Anwendung des Antikorpers auftreten. Die einzige ver-
offentlichte Abbildung eines erfolgreichen Immunoblottings mit FMC7 stammt von der
Gruppe, die den Antikdrper entwickelt hat (22). Darauf beruhen alle im folgenden publi-

zierten Daten, welche von einer Molekulgrole des Antigens von 105 kDa ausgehen.
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Auf diese Abbildung kdnnen jedoch zwei weitere Bander unterschieden werden, eines
von ca. 30 kDa Molekullgewicht und ein weiteres von ca. 65-70 kDa. Diese Tatsache

wurde von den Autoren nicht erortert.

In der Literatur finden sich Hinweise darauf, dass das CD20-Molekul in der Zell-
Membran der Homo- oder Heterooligomer-Komplexe bildet. Bubien et al. (41) zeigen in-
situ drei Protein-Banden bei nicht-reduzierenden Bedingungen (non-reducing conditi-
ons) durch chemische Querbindung (chemical crosslinking) von Plasma-Membran-
Proteinen mit nachtraglicher Immunprazipitation von CD20. Die Banden haben eine Mo-
lektlgrélke von je 33, 70 und 140 kDa, und migrieren bei reduzierenden Bedingungen
(reducing conditions) in Richtung der Basis-33 kDa-Bande. Die von den Autoren vorge-
schlagene Erklarung ist, dass die Membran-Komplexe, die aus zwei oder vier homolo-
gen Einheiten bestehen, eine funktionelle Konfiguration des CD20-Proteins darstellen.
Diese Konfiguration ahnelt den gut charakterisierten Membranstrukturen, die als lonen-
Kanale wirken (der GABA-A-Rezeptor Cl-Kanal, die Glutamat-Rezeptor-lonen-Kanal-

Familie, der Azelylcholin-Rezeptor).

Fest steht, dass das CD20-Antigen zur sogenannten MS4A-Genfamilie (membrane-
spanning 4A family) gehort. Zur Letzteren zahlt auch die B-Kette des hochaffinen-IgE-
Rezeptors (FceRIB) und HTm4, die auch von hamatopoietischen Zellen exprimiert wird
(66) Die Mitglieder dieser Familie sind strukturell verwandt und zeigen eine hohe Homo-
logie in der Aminosauresequenz. lhre kodierende Gene liegen nah beieinander auf
Chromosom 11 (11g12-g13.1) (66;67). Die drei Proteine beinhalten je vier streng defi-
nierte hydrophobe Transmembran-Regionen mit je einem N- und COOH-intrazytoplas-
matischen Ende. FceRIp bildet tetramere Komplexe mit a- und B- Ketten (68). Die ande-
ren Proteine, die zur Genfamilie gehoren, nehmen hochstwahrscheinlich auch an der
Bildung solcher Komplexe teil. Die Autoren, die sich mit der Untersuchung der Eigen-
schaften dieser Proteine beschaftigen, sind der Auffassung, dass die multimeren CD20-
Komplexe tatsachlich heterolog sind und sogar andere Mitglieder der MS4A-Familie
einschlie®en konnen, da sie sowohl in ihrer Struktur als auch in ihrer GroRe ahnlich
sind. Solche heterologe Komplexe bilden auch die GABA-A-Rezeptor-Proteine (47). Die
homologen Aminosaurensequenzen der Transmembrandomane der MS4A-Proteine,

ihre Strukturahnlichkeit und ihre Position auf der Zellmembran bedingen verwandte
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funktionelle Eigenschaften. Sie wirken entweder als Ligand-empfindliche lonen-Kanale
(ligand-gated ion channels), oder als essentielle Komponenten eines Rezeptor-

Komplexes (69).

Die gegenwartig bekannten Daten bestatigen die These, dass der CD20-Protein-
Komplex einen Ca®*'-Kanal darstellt, dessen Eigenschaft, die intrazellulire Ca*-
Konzentration zu steigern, den Ubergang der B-Lymphozyten von der G; in die S-
Phase des Zellzyklus blockiert (36). Die Anwendung der CD20-Antikorper halt diesen
Kalzium-Kanal dauerhaft durchlassig, wobei sich wahrscheinlich ein Membran-Komplex
Typus ,pore“ (ahnlich den Purin-Rezeptoren) bildet (70) und damit eine weitere Prolife-
ration verhindert (71). In diesem Sinne konnte die ldentifikation der CD20(FMC7)-
Komplexstruktur neue Felder fur die CD20-Immuntherapie eroffnen.

Durch den Umstand, dass in seltenen Fallen T-Zell-Neoplasien endogen CD20 expri-
mieren, gewinnen die unterschiedlichen Varianten des CD20-Antigens an biologischer
Bedeutung. Im peripheren Blut und Knochenmark von Patienten ohne maligne Erkran-

kungen sind auch CD20-positive reife T-Lymphozyten nachgewiesen worden (72-74).

Solange die Untersuchung der CD20- und FMC7-Antigene Bestandteil der meisten im-
munphanotypischen Panels zur Charakterisierung lymphoproliferativer maligner B-Zell-
Erkrankungen ist, hat der definitive Nachweis eines gemeinsamen Membranprotein-
Substrats eine konkrete diagnostische Bedeutung. Die FMC7-Positivitat ist eine der
Grundlagen flir die immunphanotypische Differenzierung der nosologischen Entitaten
CLL und Non-CLL innerhalb der Gruppe der indolenten malignen lymphoproliferativen
B-Zell-Erkrankungen.

Die erste Veroffentlichung tber FMC7 als Unterscheidungskriterium der typischen CLL
von der B-PLL, stammt von 1981 und der Arbeitsgruppe, die den Antikdrper herstellte
(Catovsky et al.) (12). Spatere Publikationen anderer Autoren weisen auf das Spektrum
der FMC7-positiven Erkrankungen hin (PLL, HCL und andere NHL), indem sie diese

von den typischen CLL-Fallen abgrenzten.
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Bei den seltenen Fallen von FMC7-positiven CLL sind Besonderheiten im morphologi-
schen Befund, Varianten in der klinischen Prasentation, assoziierte zytogenetische Ano-
malien, Verlaufs- und Uberlebensunterschiede der Erkrankung bekannt. 1994 schlugen
Matutes et al. ein Punktesystem fur die prazise immunphanotypische Abgrenzung der
klassischen CLL von den anderen indolenten B-Zell-Neoplasien vor. Der FMC7-Marker
ist seither als eines der finf diagnostischen Grundkriterien akzeptiert (19). Dieselbe
Gruppe veroéffentlichte 1996 Untersuchungen an 544 CLL-Patienten, bei denen ein ho-
heres Trisomie12-Vorkommen unter den FMC7-positiven CLL-Fallen gefunden wurde
(15). Geisler et al. publizierten Daten Uber eine niedrigere Uberlebensrate bei den

FMC7-positiven CLL-Fallen in einer Gruppe von 457 Patienten (17).

In fast allen veroffentlichten Auswertungen wurden unterschiedliche quantitative Krite-
rien fur die Festlegung der FMC7-Positivitat angewandt. In der ersten Publikation von
Catovsky et al. Uber FMC7-Positivitat bei der CLL-Diagnose wurde die FMC7-
Fluoreszenz mikroskopisch untersucht. Es wurden nur qualitative Wertungen wie
,strongly“- und ,weakly“ als positiv angegeben, wobei Kriterien zur Abgrenzung negati-
ver von positiven Befunden lagen nicht vor. In der Veroffentlichung von Scott et al. zeig-
ten 121 von 150 CLL-Fallen nur weniger als 10% schwach FMC7-positive Zellen (78).
In der zuvor zitierten Arbeit von Geisler et al. lag die Grenze flr die prognostische Be-
deutung der FMC7-Positivitat bei 50%. Das Punktesystem von Matutes et al. zieht diese
Grenze bei 30%. So beruhen die Vergleiche bei der Auswertung der FMC7-Positivitat

auf verschiedenen subjektiv eingeschatzten Kriterien.

Bei unseren mit Rituximab behandelten Patienten hatten die intensiv CD20-
exprimierenden malignen Zellen bei den Non-CLL-Fallen auch eine wesentlich starkere
FMC7-Expression (MFI 61 vs 14 bei CLL, p=0,001). Diese Tatsache ist im Einklang mit
den zitierten Literaturangaben bezuglich immunphanotypischer Unterschiede innerhalb
der Gruppe indolenter B-Zell-Erkrankungen. Die schwachere CD20-Expression ist eine
charakteristische Besonderheit der CLL, die diese Erkrankung von den anderen noso-
logischen Entitaten dieser Gruppe unterscheidet (6;7). Die festgestellte intensive FMC7-
Expression erlaubte eine eindeutige Abgrenzung der FMC7-positiven Population bei
den Non-CLL-Fallen im Unterschied zu denen bei CLL (89,3 vs 19,1%, p,0,001).
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Die charakteristische schwache FMC7-Expression bei den CLL-Fallen kann nur durch
einen zweifarbigen Ansatz (dual-color staining) in Kombination eines anderen B-Zell-
Markers (in unserem Panel gegen CD19-PE) zuverlassiger beurteilt werden. Bei der
Auswertung eines monochromen Ansatzes (single-color staining) kommt es zu einer
Uberlappung der schwach exprimierenden Fraktion mit den fiir das Antigen negativen

Zellen.

Die Anwendung eines PE-Konjugats des FMC7-MAK wurde die Untersuchung und Ana-
lyse der FMC7-negativen oder sehr schwach exprimierenden Zellfraktionen objektiver
machen und zu einer besseren Vergleichbarkeit der Fluoreszenzintensitaten beider Epi-
tope des CD20-Antigens beitragen. Zur Zeit wird der FMC7-Antikorper allerdings kom-

merziell nur stabilisiert als IlgM-Isotyp und als FITC-Konjugat angeboten.

Die Zusammenschau der Ergebnisse der Immunphanotypisierung, Zellkultur- und
Transfektionsexperimente lasst den eindeutigen Schluss zu, dass FMC7 und CD20 zur
gleichen B-Zell-Membranstruktur gehoren. Die Expression dieser bisher als unter-
schiedlich definierten Epitope zeigt eine signifikante Korrelation und wird von derselben

Gensequenz gesteuert.
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5. Zusammenfassung

Die immunphanotypische Differenzierung der indolenten B-Zell-Neoplasien beruht auf
der Expression bestimmter Membranantigene, wobei einzelne Lymphomentitaten cha-
rakteristische Markerprofile aufweisen kdnnen. Das FMC7-Antigen, eine unbekannte B-
Zell-Membranstruktur, dient als eines der immunphanotypischen Grundkriterien zur Di-
agnose der typischen B-CLL. Die unterschiedliche CD20-Expressionsintensitat ist auch

ein charakteristisches Merkmal bei der Subtypisierung der Lymphomentitaten.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Modulation des CD20- und des FMC7-Antigens
wahrend einer Therapie mit CD20-Antikorper (Rituximab) bei Patienten mit indolenten

B-Zell-Lymphomen untersucht.

Bei der durchflusszytometrischen Untersuchung quantitativer und qualitativer Charakte-
ristika der monoklonalen B-Zell-Population bei CLL- (n=12) und Non-CLL-Patienten
(n=10) unmittelbar nach der Antikorperinfusion und bis zur 8. Woche nach der Therapie
wurden parallele Veranderungen von FMC7 und CD20 festgestellt. Die Anzahl und die
Fluoreszenzintensitaten der fur die beiden Antigene positiven Zellen korrelierten signifi-
kant sowohl bei der malignen Zell-Population (Kurzzeitbeobachtung: n=89; r=0,9;
p<0,001 und Langzeitbeobachtung: n=97; r=0,7; p<0,001), als auch bei polyklonalen B-
Lymphozyten in Kontroll-Blutproben von hamatologisch gesunden Probanden (n=40;
r=0,9; p<0,0001).

Blockierungsexperimente mit unkonjugierten CD20- und FMC7-Antikorpern zeigten,
dass CD20-MAK die Bindung von FMC7-MAK ebenso blockiert wie FMC7-MAK in der
Lage ist, die Bindung von CD20-MAK zu hemmen. Dieser Effekt wurde bei den B-Zell-
Linien CESS, DAUDI und JVM beobachtet.

Bei der CD20(B1)-negativen pra-B-Zell-Linie PB-697 ist nach Induktion einer CD20-
Expression durch PMA (Phorbol12-myristate13-acetate) auch eine parallele FMC7-
Antigenexpression zu beobachten. Unsere Versuche, die FMC7-Variante der CD20-

Struktur mittels Western-Blot zu identifizieren, blieben erfolglos.
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Die mittels Elektroporation durchgefuhrte Transfektion der myeloischen K-562 Zell-Linie
mit fir CD20 kodierender cDNA induzierte sowohl eine De-novo-Expression des
CD20(B1)-Antigens, als auch eine Expression des vom FMC7-Antikérper erkannten

Epitops.

Diese Experimente erbrachten Hinweise daflr, dass die Membranstruktur, an die der
FMC7-Antikorper bindet, von der CD20-Gensequenz kodiert wird.

Zahlreiche Publikationen uUber die Struktur und die Funktionen des CD20-Antigens un-
terstutzen die Annahme moglicher Konformationsanderungen des CD20-Molekdls, wel-
che mit seiner biologischen Funktion und seiner Rolle als Kalzium-Kanal-Regulator ver-
bunden zu sein scheinen. Damit wird die These, dass der FMC7-Antikdrper eine tertiare
oder quaternare Konformationstruktur des klassischen CD20-Epitops erkennt, die durch
die chemischen Substanzen beim immunchemischen Blotting zerstérbar ist, sehr wahr-

scheinlich.

Weitere Untersuchungen zur Natur des CD20-FMC7-Komplexes kdnnten Regulations-
mechanismen bei der Transkription und Translation des CD20-Gens und ihre mogliche

biologische Bedeutung klaren.
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