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1. Zusammenfassung

Polymorphismen des Fcy-Rezeptors haben einen Einfluss auf die durch den
monoklonalen chimaren anti-CD20  Antikorper Rituximab ausgeloste
antikdrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitadt (ADCC). Von 512 Patienten, die in
der RICOVER-60 Therapiestudie wegen eines diffusen grof3zelligen B-Zell Non-
Hodgkin-Lymphom behandelt wurden, zeigte sich bei homozygoten Tragern des
Einzelnukleotid-Polymorphismus FcyRIIIA 158 V/V eine leicht verminderte
Auftretenshaufigkeit fur B-Symptomatik (158 V/V: 26%, VIF:. 35%, F/IF. 42%; p =
0,037). Unter Chemotherapie mit CHOP (Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin
und Prednisolon) waren die Uberlebenskurven der Gruppen mit allen
Einzelnukleotid-Polymorphismen vergleichbar. Bei Patienten mit Rituximab-haltiger
Chemotherapie und dem Genotyp F/F des Einzelnukleotid-Polymorphismus FcyRIIIA
158 zeigten sich tendenziell niedrigere Uberlebenskurven im ereignisfreien (EFS)
und progressionsfreien Uberleben (PFS), nicht jedoch im Gesamtiiberleben (OS), als
bei Patienten mit einem V/F- und V/V-Genotyp. 3-Jahres-EFS: FcyRIIIA 158 F/F:
64,5%, 158 V/F: 70,2%, 158 V/V: 76,9% (Logrank-Test: p = 0,224 F/F vs. VIV, p =
0,285 F/F vs. VIF + VIV); 3-Jahres-PFS: FcyRIIIA 158 F/F: 68,3%, V/F: 76,1%, VIV:
80,5% (Logrank-Test: p = 0,233 fur F/F vs. V/IV; p = 0,185 fur F/F vs. V/IF + V/V). In
den multivariaten Analysen, angepasst fur den Internationalen Prognostischen Index,
war das relative Risiko von F/F im Vergleich mit V/F plus V/V fir das
progressionsfreie Uberleben 1,80 (p = 0,052) und fiir das ereignisfreie Uberleben
1,55 (p = 0,120). Diese Interaktion einer Rituximab-haltigen CHOP-Chemotherapie
mit dem Einzelnukleotid-Polymorphismus FcyRIIIA 158 er6ffnet uns Mdoglichkeiten,

durch speziell designte anti-CD20 Antikorper eine verbesserte ADCC zu induzieren.
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Summary

Fcy-Receptor polymorphisms have been shown to affect rituximab-mediated
antibody-dependent cellular cytotoxicity. Of 512 patients with diffuse large B-cell
lymphoma treated in the RICOVER-60 trial, carriers of Fcy-R Il 158 valine
homozygous receptors (V/V) presented with a slightly decreased incidence of B-
symptoms (158 V/V: 26%, V/F: 35%, phenylalanine receptors [F/F]: 42%; p = .037).
Survival curves of all Fcy-R single-nucleotide polymorphisms were superimposable
after cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, and prednisone (CHOP); only after
CHOP with rituximab (R-CHOP), event-free survival and progression-free survival,
but not overall survival of Fcy-R IlIA 158 F/F had a trend to be lower than those of
158 V/F and 158 V/V: 3-year EFS: Fcy-R IlIA 158 F/F: 64.5%, 158 V/F: 70.2%, 158
VIV: 76.9% (log-rank test: p = .224 F/F vs. VIV; p = .285 F/F vs. VIF + VIV); 3-year
PFS: Fcy-R 1lIA 158 F/F: 68.3%, V/F: 76.1%, V/V: 80.5% (log-rank test: p = .233 for
F/IF vs. VIV; p = .185 for F/F vs. VIF + VIV). In a multivariate analysis adjusting for the
International Prognostic Index, relative risk of F/F compared with V/F plus V/V was
1.80 (p = .052) for progression-free survival and 1.55 (p = .120) for event-free
survival. The interaction of R-CHOP, but not CHOP with Fcy-RIlIIA polymorphisms,
opens a window of opportunity for anti-CD20 antibodies designed to mediate
enhanced antibody-dependent cellular cytotoxicity.
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2. Einleitung

2.1. Diffuses grof3zelliges B-Zell Non-Hodgkin-Lymphom

2.1.1. Definition

Das diffuse grof3zellige B-Zell Non-Hodgkin-Lymphom (DLBCL) ist eine Gruppe
maligner Erkrankungen des lymphatischen Systems beim Menschen ausgehend von
der B-Zellreihe. Sie sind durch einen aggressiven klinischen Verlauf charakterisiert
und zahlen zu den aggressiven (hochmalignen) Lymphomen. Unbehandelt fihren sie
rasch zum Tod [90,113].

Diffuse groRRzellige B-Zell-Lymphome sind eine inhomogene Gruppe von
Lymphomen; sie umfassen die centroblastischen, immunoblastischen, anaplastisch
grofRzelligen und die T-Zell-reichen B-Zell-Lymphome. Zu den aggressiven B-Zell-
Lymphomen zahlen auch die klassischen, atypischen und HIV-assoziierten Burkitt-

Lymphome [113].

2.1.2. Epidemiologie
Difftuse  grofRRzellige B-Zell Non-Hodgkin-Lymphome sind die haufigsten
lymphatischen Neoplasien mit einem Anteil von 30 - 40% aller Non-Hodgkin-
Lymphome (NHL) [27].

Die Anzahl der Erkrankungen im Vergleich zu den Hodgkin-Lymphomen nimmt
jahrlich mit einer Rate von 3 - 4% zu [33]. Die Grunde fur diese Progression sind
bislang unklar [48,113]. Als Erklarung fir diese Dynamik reicht die Zunahme bei den
HIV-assoziierten Erkrankungen alleine nicht aus [78]. Es zeigt sich ebenfalls eine
Zunahme bei extranodalen Befall von aggressiven Lymphomen [33,54,78].

Die Inzidenz des diffusen grof3zelligen B-Zell Non-Hodgkin-Lymphoms betragt 7
Falle pro 100.000 Einwohner pro Jahr. Mehr als die Halfte der Patienten ist bei
Erstdiagnose uber 60 Jahre alt [110]. Das mediane Alter bei Erstdiagnose ist 65
Jahre und der Altersgipfel liegt bei 80 - 85 Jahren [113,116]. Das Vorkommen steigt
mit dem Alter von 0,3/100.000/Jahr (Alter: 35 - 39 Jahre) bis 26,6/100.000/Jahr
(Alter: 80 - 84 Jahre) [77]. Unter Kaukasiern ist das DLBCL haufiger zu finden als
unter Afrikanern oder Asiaten, zudem ist eine Haufung bei Mannern zu verzeichnen
[33,78,116].

Der grof3te Teil aller Lymphome (80%) stammt von B-Zellen ab [2,73] und in mehr als
90% der Falle wird auf der Zelloberflache das Antigen CD20 (Cluster of
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Differentiation), ein transmembranares Oberflachenmolekil, exprimiert [3,111]. Es
wird auf den Zellen der B-Zell-Reihe, jedoch nicht von Stammzellen oder Zellen der
anderen ,Zellreihen® exprimiert [83,111]. Grof3zellige B-Zell-Lymphome entstehen
meistens de novo und entstehen nur relativ selten sekundér im Verlauf eines weniger

aggressiven Lymphoms.

2.1.3. Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung des diffusen grof3zelligen B-NHL erfolgt nach den Kriterien der
Ann-Arbor-Klassifikation mit Stadium | bis IV [64]. Neben einer primar nodalen wird
auch haufig eine primar extranodale Manifestation beobachtet. Die Stadieneinteilung
erfolgt durch Befunde aus der Anamnese des Patienten (B-Symptome), Karnofsky-
Index [57], ECOG-Status [84], der Kkorperlichen Untersuchung (Tonsillen,
Lymphknoten, Leber, Milz, Erglsse, sicht- oder tastbare Raumforderungen),
bildgebende Befunde durch Computertomographien (CT) mit Kontrastmittel von Hals,
Thorax und Abdomen sowie einer Knochenmarkbiopsie (einseitig; Aspiration und
Trepanat von mindestens 2 cm Lange). Eine Ubersicht zur Stadieneinteilung nach
der Ann-Arbor-Klassifikation ist in der Tabelle 1 (Seite 11) aufgeftihrt. Die Definition
der Lymphknotenregionen ist in Abbildung 1 (Seite 12) dargestellt. Mit B-
Symptomatik ist unklares Fieber, Nachtschweild mit Wéaschewechsel und unklarer

Gewichtsverlust bezeichnet (ndheres hierzu siehe Zusatz B in Tabelle 1, Seite 11).
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Tabelle 1. Modifizierte Stadieneinteilung nach der Ann-Arbor-Klassifikation.

Stadium Definition

I Nodaler Befall in einer einzigen Lymphknotenregion

le Vorliegen eines einzigen extralymphatisch lokalisierten Herdes

Il Befall mehrerer Lymphknotenregionen auf einer Seite des Zwerchfells

Vorliegen eines einzigen extralymphatisch lokalisierten Herdes und Befall
lle einer oder mehrerer Lymphknotenregionen auf einer Seite des
Zwerchfells

1] Befall von Lymphknotenregionen auf beiden Seiten des Zwerchfells

Vorliegen eines einzigen extralymphatisch lokalisierten Herdes und Befall
g einer oder mehrerer Lymphknotenregionen auf beiden Seiten des
Zwerchfells

Diffuser Befall eines oder mehrerer extralymphatischer Organe [mehrere
lokale Manifestationen in einer extranodalen Lokalisation sowie eine
Beteiligung der Leber und/oder des Knochenmarks gelten als diffuser
Befall)

vV

Zusatz: S | Befall der Milz (gilt als Lymphknoten)

Zusatz: A | Keine der unter B definierten Allgemeinsymptome

Eines oder mehrere der folgenden drei Allgemeinsymptome:

- nicht anderweitig erklarbares Fieber tber 38° C,

Zusatz: B | - nicht anderweitig erklarbarer Nachtschweil? mit Waschewechsel,

- nicht anderweitig erklarbarer Gewichtsverlust von mehr als 10 % des
Kdrpergewichtes innerhalb von 6 Monaten

Beim Staging erfolgt entsprechend dem Lymphknotenbefall und der Nachbarschaft zu dem Zwerchfell,
der Anwesenheit von B-Symptomatik (nicht anderweitig erklarbares Fieber Uber 38° C, nicht
anderweitig erklarbarer Nachtschwei3 mit Waschewechsel, nicht anderweitig erklarbarer
Gewichtsverlust von mehr als 10 % des Kdorpergewichtes innerhalb von 6 Monaten) und anhand
extranodaler Manifestation die Stadieneinteilung modifiziert nach der Ann-Arbor-Klassifikation [64].
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Abbildung 1: Lokalisationen und Bezeichnungen von Lymphom-Manifestationen. In der
Abbildung zusammengefasst sind verschiedene Lymphknotenregionen und ihre regionare
Bezeichnungen als mogliche Manifestationsorte von Lymphomen. Quelle: http://www.dgho-
onkopedia.de/de/onkopedia/leitlinien/diffuses-grosszelliges-b-zell-lymphom

2.1.4. Diagnostik

Zu der initialen Diagnostik (Stadieneinteilung, Beurteilung der Therapiefahigkeit)

erfolgt bei Verdacht oder bereits histologischen Nachweis eines diffusen grof3zelligen

B-Zell Non-Hodgkin-Lymphoms folgende Diagnostik:

- Anamnese (Beginn der Beschwerden, B-Symptome, Karnofsky Index, ECOG-
Status)

- klinische Untersuchung

- CT Hals/Thorax/Abdomen/Becken

- Knochenmarkbiopsie (Histologie und Zytologie)

- Lumbalpunktion mit Liquorzytologie bei Risikobefall sowie bei Befall der Testes

- Echokardiographie (alternativ: nuklearmedizinische Bestimmung der
Ejektionsfraktion) vor Therapiebeginn und Lungenfunktion

- Laboruntersuchungen: BSG, Blutbild mit Differentialblutbild, LDH, GPT,
alkalische Phosphatase (Serum), y-GT, Bilirubin, Gesamteiwei3 + Albumin mit
Eiwei3- und Immunelektrophorese, Immunglobuline (IgG, IgA, IgM), beta2-
Mikroglobulin, Kreatinin

- Virusserologie (HIV und Hepatitis)
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2.1.5. Risikofaktoren

Zur Evaluierung von Risikofaktoren konnten von Shipp et al. [110] funf international
anerkannte Prognosekriterien identifiziert werden. Durch die Metaanalyse, in die 16
internationale Arbeitsgruppen ihre Ergebnisse von 3373 Patienten eingebracht
hatten, erwiesen sich diese funf pratherapeutischen Risikofaktoren im Internationalen
Prognostischen Index (IPI1) als prognostisch relevant: Alter: > 60 Jahre, Stadium: Il +
IV [64], extranodaler Befall: > 1, schlechter Allgemeinzustand (ECOG [84]: 2, 3, 4)
und erhohter LDH-Wert.

Fur die Patienten junger als 60 Jahre wurde parallel hierzu der altersadjustierte
Internationale Prognostische Index (aalPl) als Prognosekriterium entwickelt. Im
altersadjustierten Internationalen Prognostischen Index werden nur die drei Kriterien:
Tumorstadium, LDH-Wert und Allgemeinzustand (Performancestatus: ECOG)
bertcksichtigt [110].

Tabelle 2: Der Internationale Prognostische Index (IPI, aalPI)

IPI aalPlI
Risikogruppe IPI-Faktor Risikogruppe IPI-Faktor
Gering 0 oder 1 Gering 0
Niedrig, mittel 2 Niedrig, mittel 1
Hoch, mittel 3 Hoch, mittel 2
Hoch 4 oder 5 Hoch 3

Die Ermittlung des IPI erfolgt anhand der IPI-Kriterien: Alter > 60 Jahre (nicht angewendet im aalPl),
extranodaler Befall > 1 (nicht angewendet im aalPl), Lymphom Stadium Ill + IV, ECOG = 2 sowie
erhohter LDH-Wert.

Als hiervon zuséatzlicher unabhangiger Risikofaktor ist die Bulk-Erkrankung zu
nennen. Bei einem Bulk handelt es sich um einen Lymphomherd mit groR3er
Ausdehnung. In einer Therapiestudie bei jungen Patienten (18 - 60 Jahre) mit DLBCL
mit guter Prognose (aalPl O - 1) im Stadium Il - IV wurde die Bedeutung des
maximalen Durchmessers eines Lymphomherdes (MTD) analysiert. In dieser
Analyse zeigte sich, dass unter CHOP-haltiger Chemotherapie alleine, bei jedem
beliebigen cut-off Wert fur die Lymphomgrof3e zwischen 5 und 10 cm, ein Bulk mit
einem signifikant schlechteren ereignisfreien- und Gesamtuberleben verknipft ist.
Auch unter kombinierter Immun-Chemotherapie lasst sich ab einem cut-off Wert von

6 cm ein signifikanter, aber im Vergleich zur Population ohne Rituximab deutlich
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geringerer, Unterschied in Bezug auf das Gesamtiberleben nachweisen. Fir das
EFS liegt der cut-off Wert bei 10 cm, wahrend der cut-off Wert fur das OS bei 6 cm
liegt. Die Hinzunahme von Rituximab fihrt demnach zu einer Abnahme des
negativen Einflusses des MTD auf das Uberleben, ohne diesen jedoch vollstandig zu
eliminieren. Diese ermittelten cut-off Werte beziehen sich auf Therapie-Ergebnisse
unter Bulk-Bestrahlung, so dass ohne eine Bestrahlung eher noch niedrigere cut-off
Werte fur eine Bulk-Erkrankung als Risikofaktor angenommen werden mussen [90].

2.1.6. Prognose

Unbehandelt fuhrt das diffuse grof3zellige B-Zell Non-Hodgkin-Lymphom rasch zum
Tod [113]. In einer Zusammenfassung durch Martelli et al. [69] (siehe Tabelle 3,
Seite 14) von mehreren Phase-Ill Erstlinientherapien fur altere Patienten (n = 1130)
mit diffusen grof3zelligen B-Zell Lymphom mit einem IPI von 0 - 5 unter Rituximab-
haltiger Remission (CR)
76 - 78 %, das 3-Jahre-progressionsfreie Uberleben 52 - 73,4 % und das 3-Jahre-
Gesamtuberleben 58 - 78,1 %.

CHOP-Chemotherapie waren die Raten kompletter

Tabelle 3 Prognose des diffusen grof3zelligen B-Zell Non-Hodgkin-Lymphom

Studie ECOG-4494 GELA RICOVER-60
Therapie 8x R-CHOP-21 | 8x R-CHOP-21 | 6x R-CHOP-14 | 8x R-CHOP-14
IPI 0 — 3 (aalPl) 0 - 3 (aalPl) 1-5
Alter [Jahre] > 60 60 - 80 61 - 80
Anzahl [n] 318 202 306 304
CR 77 % 76 % 78 % 76 %
3J-PFS 52 % 58 % 73,4 % 68,8 %
3J-0S 67 % 58 % 78,1 % 72,5 %

Zusammenfassung durch Martelli et al. [69] der CR, des 3-Jahre-progressionsfreien Uberleben und
des 3-Jahre-Gesamtiberlebens der Phase-lll-Studien (ECOG-4494, GELA und RICOVER-60) mit
Rituximab-haltiger CHOP-Chemotherapie Erstlinientherapie beim &alteren Patienten mit einem DLBCL.

2.1.7. B-Zell Oberflachenmarker CD20

Nachdem Nadler et al. [81] mit Hilfe eines monoklonalen Antikdrper (anti-B1) eine
Zelloberflachenstruktur auf mehrheitlich B-Zellen identifiziert hatten, wurde 1980 von
Stashenko et al. [111] der Oberflachenmarker (B1) auf B-Zellen beschrieben. Hiermit

eroffnete sich das Feld fir weitergehende Forschungen und Analysen zur
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Kategorisierung von B-Zell-Reihen als auch maligner hamatologischer
Erkrankungen. Stashenko et al. fanden heraus, dass B1 auf mehr als 95% aller B-
Zellen im peripheren Blut zu finden war und dass dieses Antigen nicht in Verbindung
zu anderen bereits bekannten Oberflachenmarkern zum Beispiel dem Oberflachen-
Immunglobulin (slg) stand. Zudem beobachteten sie, dass die Entfernung dieser B1-
positiven Zellen, durch zum Beispiel komplementvermittelte Zytolyse (CDC), die
Zellpopulation eliminierte, welche im weiteren Verlauf durch Zelldifferenzierung zu

Immunglobulin sezernierenden Plasmazellen differenzieren [111].

Durch Oettgen et al. [83] als auch durch Anderson et al. [3] wurde bestatigt, dass
dieser neubeschriebene Oberflachenmarker konstant von B-Zellen exprimiert und
daher immunzytologisch auch bei Lymphomen und Leukamien der B-Zell-Reihe zur

Diagnostik und Klassifizierung genutzt werden konnte.

Durch Expressionsklonierung konnte 1988 von Einfeld et al. [35] gezeigt werden,
dass es sich bei B1 um ein hydrophobes, nicht-glykosyliertes Phosphoprotein mit
einer Grole von rund 35 kD handelt. Dieses B1 Antigen, mittlerweile in CD20
umbenannt, ist phosphoryliert an Serin und Threonin [83]. Seine transmembranére
Domane umspannt viermal die Membran [9,36], jedoch verbleiben Amino- als auch
Carboxyende auf der zytoplasmatischen Seite. Somit werden 41 Aminosauren (AS-
Position: 142 - 182) als exponierte Struktur auf der Zelloberflache prasentiert [35].
CD20 ist im humanen Genom auf dem Chromosom 11 lokalisiert [115]. Ein
Strukturmodell von CD20 in der Zellmembran der B-Zelle ist in Abbildung 2 (Seite 16)

zu sehen.

Bei Analysen der Funktion von CD20 wurde gezeigt, dass CD20 auf der Oberflache
der B-Zellen, von der pra-B-Zelle bis zur Differenzierung zur Plasmazelle, exprimiert

wird.

CD20 ubernimmt einen regulierenden Schritt in der Aktivierungskaskade des
Zellzyklus [23,44,114] und ist auch bei der von Tedder et al. [35,115] beobachteten
Steuerung der Zelldifferenzierung beteiligt. Beschrieben ist zudem die Funktion von
CD20 als Calcium-Kanal [106]. Mit Antikdrpern gegen CD20 konnten durch Reff et al.
[96] in vitro eine komplementabhangige Zytolyse (CDC), eine antikdrperabhéngige
zellvermittelte Zytotoxizitdt (ADCC) sowie in vivo im Javaneraffen eine B-Zell-

Depletion als Mechanismus identifiziert werden.
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Abbildung 2: Strukturansicht von CD20 in der Zellmembran einer B-Zelle. Darstellung der Lipid-
Doppelschicht einer Zellmembran nach Ernst et al. [36] mit extrazellularer- und zytoplasmatischer
Seite, im Besonderen die Struktur von CD20 in der Zellmembran der B-Zelle. Viermal umspannt CD20
die Membran, wobei das Amino- als auch das Carboxyende sich auf der zytoplasmatischen Seite
befinden. Die zweite Schleife des Peptid besteht aus 41 Aminosauren (AS-Position: 142 - 182),
befindet sich zwischen der dritten und vierten transmembranéaren Helix und ist die exponierte Struktur
von CD20 auf der Zelloberflache. Die identifizierte Disulfid-Briicke zwischen C167 und C183 ist gelb
hervorgehoben, hierliber erfolgt die Bindung des monoklonalen anti-CD20 Antikérper Rituximab
[9,35].

2.2. Kombinierte Immun-Chemotherapie

2.2.1. CHOP-Chemotherapie

Die Therapie des diffusen grof3zelligen B-Zell Non-Hodgkin-Lymphom erfolgt mit
Chemotherapie. Die Zusammenstellung der heute weiterhin als Standard
eingesetzten Kombinationschemotherapie CHOP basiert auf den Studien von
McKelvey et al. [72] von 1976. Die Anfangsbuchstaben der in dem Therapiekonzept
eingesetzten Medikamente bilden den Kurztitel der Kombinationschemotherapie mit
dem Namen CHOP. Bestandteii von CHOP st das Cyclophosphamid,
Hydroxydaunorubicin, Oncovin und das Prednison. Eine Auflistung der Medikamente
mit Dosierung, Applikationsform sowie Wiederholung der Chemotherapie sind in
Tabelle 4 (Seite 17) zu finden.
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Tabelle 4: CHOP-Chemotherapie (Handelsnamen, Dosis und Applikationsart)

Abklirzung Wirkstoff Handelsnamen Applikation
C Cyclophosphamid Endoxan® V.
H Hydroxydaunomycin Adrimedac® A2
@) Vincristin Oncovin® V.
P Prednison Decortin® p.o.

In der CHOP-Chemotherapie werden die Medikamente Cyclophosphamid, Doxorubicin und Vincristin
an Tag 1 eines jeden Zyklus intravenés appliziert. Die Applikation von Cortison (Prednison) erfolgt oral
anden Tagen 1 - 5.

2.2.1.1. Historische Entwicklung von CHOP

Nachdem zunachst Mono-Chemotherapien nur geringe Raten kompletter
Remissionen bei Lymphomen erzielen konnten [56], zeigten McKelvey et al. [72]
1976 die Vorteile einer Polychemotherapie bei malignen Lymphomen. In dieser
Studie wurde an 420 Patienten mit fortgeschrittenen Non-Hodgkin-Lymphomen
(NHL) die  kombinierte = Polychemotherapie = CHOP  (Cyclophosphamid,
Hydroxydaunorubicin, Oncovin und Prednison) mit der kombinierten
Polychemotherapie HOP (Hydroxydaunorubicin, Oncovin und Prednison) verglichen.
Zudem wurde die Applikation eine Erhaltungstherapie mit zwei verschiedenen
Therapiearmen COP (Cyclophosphamid, Oncovin und Prednison) beziehungsweise

OAP (Oncovin, Arabinosylcytosin und Prednison) geprdift.

Unter den 204 auswertbaren Patienten im CHOP-Therapiearm hatten 71 %
komplette Remissionen; im Vergleich hierzu gab es im Therapiearm mit HOP-
Chemotherapie (n = 216) 61 % komplette Remissionen. Es zeigten sich ein
vergleichbares Gesamttherapieansprechen (ORR) im CHOP-Therapiearm mit 92 %
und 88 % im HOP-Therapiearm. Die Rate kompletter Remission in dieser
Therapiestudie war im Vergleich mit anderen zu dieser Zeit durchgefiihrten

Kombinationschemotherapien vorteilhaft.

Im  Hydroxydaunorubicin-haltigen  Therapiearm zeigte sich durch diese
Therapieerweiterung ein signifikanter Unterschied von 10 % in der Rate kompletter

Remissionen im Vergleich zu dem anderen Therapiearm.

In weiteren Analysen mit Fokus auf die Lymphom-Histologie konnte zudem bei

niedrig-malignen Lymphomen eine signifikant héhere Rate kompletter Remissionen
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im Vergleich zu den hoch-malignen Lymphomen gesehen werden (78 % zu 67 % im

CHOP-Therapiearm, beziehungsweise 67 % zu 60 % im HOP-Therapiearm).

Unter der Erhaltungstherapie waren nach dem 1.Jahr im COP-Therapiearm 86 % der

Patienten und im OAP-Therapiearm 86 % der Patienten weiterhin ohne Rezidiv.

Diese Analysen und Ergebnisse waren eine eindeutig positive Empfehlung fir die
Verwendung von Hydroxydaunorubicin in der Behandlung von Lymphomen im

Vergleich mit anderen zuvor berichteten Kombinationschemotherapien [6,66].

In den folgenden Jahren konnten keine Verbesserungen der Ergebnisse in der
Therapie von hochmalignen Non-Hodgkin-Lymphomen verzeichnet werden. Es gab
Bemuhungen zur Intensivierung der Therapien mit Dosiseskalation einzelner oder
durch Hinzunahmen neuer Zytostatika in die Therapieschemata der sogenannten
zweiten und dritten Generation, vielmehr zeigte sich hierdurch eine Zunahme der
Toxizitat [40,45,117-119,130].

2.2.1.2. Cyclophosphamid

Durch Cytochrom P450 Aktivierung wird Cyclophosphamid in seine biologische
aktive Form verstoffwechselt. Zu der Gruppe der Alkylantien gehérend besteht seine
zytostatische Wirkung in einer Alkylierung der DNS und von Proteinen mit Aufbau

von kovalenten Verbindungen (cross links) [105].

2.2.1.3. Doxorubicin

Das Anthrazyklin Doxorubicin wird durch Reduktion in der Leber in die biologisch
aktive Form Uberfuhrt. Nach einem Zwischenschritt erfolgt durch Reaktion mit
Sauerstoff und Bildung von Radikalen die Hemmung der Topoisomerase |l von

Tyrosinkinasen und eine Induktion von Apotose [105].

2.2.1.4. Vincristin

Vincristin, welches zur Gruppe der Vinca-Alkaloide gehort, ist ein Mitosehemmer.
Durch Bindung an das Protein Tubulin wird die Tubulinsynthese blockiert und die
Zellen in der Metaphase der Mitose arretiert, es folgen Stérung der DNS- und RNS-

Synthese sowie Induktion von Apoptose [105].
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2.2.1.5. Prednison

Das ebenfalls im CHOP-Protokoll eingesetzte Prednison ist ein kunstliches
Glukokortikoid und gehort zu der Gruppe der Corticosteroide. Als Vorstufe wird es in
der Leber in die aktive Form (Prednisolon) Uberfuhrt. Es hat immunsupprimierende
und immunmodulierende Eigenschaften (Beeinflussung des DNS- und RNS-
Stoffwechsel lymphatischer Zellen) [105,128].

2.2.2. anti-CD20 Immuntherapie

2.2.2.1. Entdeckung von Rituximab

Bereits sehr rasch nach der Erstbeschreibung von CD-20 wurden Therapien gegen
CD-20 entwickelt [111]. In ersten klinischen Versuchen mit monoklonalen anti-CD20
Antikdrpern der Maus zeigte sich jedoch, dass bei der Anwendung die Anti-
Tumorwirkung im Menschen beschréankt war. Die Wirkung der Maus-Antikérper war
vermutlich durch Antigen-Modulation, der Entstehung menschlicher Anti-Maus
Antikorper (HAMA) sowie der Entstehung von Antigen-negativen Tumorzellen
beschrankt [95]. Es konnte aber auch gezeigt werden, dass diese Immuntherapie mit
Antikdrpern mit einer guten Vertraglichkeit und nur minimalen Toxizitat fur den

Empféanger einhergeht [95].

Von Reff et al. [96] beschrieben 1994 ein Verfahren zur Herstellung eines

monoklonalen chimaren (Maus-Mensch) anti-CD20 Antikdrper C2B8.

In einem Tiermodell am Javaneraffen (Macaca fascicularis) konnten sie nach
wochentlichen Applikationen von C2B8 zeigen, dass durch diesen monoklonalen
chiméren anti-CD20 Antikorper 95 % der B-Zellen in peripheren Lymphknoten und im
Knochenmark depletiert wurden. Im Gegensatz zu den zuvor erprobten Maus-
Antikdrpern konnte bei dem chimaren Maus-Mensch Antikdrper C2B8 zudem eine
komplementabhangige Zytolyse (CDC) und eine antikOrperabhangige zellvermittelte
Zytotoxizitdt (ADCC) gezeigt werden. Zudem zeigte sich auch eine langanhaltende
B-Zell-Depletion im peripheren Blut von Primaten nach C2B8-Therapie. Toxische
Effekte der Therapie konnten in dem Tiermodell nicht beobachtet werden. Hiermit
wurde von ihnen die Mdoglichkeit zu einer Verbesserung der Therapie von B-Zell

Erkrankungen mittels chimarer monoklonaler anti-CD20-Antikdrpern vorgefihrt.
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2.2.2.2. Rituximab

Bei C2B8 handelt es sich um einen rekombinant hergestellten monoklonalen
chimaren (Maus-Mensch) anti-CD20 IgG1l, Antikdrper. C2B8 besteht aus dem
konstanten menschlichen Anteil (y1 schwere Kette und « leichte Kette) verknipft mit
den variablen Maus-Regionen des Antikorpers (leichte Kette [light chain] und
schwere Kette [heavy chain]) [19]. In der Strukturansicht bilden durch die
Zusammenlagerung der Ketten diese die Form eines ,Y“, der einarmige Teil des
Antikdrper wird hierbei Fc (kristallisierbares Fragment) genannt, wahrend der
zweiarmige Teil des Antikorper als Fab (Antigen-Bindungsdomane) bezeichnet wird.
In ihrer Funktion ist das Fab-Fragment die Antigen-Bindungsdomane und das Fc-
Fragment sowohl die Komplement- als auch Bindungsstelle fur zellulare Fc-

Rezeptoren [97].
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Abbildung 3: Strukturdarstellung von Rituximab. In der Strukturdarstellung des monoklonalen
chiméren anti-CD20 IgG1, Antikdrper Rituximab ist die mit schwarz dargestellte Doméane die variable
Maus-Domane des Fab-Fragment, die grau dargestellte Doméane die menschliche konstante Region
und die weiRe Doméane das menschliche Fc-Fragment [100].

Der chimare anti-CD20 Antikorper C2B8 besteht aus 1328 Aminosauren und hat ein
Molekulargewicht von 144 kDa. Dieser initial von Reff et al. noch C2B8 genannte
Antikorper erhielt fur die Zulassung den generischen Namen Rituximab (Mabthera®;
F. Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz). Eine Strukturansicht von Rituximab
(C2B8) ist in der Abbildung 3 (Seite 20) zu sehen.

Rituximab wurde im Jahr 1997 erstmalig von der US Bundesgesundheitsbehotrde
(FDA) in den USA zur Anwendung im Menschen zugelassen (Quelle:
http://www.fda.gov).
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2.2.2.3. Wirkungsmechanismus von Rituximab

Zu den wichtigsten Effektormechanismen von Rituximab in malignen
hamatologischen Erkrankungen zahlen: die Induktion einer Apotose [13,106,107],
Sensibilisierung der Tumorzellen fir die zytostatische Wirkung der Chemotherapie
[22,32], Einleitung einer Phagozytose [108], komplementabhéngige Zytolyse
[43,47,51,96] und die antikorperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat [20,51,106].
Wie Rituximab dazu in der Lage ist, die Empfindlichkeit primar resistenter humaner
Lymphom-Zelllinien gegeniiber dem zytotoxischem Effekt von Chemotherapie (Rizin,
VP-16 und Adriamycin) zu erhdhen, ist bislang ungeklart [22,32]. Minard-Colin et al.
[74] zeigten, dass die B-Zell-Depletion durch anti-CD20 Antikérper durch
Makrophagen uber ihre Rezeptoren Fcy-RI, Fcy-RIIl und Fcy-RIV vermittelt wird.
Clynes et al. [24] beobachteten, dass Rituximab an aktivierende (Fcy-RIIl) und
inhibierende (Fcy-RIIB) Immunglobulin-Rezeptoren bindet und dadurch sein gegen-
satzliches aktivierendes und hemmendes Potential vermittelt. Diese Rezeptoren
finden sich auf NK-Zellen, Monozyten und Makrophagen. Trotz dieser Erkenntnisse
bestent jedoch weiterer Klarungsbedarf zur Wirkungsweise von anti-CD20

Antikdrpern in der Tumortherapie [85].

2.2.2.4. Klinischer Einsatz von Rituximab

2.2.2.4.1. Zulassung von Rituximab

Nach Entwicklung des monoklonalen chimaren anti-CD20 Antikdrper Rituximab
folgten klinische Studien: Phase-l Studien (Pharmakokinetik und Pharmakodynamik)
von Einmalgaben von Rituximab bei rekurrenten B-Zell-Lymphomen [67], Phase-ll
Studien (Nachweis medizinischer Wirksamkeit) mit Anwendung von Rituximab bei
Patienten mit Rezidiv eines niedrig-malignen Non-Hodgkin-Lymphom. Bei einer
starken Anti-Lymphom-Wirkung zeigte die Rituximab-Immuntherapie auch in
Kombination mit CHOP-Chemotherapie nur geringe Toxizitat [28,39,68,73,123]. Im
Jahr 1997 wurde deshalb Rituximab von der US-Bundesgesundheitsbehtrde zur
Therapie bei Patienten mit Rezidiv oder therapierefraktdarem niedrig-malignen oder

follikularen B-Zell Non-Hodgkin-Lymphom (Quelle: http://www.fda.gov) zugelassen.
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2.2.2.4.2. Rituximab bei dem diffus grof3zelligen B-Zell Non-Hodgkin-Lymphom

Es erfolgten weitere Untersuchungen und Studien zur Rituximab-Verwendung in
Kombination mit Standardchemotherapie und die Ausweitung der Indikation auf
weitere hamatologische Krankheitsentitdten. So untersuchten Coiffier et al. [27] in
einer randomisierten Therapiestudie bei alteren Patienten mit diffusen grof3zelligen
B-Zell-Lymphom (DLBCL) die Erweiterung der Standard-Chemotherapie CHOP mit
Rituximab gegen alleinige CHOP-Chemotherapie. In dieser Studie wurden Patienten
im Alter von 60 - 80 Jahren mit neudiagnostiziertem unbehandeltem DLBCL in zwei
Therapiearme zufallig verteilt, entweder 8 Zyklen CHOP-Chemotherapie alle 3
Wochen (CHOP-21) oder 8 Zyklen CHOP-Chemotherapie alle 3 Wochen mit
Rituximab an Tag 1 der Chemotherapie eines jeden Zyklus (R-CHOP-21). Die Rate
kompletter Remissionen war in der Gruppe mit Rituximab-haltiger CHOP-
Chemotherapie (n = 197) hoéher als in der Gruppe mit alleiniger CHOP-
Chemotherapie (n = 202) (76 % vs. 63 %, p = 0,005). Bei einer medianen
Beobachtungszeit von 2 Jahren war das EFS und das OS in der Rituximab plus
CHOP-Therapiegruppe signifikant besser (p < 0,001, beziehungsweise p = 0,007).
Das Risiko eines Therapieversagens oder Tod war durch die Erweiterung der
Standard-Chemotherapie CHOP mit Rituximab signifikant verringert worden (Risiko-
Ratio, 0,58 [95 % Konfidenzintervall, 0,44 - 0,77] beziehungsweise 0,64 [0,45 -
0,89]). Klinisch bedeutsame Nebenwirkungen waren nicht signifikant haufiger bei R-
CHOP als bei CHOP. Habermann et al. [46] bestétigten in einer Therapiestudie an
632 alteren Patienten (Alter > 60 Jahre) mit DLBCL, dass Rituximab plus CHOP-
Chemotherapie signifikant das Uberleben ohne Therapieversagen (failure-free
survival) verlangerte. Kein Vorteil zeigte sich hierbei von Rituximab als zuséatzliche

Erhaltungstherapie nach vorangegangener R-CHOP- Chemotherapie.

In der MInT-Studie der MabThera International Trial Gruppe [89] zeigte sich, dass
eine kombinierte Rituximab plus CHOP-ahnliche Chemotherapie bei jungen
Patienten mit DLBCL und guter Prognose [kein Risiko-Faktor oder 1-Risiko Faktor in
Ubereinstimmung mit dem aalPl [110] im Stadium Il - IV oder Stadium | mit Bulk]
eine wirksame Therapie darstellt. Die insgesamt 823 Patienten im Alter von 18 - 60
Jahren wurden in den Therapiearm mit 6 Zyklen CHOP-&hnlicher Chemotherapie
plus Rituximab (n = 413) oder in die Therapiegruppe mit 6 Zyklen einer CHOP-
ahnlichen Chemotherapie ohne Rituximab (n = 411) randomisiert. Patienten mit Bulk

oder extranodalen Befall erhielten eine zusatzliche Strahlentherapie. Nach einer
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mittleren Beobachtungszeit von 34 Monaten hatten die Patienten aus der Rituximab
plus Chemotherapie Gruppe ein verbessertes 3-Jahres-ereignisfreies Uberleben
verglichen mit den Patienten aus dem Therapiearm mit alleiniger Chemotherapie
ohne Rituximab (79 % [95 % CI 75 - 83] vs. 59 % [54 - 64]; Unterschied zwischen
den Gruppen 20 % [13 - 27], Logrank-Test p < 0,0001). Sie hatten zudem eine
erhohtes 3-Jahres-Gesamtuberleben (93 % [90 - 95] vs. 84 % [80 - 88]; Unterschied
in beiden Gruppen 9 % [3 - 13], Logrank-Test p = 0,0001). Das ereignisfreie
Uberleben wurde beeinflusst von Vorliegen von Bulk und dem aalPl; nach
Chemotherapie und Rituximab. Es konnte eine glnstige Subgruppe (IPI = 0, kein
Bulk) von einer weniger vorteilhaften Subgruppe (IPl = 1 oder Bulk oder beides)
differenziert werden. Nebenwirkungen unterschieden sich in beiden Therapiearmen
nicht. In einer Martingale Analyse der Patienten im Rituximab-Therapiearm zeigte
sich, dass mit der Therapieerweiterung mit Rituximab die negativen Auswirkungen
des Maximalen-Tumor-Durchmesser (MTD) vermindert, jedoch nicht aufgehoben

werden.

In der prospektiven Therapiestudie RICOVER-60 der Deutschen Studiengruppe fir
hochmaligne Non-Hodgkin-Lymphome (DSHNHL) konnte der signifikante Vorteil von
Rituximab im Vergleich zu einer Chemotherapie ohne Rituximab im ereignisfreien,
progressionsfreien und im Gesamtuberleben belegt werden [91]. Es handelt sich um
die bisher groRte Studie bei alteren Patienten mit insgesamt 1222 auswertbaren
Patienten (Alter: 61 - 80 Jahre) mit neudiagnostiziertem unbehandelten aggressiven
B-Zell-Lymphom. In der Studie wurde untersucht, ob 6 oder 8 Zyklen R-CHOP-14 im
Vergleich zu 6 oder 8 Zyklen CHOP-14 ohne Rituximab den Therapieerfolg
verbessern. 6 Zyklen R-CHOP-14 verbesserten signifikant das ereignisfreie,
progressionsfreie und Gesamtuberleben gegeniber 6 Zyklen CHOP-14. Von den 4
Therapiearmen der RICOVER-60 Studie zeigte sich, dass der Therapiearm mit 8x
Rituximab und 6x CHOP-14 zu bevorzugen ist.

Ein weiterer Ansatz zur Therapieverbesserung konnte von Pfreundschuh et al. [92]
nach ergdnzenden Analysen der Pharmakokinetik von Rituximab [98] gezeigt
werden. Durch eine Dosis-Verdichtung von Rituximab konnten hodhere Raten
kompletter Remissionen und ereignisfreien Uberlebens beim alteren Menschen mit

diffusen grof3zelligen B-NHL gezeigt werden.
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Durch die Einfliihrung des chimaren monoklonalen anti-CD20 Antikdrper Rituximab
zusatzlich zu der etablierten Polychemotherapie CHOP hat sich das
Therapieansprechen fir alle Subgruppen von Patienten signifikant verbessert
[27,39,46,89,91,104]. Trotzdem gibt es Rezidivraten von 10 - 20 % bei Patienten mit
niedrigem IP1 und 30 - 50 % bei Patienten mit IP1 > 2 [69].

2.3. Fc-Gamma-Rezeptor (FcyR)

2.3.1. Allgemein

Mit der Bindung von dem Fc-Teil von IgG-Antikérpern an den Immunglobulin-
Rezeptor (Fc-Gamma-Rezeptor, FcyR, FCGR) der Effektorzellen erfolgt die
Aktivierung von Signalkaskaden. Durch Aktivierung dieser Signalkaskaden erfolgt die
Anti-Lymphom-Wirkung von anti-CD20 Antikérpern bei boésartigen B-Zell-
Lymphomen [39,51,54,94,96].

Die Fcy-Rezeptoren sind eine Gruppe heterogener Molekile, die zu der
Immunglobulin-Superfamilie gehodren. Sie spielen verschiedene gegensatzliche
Rollen bei der Immunantwort und bei der Wirkung von Immunglobulin-Antikérpern
[21,25]. Die Familie der Fcy-Rezeptoren wird durch insgesamt 8 Gene auf dem
Chromosom 1 kodiert. Fcy-Rezeptoren werden in drei Klassen von Rezeptoren fur
Immunglobulin-G (IgG) unterteilt: FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) und FcyRIll (CD16)
[121]. Wahrend die Rezeptoren FcyRI, FcyRIl und FcyRIIl aktivierende Rezeptoren
sind, gehoren die Rezeptoren FcyRIIb1 und FcyRIIb2 zu den inhibierenden
Rezeptoren. Unter den verschiedenen ethnischen Bevidlkerungsgruppen sind
weltweit 12 Isoformen mit unterschiedlichen bedeutsamen Haplotypen der Fcy-
Rezeptoren beschrieben [109,121,129].

Die Fcy-Rezeptoren setzten sich zusammen aus einer IgG-bindenden a-Kette mit
zwei (FcyRIl und FcyRIIl) beziehungsweise drei (FcyRIl) extrazellularen
Immunglobulin-ahnlichen Doménen, einer transmembranédren Region und dem
intrazellularen Schwanz. Zusatzlich haben die FcyRI und FcyRIIl eine Proteinkette
(Fcy subunit), welche mit der a-Kette interagiert [121]. In der Abbildung 4 (Seite 25)
ist eine schematische Darstellung der heterogenen Fc-Rezeptor Familie und deren

strukturelle Unterschiede zueinander gezeigt.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Fc-Rezeptorfamilie. Darstellung der Familie der
verschiedenen Fc-Rezeptoren fur 1gG, IgE und IgA. Ebenfalls dargestellt ist das aktivierende (m:
ITAM-Sequenz; Immunrezeptor-Tyrosin-Aktivierungs-Motiv) als auch das hemmend wirkende Motiv
(A: ITIM-Sequenz; Immunrezeptor-Tyrosin-Inhibierungs-Motiv) im zytoplasmatischen Schwanz der
Fc-Rezeptoren. Es gibt zudem 3 bekannte Splei3-Varianten des intrazellularen Schwanzes von Fcy-
Rezeptor IIb (Fey-RIIbl, Fey-RIIb2, Fey-RIIb3) [50].

Von Bruhns et al. [12] wurde gezeigt, dass Immunglobulin-G1 (IgG1) und
Immunglobulin-G3 (IgG3) an alle humanen Fcy-Rezeptoren binden. Ebenfalls Bruhns
et al. [12] zeigte, dass das Immunglobulin-G2 (IgG2) nicht nur an den FcyRIIA H131,
sondern auch mit geringerer Affinitat an den FcyRIIIA V158 und FcyRIIA R131
bindet. FcyRIl und FcyRIIl haben zudem eine schwachere Bindungsfahigkeit zu
monomeren Immunglobulin-G  (IgG) und binden effektiv nur multimere
Immunkomplexe [109]. Der FcyRIIIA, auch als CD16a bezeichnet, wird auf Zellen
des Immunsystems, im Besonderen auf NK-Zellen (natirliche Killerzellen) und
Makrophagen exprimiert. Der FcyRIIA (CD32a) wird von neutrophilen Leukozyten
und Makrophagen exprimiert. Nach Bindung der Immunglobuline mit ihrem Fc-Teil an

den Fc-Bindungsdomane der Fcy-Rezeptor erfolgt die Einleitung der Signalkaskade.

In der Abbildung 5 (Seite 26) ist die Bindung eines Immunglobulin (IgG) an den Fcy-
Rezeptor dargestellt.
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Abbildung 5: Interaktion eines Immunglobulin mit einem Fcy-Rezeptor. In der Abbildung ist
schematisch die Interaktion eines Immunglobulin (IgG) mit einem Fcy-Rezeptor Il (bzw. Fcy-Rezeptor
IIl) dargestellt. In der Abbildung dargestellt ist die Zellmembran [tirkis], in jener der Fcy-Rezeptor |
(oder Fcy-Rezeptor Ill) [blau] verankert ist. Es erfolgt die Bindung von dem Immunglobulin (IgG) [79]
an den Fc-Rezeptor [25].

Fcy-Rezeptoren initiieren ihre Signalkaskade Uber den hierzu bedeutenden Schritt
des Immunrezeptor-Tyrosin-Aktivierungs-Motiv (ITAM) [86]. Dieses Immunrezeptor-
Tyrosin-Aktivierungs-Motiv ist ebenfalls in der Abbildung 4 (Seite 25) dargestellt. Es
handelt sich dabei um einen hochkonservierten Peptid-Abschnitt mit der Sequenz
YxxL/l (Tyrosin,x,x,Leucin/Isoleucin), welche sich zweimal in kurzer Abfolge
wiederholt und im Bereich des zytoplasmatischen Schwanzes lokalisiert ist
(YXXL/1,X(6-8), YXXL/1) [4]. Durch Bindung des Liganden (Immunglobulin-G) an den Fcy-
Rezeptor erfolgt eine Phosphorylierung des Tyrosin-Restes des im Zytoplasma
liegenden intrazellularen Immunrezeptor-Tyrosin-Aktivierungs-Motivs, wodurch

wiederum die Signalkaskade innerhalb der Zelle ausgeldst wird.

Das Immunrezeptor-Tyrosin-Aktivierungs-Motiv wurde beim Fcy-Rezeptor [IA
nachgewiesen und aktiviert die Phagozytose von Makrophagen. Die Rezeptoren Fcy-
RIIIA und Fcy-RI besitzen dieses Immunrezeptor-Tyrosin-Aktivierungs-Motiv nicht,
kébnnen aber durch Interaktion mit einem weiteren Peptid die Aktivierung der
Makrophagen ausldsen. Bei diesem Peptid handelt es sich um die y-Kette (Fc-y
subunit), zwei hochkonservierte Aminosaure-Sequenzen (YxxL), die die
Charakteristik des ITAM haben [24,53,71,87]. Zur Aktivierung der Phagozyten ist
daher die Anwesenheit der y-Kette erforderlich [24,71].

Bei den inhibierenden Rezeptoren FcyRIIb1 und Fcylllb2 mit ihrem Immunrezeptor-
Tyrosin-Inhibierungs-Motiv (ITIM), liegt die bereits zuvor genannte Aminosaure-

Sequenz (YxxL) nur einzeln vor. Durch das Fehlen der zweiten repetiven
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Aminosaure-Sequenz ist es dem Immunrezeptor-Tyrosin-Inhibierungs-Motiv im
Vergleich zu dem ITAM nicht moglich Zellen zu aktiven. Hierdurch verlauft die
Aktivierungskaskade inadaquat; sie wirken inhibierend.

Zu der Wirkungsweise von Fcy-Rezeptoren wurde von Salmon et al. [102]
beschrieben, dass durch den Fcy-Rezeptor Il die Aktinpolymerisation und die

Phagozytose eingeleitet wird, welche wiederum vom Fcy-Rezeptor Il vermittelt wird.

2.3.2. Einzelnukleotid-Polymorphismen des Fcy-Rezeptor

2.3.2.1. Einzelnukleotid-Polymorphismus

Bei einem Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) handelt es sich um eine
Erganzung, Austausch oder Ausfall eines einzelnen Nukleotids der 4 mdoglichen
Nukleotid-Basen (Adenin, Guanin, Cytosin, Thymin) des DNA-Molekils. Ein SNP ist
eine DNA-Sequenzvariation, welche in der Bevolkerung haufig vorkommt. Bei einem
SNP gibt es keine allein giltige Standardsequenz, stattdessen existieren zwei oder
mehrere gleich akzeptable Alternativen der Nukleotidsequenz, definiert mit einer
Haufigkeit in der Bevdlkerung von > 1 %. Im Gegensatz hierzu handelt es sich bei
einer Mutation um eine Veranderung der DNA-Sequenz mit einer Haufigkeit in der
Bevdlkerung von < 1 %. Das DNA-Molekdl ist die Matrix fur die Proteinbiosynthese;
erfolgt der Austausch eines Nukleotids gegen ein anderes, beziehungsweise kommt
es zu einem ersatzlosen Ausfall eines Nukleotids, so andert sich die Abfolge der
Nukleotide und dadurch die Zusammensetzung der durch sie kodierten Proteine.
Proteine werden aus 23 moglichen Aminosauren zusammengesetzt. Die fur diese
Proteinbiosynthese erforderlichen Informationen werden in der DNA-Doppelhelix
verschlisselt. Eine Aminosaure wird dabei durch eine Kombination aus 3
Nukleotiden der 4 Nukleotid-Basen (A, G, C, T) des DNA-Molekils kodiert. Durch
diese Form der Kodierung (3 Nukleotide = 1 Aminosaure), auch Triplett-Code
genannt, ergeben sich ausreichend Kombinationsmdglichkeiten, um alle 23
Aminosauren durch die lediglich 4 existierenden Nukleotid-Basen zu kodieren. Zum
anderen bietet diese Form der Verschlisselung eine Informationssicherheit, da nicht
jeder Nukleotid-Austausch zu einer Verdanderung der Proteinzusammensetzung

fuhren muss.

Fur die Ubertragung der DNA-Information zur Proteinsynthese ist die Boten-RNA
(mMRNA) verantwortlich; chemisch ist bei der RNA anstelle von Thymin die Base

Uracil (U) vertreten, bei ansonsten identischen Nukleotid-Basen (Adenin, Guanin und
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Cytosin). In der Abbildung 6 (Seite 29) ist in Form der Code-Sonne die
Verschlisselung der 23 Aminosauren sowie das Start-/Stopcodon durch den Triplett-
Code der RNA dargestellt. Trotz dem Triplett-Code kann es jedoch durch einen
einzelnen Nukleotid-Austausch zu einer Verschiebung des Leserasters bei der

Proteinsynthese und somit zu einer Synthese einer anderen Aminosaure kommen.

Am Beispiel der Nukleotid-Sequenz (UAC) die fur den Einbau von Tyrosin steht, wird
bei einem Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) an der 2.Stelle in Form von UUC
durch diese verdnderte Nukleotid-Sequenz bereits eine andere Aminosaure
(Phenylalanin) eingebaut. SNPs mit Anderung der durch sie kodierten Aminosaure
werden auch als nicht-synonyme SNPs bezeichnet. Es kann jedoch auch durch
einen SNP zu einem vorzeitigen Stopp der Proteinsynthese kommen, zum Beispiel
mit Anderung an der 3.Stelle. Bei der Nukleotid-Sequenz UAG handelt es sich um
das Stopcodon und es erfolgt beim Ablesen im Rahmen der Proteinbiosynthese zu
einem vorzeitigen Ende der Proteinsynthese. Ein Einzelnukleotid-Polymorphismus
kann aber auch ohne Veranderung der durch sie kodierten Aminoséure einhergehen,
zum Beispiel kodiert die Nukleotid-Sequenz UAC genauso wie UAU die Aminoséaure
Tyrosin. SNP ohne Anderung der kodierten Aminosaure werden auch synonyme

SNPs genannt.

Single-Nucleotid-Polymorphismen werden in Datenbanken katalogisiert, die von uns
benutzte Datenbank war die des National Center flir Biotechnologie Information
(NCBI) und deren ,Reference SNP(refSNP) Cluster Report®, Quelle:http://www.ncbi.-

nim.nih.gov/.



Fc-Gamma-Rezeptor (FcyR) 29

Abbildung 6: Sonnendarstellung des genetischen RNA-Codes. Die kodierende Nukleotid-
Sequenz des Fuhrungsstranges wird in der auch als Code-Sonne bezeichneten Sonnendarstellung
vom 5 zum 3’-Ende abgelesen; am Beispiel fur die Nukleotid-Sequenz UAU der RNA ist die
Aminosaure Tyrosin kodiert. Quelle: http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Datei:-
Aminoacids_table.svg&filetimestamp=20110902174059

2.3.2.2. Fey-Rezeptor IIA 131H/R Einzelnukleotid-Polymorphismus

In der NCBI-Datenbank ist fur den Fcy-Rezeptor IIA ein Polymorphismus an der
Aminosaureposition 131 mit Variation der Aminosaure von Histidin (H) zu Arginin (R)
durch einen Einzelnukleotid-Austausch von Cytosin zu Thymin dokumentiert. (NCBI
Build 37.4: rs1801274). Experimentelle Beobachtungen von Warmerdam et al. [124]
zeigten, dass die Aminosaureposition 131 des Fcy-Rezeptor IIA die
Bindungsfahigkeit fur 1gG2 beeinflusst. Ahnlich hierzu waren die Ergebnisse von
Bruhns et al. [12], wonach IgG1 und IgG3 an alle Fcy-R binden, jedoch
interessanterweise 1gG2 mit geringerer Affinitat an den FcyRIIA R131, im Vergleich
zu dem FcyRIIA H131 bindet. Norris et al. [82] bestatigten unterschiedliche
Bindungseigenschaften von IgG an den Rezeptor durch Mutation im Fcy-RIIA.
Salmon et al. [103] beschrieben Polymorphismen der Fcy-Rezeptoren 1A und —I1I1B

und deren unterschiedliche Wirkungen in Phagozyten.

Weng et al. [125] zeigten, dass Patienten mit einem follikularen Lymphom, die
homozygot sind in Position 131 fur Histidin (H: CAU/CUC) des FcyRIIA ein besseres
Ansprechen auf Rituximab-Monotherapie haben als Patienten, die heterozygot oder
homozygot sind in Position 131 fur Arginin (R: CGU/CGC/CGA/CGG). Dies konnte
jedoch nicht durch weitere Analysen bestatigt werden [10,18,38,42,58,122].
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Rossi et al. [99] haben 2009 von 106 Patienten mit einem diffusen grof3zelligen B-
NHL unter R-CHOP-21 Therapie insgesamt 19 verschiedene Einzelnukleotid-
Polymorphismen analysiert. In den Analysen der 2 von ihnen betrachteten SNP des
Fcy-Rezeptor [FcyRIIA 166 (rs1801274) + FcyRIIIA 102 (rs10127939)] konnten keine
Assoziationen fiir das ereignisfreie Uberleben und der Polymorphismen der Fcy-

Rezeptoren identifiziert werden.

2.3.2.3. Fcy-Rezeptor IlIA 158 V/F Einzelnukleotid-Polymorphismus

Von DeVries et al. [31] wurde 1996 ein ungewohnlicher Fcy-Rezeptor IlIA auf
Naturlichen Killerzellen bei einem immundefizienten Patienten beobachtet.
Identifiziert wurde ein Polymorphismus des Fcy-Rezeptor [IIA mit Beinflussung der
Bindungsfahigkeit von Antikorpern bei der Immunabwehr. Fiur den Fcy-Rezeptor IIIA
ist ein Einzelnukleotid-Polymorphismus der Aminosaure 158 beschrieben; hierbei
liegt ein Wechsel der Nukleotid-Base von Guanin zu Thymin vor, wodurch es zu
einem Wechsel der Aminosaure von Valin (V) zu Phenylalanin (F) kommt (NCBI
Build 37.4: rs396991). In weiteren Analysen dieses Polymorphismus von FcyRIIIA,
an der Position 158 (Fcy-RIIIA 158 V/F) zeigte sich, dass die Bindung von
Immunglobulin (IgG1) an diesen Rezeptor beeinflusst wird [30,59,129].

Morgan et al. [76] zeigten die starkste Assoziation mit Empfanglichkeit far
Rheumatoide Arthritis fir den Haplotyp des Fcy-Rezeptor IIIA 158 V/V im Vergleich
zu Polymorphismen der Fcy-Rezeptoren 1A, 1IB und 1lIB, welche nicht mit
Rheumatoider Arthritis assoziiert sind. Es wurde gezeigt, dass die Fcy-Rezeptoren
[IIA von NK-Zellen mit dem Genotyp 158 V/V besser den Fc-Teil des chimaren anti-
CD20 Antikdrper Rituximab binden als jene Zellen mit Rezeptoren, die homozygot
sind fur Phenylalanin (FcyRIIA 158 F/F), was zu einer effektiveren
antikdrperabhéngigen zellvermittelten Zytotoxizitat fuhrt [30]. In einer Studie bei
Patienten mit einem diffusen grof3zelligen B-NHL konnte keine Assoziation des
ereignisfreien Uberlebens und der Polymorphismen der untersuchten Fcy-
Rezeptoren (FcyRIIA, FcyRIIIA) mit R-CHOP-21-Therapie identifiziert werden [99].
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Abbildung 7: Lokalisation der Einzelnukleotid-Polymorphismen im Fcy-Rezeptor. In der
Abbildung ist die Position des Einzelnukleotid-Polymorphismus (rs1801274) des Fcy-Rezeptor IIA und
der Einzelnukleotid-Polymorphismus (rs396991) des Fcy-Rezeptor IIIA in dem Fcy-Rezeptor Molekiil
dargestellt. Durch Lokalisation des Aminosaureaustausch im extrazellularen Anteil des Fcy-Rezeptor
besteht die Mdglichkeit zur Beeinflussung der Bindungsfahigkeit des Rezeptor fur Immunglobuline
[63].

2.3.3. Klinische Bedeutung der Fcy-Rezeptor-Polymorphismen

Von Zhang et al. [131] wurde 2007 eine unabhangige Assoziation der
Polymorphismen FcyRIIA 131 und FcyRIIIA 158 mit dem klinischen Ansprechen
(PFS) von Patienten mit einem metastasierten Kolon-Karzinom unter Mono-Therapie
mit dem chimaren IgG1l-(EGFR)-Antikorper Cetuximab (Erbitux®, Merck KGaA,

Darmstadt, Deutschland) gezeigt.

Bibeau et al. [8] zeigten 2009 ein verbessertes progressionsfreies Uberleben bei
Patienten mit einem metastasierten kolorektalen Karzinom unter der
Antikdrpertherapie mit Cetuximab bei homozygotem Rezeptorstatus des Fcy-
Rezeptor IlIA V/V und des Fcy-Rezeptor I[IA H/H. In multivarianten Analysen
identifizierten sie die homozygoten Genotypen der Fcy-Rezeptoren (kombiniert) als

unabh&ngigen Risikofaktor fur das progressionsfreie Uberleben.

Patienten mit einem follikularen Lymphom [18,125] und Patienten mit Morbus
Waldenstrém [120] mit einem V/V-Genotyp von FcyRIIIA 158, nicht jedoch Patienten
mit chronischer lymphatischer Leukémie (CLL) [34,38], haben ein besseres
Ansprechen auf Rituximab-Monotherapie als Patienten mit F/V- beziehungsweise
F/F-Genotyp. Dies konnte nicht beobachtet werden, wenn Rituximab mit CHOP-

Chemotherapie zusammen appliziert wurde [10,16,17].
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Weng et al. [125] beobachteten zudem, dass die SNP FcyRIIIA 158 V/V und Fcy-
RIIA 131 H/H unabhangig assoziiert sind mit der Ansprechrate und dem
progressionsfreien  Uberleben bei  Rituximab-Monotherapie des follikularen
Lymphoms. Weng et al. [126] untersuchten zudem die Rolle der genetischen
Polymorphismen (FcyRIIA 131, FcyRIIA 158, FcyRIlb 232) auf das
Therapieansprechen bei alleiniger Chemotherapie ohne Rituximab. Sie konnten
keinen Einfluss der Polymorphismen bei follikularen Lymphomen beobachten. Es
wurde zudem der Einfluss von Polymorphismen des inhibitorischen Fcy-Rezeptor 1IB
im follikularen NHL unter Rituximab-Therapie [127], als auch bei dem diffusen
grof3zelligen B-NHL unter R-CHOP-Therapie [14,21] gepruft. Auch hier konnte kein
signifikanter Einfluss der untersuchten SNPs der Fcy-Rezeptoren gesehen werden.

Mit der Ausweitung der Rituximab-Therapie auf aggressive NHL wurden auch fir
diese Krankheitsentitdt Analysen zu der Bedeutung verschiedener SNP der Fcy-
Rezeptoren durchgefuhrt. Bei 85 koreanischen Patienten mit einem diffusen
grof3zelligen B-NHL, welche mit alleiniger CHOP-Chemotherapie behandelt wurden,
zeigte sich das gleiche Therapie-Ansprechen bei den verschiedenen FcyRIIA
Polymorphismen. Im Vergleich hierzu zeigte sich bei 113 Patienten, welche mit
Rituximab-haltiger CHOP-Chemotherapie behandelt wurden, dass Trager mit
FcyRIIIA 158 V/V auf Rituximab-haltige CHOP-Chemotherapie besser ansprachen
als Trager mit Phenylalanin (FcyRIIIA 158 F/V beziehungsweise FcyRIIIA 158 F/F)
[58]. Diese Beobachtung konnte jedoch nicht in einer Studie von Mitrovic et al. [75]
mit insgesamt 58 kaukasischen Patienten mit einem diffusen grof3zelligen B-NHL
bestatigt werden. Von Levy et al. [62] wurde ebenfalls kein Einfluss des
Polymorphismus FcyRIIA 131 H/R auf das Therapieansprechen, die
Gesamtansprechraten, Gesamtiiberlebenszeit oder das krankheitsfreie Uberleben
bei Patienten mit DLBCL unter R-CHOP-Therapie gefunden. In einer weiteren
kleinen Studie von Fabisiewicz et al. [37] mit 87 Patienten konnte ebenfalls kein
Einfluss von FcyRIIA 131 und FcyRIIIA 158 auf das Ansprechen unter R-CHOP-

Therapie im DLBCL gesehen werden.

In einer kleinen Studie von Park et al. [88] zeigte sich in den Analysen von 72
Patienten mit einem diffusen grof3zelligen B-NHL, dass die Haufigkeit des Allel Fcy-
RIIIA F/F hoher war als in anderen bekannten Veréffentlichungen. Zudem zeigte sich

nach Rituximab-haltiger CHOP-Chemotherapie ein signifikanter Unterschied
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zwischen den Polymorphismen: die Gesamtiiberlebensrate war 72 % bei Patienten
mit F/F im Gegensatz zu 96 % bei Patienten mit V/V + V/F. Das progressionsfreie
Uberleben (24 Monate) war signifikant vermindert mit 41 % (F/F) zu 85 % (VIV +
V/F). Als signifikant zeigte sich auch, dass rund 59 % der Patienten mit dem F/F-
Genotyp ein Rezidiv mit der mittleren Zeit bis zur Tumorprogression von 30 Monaten
bekamen, wahrend in der V/V + V/F Gruppe mit 15 % Rezidiven die mittlere Zeit bis

zur Tumorprogression in der 24 Monate Verlaufskontrolle nicht erreicht wurde.

Kein Unterschied beziglich des Therapieansprechens bei den verschiedenen
Genotypen des Fcy-RIIIA Polymorphismus in der Aminosaure-Position 158 wurden in
einer Studie mit 51 Patienten mit diffusen grof3zelligen B-NHL beobachtet. Der
Polymorphismus des Fcy-Rezeptor IlIA beeinflusste nicht die Prognose von mit R-
CHOP behandelten Patienten mit einem diffusen grof3zelligen B-NHL. In der
Auswertung war jedoch das ereignisfreie Uberleben der Patienten mit homozygoten
F/F Allel tendenziell weniger vorteilhaft als bei den homozygoten Allel-Tragern mit
V/V; eine statistische Signifikanz konnte nicht gesehen werden. Die Kurven fur das
Gesamtuberleben wiederum waren fur die einzelnen Genotypen wieder fast
identisch. Eine Erklarung hierfir bleiben die Autoren schuldig, wobei sie jedoch
anmerken, dass ihre Patientengruppe im Median relativ jung war mit 53,1 Jahren,
womit sie auch junger sind als vergleichbare Studien anderer Zentren [122].

Unserem Wissen nach handelt es sich bei unserer Evaluation der Bedeutung der
Polymorphismen von Fcy-Rezeptor IIA beziehungsweise des Fcy-Rezeptor IlIA auf
das Ansprechen von Patienten mit einem einheitlich behandelten diffusen
grof3zelligen B-Zell-Lymphom um die erste Studie innerhalb einer prospektiven
randomisierten Studie. Hierbei untersuchten wir die Korrelation der Einzelnukleotid-
Polymorphismen FcyRIIA 131 H/R und FcyRIIIA 158 V/F bei Patienten mit
Erstdiagnose eines diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphom, die in die RICOVER-60
Studie [91] randomisiert und einheitlich innerhalb der RICOVER-60 Studie mit
alleiniger CHOP-Chemotherapie oder der kombinierten Therapie (Rituximab plus
CHOP-Chemotherapie) behandelt wurden. In der RICOVER-60 Studie wurden die
Patienten in 4 Arme randomisiert: 6 oder 8 Zyklen einer zweiwdchentlichen CHOP-
Chemotherapie, jedes wiederum mit oder ohne 8 Applikationen des monoklonalen
anti-CD20 Antikorper Rituximab.
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2.4. Ziele der Arbeit

Im Rahmen dieser Dissertation wurden die prospektiv asservierten DNA-Proben von
Patienten und gesunden Kontrollgruppen untersucht, um die prognostische
Bedeutung der Polymorphismen des Fcy-Rezeptors IIA in der Aminosaure Position
131 (FcyRIA 131 R/H) und von Fcy-Rezeptor HlIA in der Aminosaure-Position 158
(FcyRIIIA 158 V/F) zu prifen.

Es sollten je nach Expression der einzelnen Rezeptor-Polymorphismen (SNPs)
Subgruppen definiert werden, die dann mit den dokumentierten und prospektiv
erhobenen klinischen Daten korreliert wurden.

Insbesondere sollte dabei gepruft werden:

A) Vergleich der Haufigkeit der Polymorphismen bei DLBCL-Patienten und
gesunden Kontrollen.

B) Einfluss der Einzelnukleotid-Polymorphismen auf den Therapieerfolg bei allen
innerhalb der RICOVER-60 Studie behandelten Patienten hinsichtlich der Rate
an kompletten Remissionen, an Progressen unter der Primartherapie, sowie
hinsichtlich des ereignisfreien, progressionsfreien und Gesamtiberlebens der
Patienten.

C) Einfluss der Einzelnukleotid-Polymorphismen auf die o. g. Verlaufsparameter
getrennt fur Patienten, die CHOP plus Rituximab und solchen, die nur eine
CHOP-Chemotherapie erhalten haben.

D) Multivariate Analysen der Fcy-Rezeptor Polymorphismen, adjustiert fur die
bisher bekannten Prognosefaktoren (erhéhte LDH, fortgeschrittene Stadien,
schlechter Allgemeinzustand)

2.5. Material und Methoden

2.5.1. Therapie-Studie RICOVER-60

Die Rekrutierung der Patienten erfolgte aus dem Patientenpool der abgeschlossenen
RICOVER-60 Studie der Deutschen Studiengruppe fiur hochmaligne Non-Hodgkin-
Lymphome (DSHNHL, Studienleiter: Universitatsprofessor Dr. med. M.

Pfreundschuh, Homburg/Saar, Deutschland).

Die DSHNHL koordiniert deutschlandweit Studien zur Therapieoptimierung von
aggressiven Lymphomen und archiviert zuséatzlich vor Therapiebeginn sowohl

Serum- als auch Blutproben zentral in Homburg/Saar (Universitatsklinikum des
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Saarlandes, Klinik und Poliklinik fir Innere Medizin |, Homburg/Saar, Deutschland).
Die vollstdndigen patientenspezifischen Daten (inkl. Basisuntersuchungen,
Therapieansprechen, Nebenwirkungen, Auftreten von  Krankheitsprogress/
Todesféallen sowie Nachbeobachtungen) werden zentral durch die DSHNHL verwaltet
und stehen zur Korrelation mit den experimentell erhobenen Ergebnissen zur

Verfligung.

Aktuell lagen von den auswertbaren 1222 Patienten der RICOVER-60 Studie mit
aggressivem Lymphom in Homburg 512 Proben vor Therapiebeginn vor und standen
fur wissenschaftliche Begleituntersuchungen zur Verfigung. Die Patienten, von
denen Blutproben und damit DNA-Proben zu Verfligung standen, sind reprasentativ
fur die gesamte RICOVER-60 Patientenpopulation. Somit stellt die in Homburg
archivierte Patientenpopulation eine weltweit einmalige Biobank von Patienten mit
aggressivem Lymphom dar und eignet sich aufgrund der gleichzeitig zuganglichen

klinischen Daten hervorragend fir unsere Zielsetzung.

Eine Korrelation der erhoben Daten erfolgte an DNA-Proben von gesunden
Blutspendern (n = 101) aus dem  Institut fur Transfusion-Medizin®

(Universitatsklinikum des Saarlandes, Homburg/Saar, Deutschland).

2.5.2. Genehmigungen

Die Studie wurde genehmigt von der Ethikkommission der Arztekammer des
Saarlandes. Nach den Regeln der Erklarung von Helsinki lagen schriftliche
Einverstandniserklarungen der an der Studie teilnehmenden Patienten vor.
Genetische Experimente wurden mit der Genehmigung entsprechend der Gesetze
der Landesregierung des Saarlandes durchgefuhrt. Die RICOVER-60 Studie der
Deutschen Studiengruppe fur hochmaligne Non-Hodgkin-Lymphom ist registriert im
National Cancer Institute website, no. CT0052936 und als EU-20243. Aktenzeichen
gentechnische  Untersuchungen: E/3-C525.2.86-247/05-Jo,  Saarlandisches

Ministerium far Umwelt.

2.5.3. Patientenpopulation
In die RICOVER-60 Therapiestudie wurden insgesamt 1222 Patienten randomisiert.
Alle in der Studie teilnehmenden Patienten hatten ein unbehandeltes CD20-positives

diffuses grof3zelliges B-Zell Non-Hodgkin-Lymphom (DLBCL) nach den Kriterien der
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WHO [113]. Alle an der Studie teilnehmenden Patienten hatten zum Studien-

einschluss die unter Einschlusskriterien und Ausschlusskriterien genannten

Bedingungen zu erfillen.

Einschlusskriterien:

CD20+ B-Zell Non-Hodgkin-Lymphom

Histologie: Diagnose eines aggressiven Non-Hodgkin-Lymphoms, gesichert
durch eine Exzisionsbiopsie eines Lymphknotens oder durch eine
ausreichend groRe Biopsie eines extranodalen Befalls, wenn kein
Lymphknotenbefall vorliegt.

Alter: 61 - 80 Jahre

alle Risikogruppen (altersadjustierter IPI: O - 3) [110]

Allgemeinzustand: ECOG: 0 - 2 [84], Karnofsky: 60 - 100 % [57]

(Die Bestimmung des Allgemeinzustandes des Patienten erfolgte zum Zeit-
punkt der Randomisation, also auch nach Beginn der Vorphase-Therapie, da
diese erfahrungsgemald zu einer Verbesserung des Allgemeinzustandes
fuhrt.)

Vorliegen der Teilnahmeerklarung des Zentrums

Vorliegen der schriftlichen Einverstandniserklarung des Patienten



Material und Methoden 37

Ausschlusskriterien:

schon begonnene Therapie des Lymphoms (aul3er Vorphase-Therapie)
schwere Begleiterkrankung bzw. eingeschrankte Organfunktion,
insbesondere:

Herz: Angina pectoris (CCS > 2) [15], Herzinsuffizienz (NYHA > 2) [11] bzw.
in  der  Echokardiographie/nuklearmedizinische = Untersuchung: EF
(Ejektionsfraktion) < 50 % bzw. FS (fraktionelle Faserverkirzung) < 25 %
Niere: Kreatinin > 2-fach des oberen Normwertes

Leber: Bilirubin > 2-fach des oberen Normwertes

Lunge: abnorme Blutgase; in diesem Falle lag ein Ausschlussgrund vor,
wenn die daraufhin veranlasste Lungenfunktion einen FeV1l < 50 % des
Sollwertes bzw. eine Diffusionskapazitat < 50 % des Sollwertes zeigt

nicht einstellbarer Diabetes mellitus

Thrombozyten < 100.000/pl, Leukozyten < 2.500/ul

Knochenmarkbefall > 25 %

bekannte Uberempfindlichkeit gegen eingesetzte Medikamente

bekannte HIV-Positivitat

aktive Hepatitis Infektion

Verdacht auf reduzierte Compliance des Patienten

simultane Teilnahme an anderen Therapiestudien

Chemo- oder Strahlentherapie bei friherer Erkrankung

simultan vorliegende andere Tumorerkrankung

Nichtvorliegen der Einschlusskriterien

Patienten, deren Lymphom eindeutig auf das ZNS beschrankt ist oder vom

Gastrointestinaltrakt ausgeht, waren nicht Gegenstand der RICOVER-Studie.

2.5.4. Studiendesign/Therapiearme

In diesem 2x2-armigen offenen multizentrischen prospektiven randomisierten

Studiendesign einer Phase-llI-Studie (Therapieoptimierungsversuch) wurden die

Patienten in einen der 4 Therapiearme randomisiert, entweder: 6 Zyklen mit CHOP-
14, 8 Zyklen von CHOP-14, 6 Zyklen CHOP-14 plus 8 Applikationen von Rituximab
alle 2 Wochen oder 8 Zyklen von CHOP-14 plus 8 Applikationen von Rituximab alle 2

Wochen.

Nach Abschluss der Randomisierung folgte eine einarmige Beobachtungsstudie.
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Aggressives NHL

61-80 Jahre, ECOG 0-2, IPI 0-3 (altersadjustiert)

Staging

Randomisation

| Vorphase |
Arm S6 Arm R6 Arm S8 Arm R8
4 x CHOP - 14 4 x CHOP - 14
4 x CHOP - 14 + 4 x CHOP - 14 T
4 x Rituximab 4x Rituximab
Zwischenstaging
PROI
£5= Salvage
_________________ "~ | therapie
2x CHOP - 14 4 x CHOP - 14
2 x CHOP - 14 * 4 x CHOP -14 +
4 x Rituximab 4 x Rituximab
| Restaging |
T
L
ICR/CRu RS S ——
Kein Bulk initial CE.’C;?I;R und |PR kein Bulk, keine. | Salvage
eptont TR E-Bofall-Rx geplant :ﬁiggrii-ixieiai" _|L - therapie
36 Gy
Bulk/E-Befall
| Zusatz-Restagin |
CRI/CRu " Keine CRICRu |
_____ CRICRU _ .
Salvage
”””””” therapie

Nachsorge

Abbildung 8: Flussdiagramm der Therapiestudie RICOVER-60. Ablaufschema der Therapiestudie
RICOVER-60 mit Randomisation des Patienten bei Studieneinschluf3 in einen der 4 Therapiearme (6x
CHOP-14, 6x CHOP-14 mit 8x Rituximab, 8x CHOP-14 und 8x CHOP-14 mit 8x Rituximab). Nach 4x
Zyklen CHOP-Chemotherapie erfolgte ein Zwischenstaging, bei Therapieansprechen erfolgte die
Komplettierung der Therapie entsprechend dem bei der Randomisation zugeteilten Therapiearm. Ein
Restaging erfolgte nach Beendigung der Therapie.
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2.5.5. Immun-Chemotherapie

2.5.5.1. Vorphase-Therapie

Alle Patienten erhielten vor Beginn eine circa einwdchige Vorphase bestehend aus
Prednison und Vincristin. Zusammensetzung der Vorphase-Chemotherapie siehe
Tabelle 5 (Seite 39). Die Vorphase ist ein wichtiges Element um die Toxizitat bei
alteren Patienten zu verringern. Die DSHNHL fuhrte die Vorphase ein, nachdem sie
beobachtet hatte, dass &ltere Patienten einen ausgepragten First-Cycle-Effekt
entwickelten, sowohl bei CHOP-14-Chemotherapie als auch bei CHOP-21-
Chemotherapie. Als bedrohliche und ausgepragte Wirkung des First-Cycle-Effekt
zahlen: tiefer Leukozyten-Nadir, lange Dauer der Neutropenie und hohe Raten fur
therapieassoziierten Tod. Durch Einfihrung dieser Vorphase wird ein Tumorlyse-
Syndrom bei gro3en Tumormassen verhindert, der Allgemeinzustand der Patienten
verbessert und die Toxizitdt der Chemotherapie des ersten Zyklus verringert [49,69].
Eine Vorphase-Therapie war daher obligat. Eine ausreichende Flussigkeitszufuhr

war zu gewahrleisten.

Tabelle 5: Vorphase-Therapie

Medikament Dosis Applikationsform Applikationstag
Vincristin 1mg V. Tag* -6 (einmalige Gabe!)
Prednison 100 mg p.o. Tag* -6 bis Tag O

*Tag 1 = 1. Therapietag der CHOP-Chemotherapie.

2.5.5.2. CHOP-Chemotherapie

Die Zusammensetzung der CHOP-Chemotherapie erfolgt analog zu McKelvey et al.
[72]. Die Dosierung von CHOP-14 ist in allen Armen gleich, lediglich die
Gesamtanzahl der Zyklen waren verschieden (siehe Flussdiagramm der Studie,
Abbildung 8, Seite 38) und wurden durch Randomisation bei Studieneinschluss fir
den jeweiligen Patienten festgelegt. Es erfolgte ein Wiederholung mit dem nachsten
Zyklus CHOP-14 an Tag 15. Die Zusammensetzung der CHOP-Chemotherapie
sowie Applikationsform, Applikationstag und Wiederholungsfrequenz ist in Tabelle 6
(Seite 40) dargestellt.
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Tabelle 6: CHOP-Chemotherapie

Wirkstoff Dosis Applikationsform Tag
Cyclophosphamid 750 mg/m? V. 1
Doxorubicin 50 mg/m? V. 1
Vincristin 2 mg (absolut) V. 1

Prednison 100 mg (absolut) p.o. 1-5

Die Medikamente Cyclophosphamid, Doxorubicin und Vincristin werden am Tag 1 eines jeden Zyklus
der CHOP-Chemotherapie intravents appliziert. Die Applikation des Cortison (Prednison) erfolgt oral
an den Tagen 1 - 5. Eine Wiederholung des Zyklus erfolgt bei CHOP-21 am Tag 22 [72], eine
Wiederholung bei CHOP-14 erfolgt am Tag 15 [91].

Voraussetzungen fur die Fortsetzung der Therapie waren:

1. Durchschreiten des Nadirs der Leukozyten und Thrombozyten

2. Leukozytenzahl > 2.500/ul an Tag 15 nach Absetzen von G-CSF
3. Thrombozytenzahl > 80.000/ul an Tag 15

4. keine aktive Infektion

5. keine schwerwiegende Organ- oder sonstige Toxizitéat

Um die Voraussetzungen fur den Start des nachsten Therapiezyklus am Tag 15
sicherzustellen, haben die Patienten von Tag 4 bis Tag 13 unabhangig von der
Leukozytenzahl den Granulozyten-Wachstumsfaktor (G-CSF) erhalten, danach
Absetzen von G-CSF. Bei weiterbestehender Leukozytopenie sollte die G-CSF
Applikation bis zum Leukozytenanstieg > 2.500/ul fortgesetzt werden. Bei
Nichterreichen der fur die Fortsetzung erforderlichen Leukozytenzahl sollte G-CSF

weiterhin gegeben werden (G-CSF: 1 Ampulle Granocyte 34, taglich einmal s.c.).

Bei Nichterreichen der Grenzwerte von Leukozyten und Thrombozyten am Tag 15
wurde der Beginn des nachsten Zyklus zunachst um 3 Tage, falls die Grenzwerte
dann immer noch nicht erreicht wurden, um weitere 3 - 4 Tage verschoben. Die G-
CSF-Gabe sollte in diesen Fallen fortgesetzt werden. Sollte mehr als 1 Woche
Verzdgerung nétig gewesen sein, so erfolgte eine Dosisreduktion der CHOP-
Chemotherapie beim néchsten Zyklus entsprechend der Vorgaben in Tabelle 7
(Seite 41).

Wourden die Grenzwerte (Leukozyten > 2.500/pl und Thrombozyten > 80.000/ul) auch
nach einem Therapieaufschub um 1 Woche am Tag 22 nach CHOP-14 nicht erreicht,

wurde unter 3-tagigen Blutbildkontrollen abgewartet, bis diese Werte erreicht wurden.
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Der nachste Zyklus erfolgte dann in reduzierter Dosis entsprechend der Vorgaben in
Tabelle 7 (Seite 41).

Tabelle 7: Dosisanpassung bei Therapieverzogerung in der RICOVER-60 Studie

Therapieverzogerung Dosisanpassung

1. Therapieverzogerung 0 -7 Tage: Keine Dosisreduktion

2. Therapieverzogerung 8 - 14 Tage: Cyclophosphamid 75 %
Doxorubicin 75 %
Vincristin 100 %
Prednison 100 %
Rituximab 100 %

3. Therapieverzbgerung > 14 Tage: Cyclophosphamid 50 %
Doxorubicin 50 %
Vincristin 100 %
Prednison 100 %
Rituximab 100 %

Falls mehr als 1 Woche Verzdgerung bei der Fortfihrung der Chemotherapie aufgrund
hamatologischer Toxizitét notwendig war, so wurde der nachste Zyklus der CHOP-Chemotherapie mit
Cyclophosphamid 75% und Doxorubicin 75% dosisreduziert appliziert. Wurden die Grenzwerte fur die
Hamatopoese (Leukozyten > 2.500/ul und Thrombozyten > 80.000/ul) auch nach einem
Therapieaufschub am Tag 22 nach CHOP-14 weiterhin nicht erreicht, erfolgte die Applikation des
nachsten Zyklus Chemotherapie erst nach Erreichen der vorgegebenen Zielwerte mit reduzierter
Dosis (Cyclophosphamid 50% und Doxorubicin 50%).

2.5.5.3. Rituximab

Die Patienten die in den Therapiearm mit Rituximab randomisiert wurden, erhielten
Rituximab alle 2 Wochen unabhangig von der CHOP-Zyklus-Zahl insgesamt 8-mal.
Rituximab wurde in einer Dosis von 375 mg/m? Korperoberflache [67,68] intravends

jeweils 48 - 2 h vor Beginn der CHOP-Chemotherapie-Applikation infundiert.

2.5.6. Probenakquirierung

Die Proben fur die Messungen stammten aus dem Patientenpool der prospektiven
RICOVER-60 Studie der Deutschen Studiengruppe fir hochmaligne Non-Hodgkin-
Lymphom (DSHNHL). Im Rahmen dieser Therapiestudie erfolgte nach schriftlichem
Einverstandnis der Patienten mit Erstdiagnose eines diffusen grof3zelligen B-Zell-

Lymphom die Probengewinnung zu Forschungszwecken.
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2.5.7. Probenasservierung

Die insgesamt 512 Vollblutproben der Patienten, die in der RICOVER-60 Studie mit
einem diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphom eingeschlossen und randomisiert
wurden, wurden nach Probeneingang im Studienzentrum nach Trennung von Serum
und Zellen auf mehrere Eppendorfgefal3e aufgeteilt und in Heraeus HeraFreeze HFU
686 Basic (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) bei -80 °C tiefgefroren.

2.6. Messungen

2.6.1. Materialien und Gerate

Die zur Durchfihrung der in der Arbeit beschriebenen Messungen bendétigten Gerate
sind in Tabelle 8 (Seite 42) und die Verbrauchsmaterialien in Tabelle 9 (Seite 43)

aufgezahilt.

Tabelle 8: Laborgerate und Software

Gerate/Software Hersteller

- Aqua Dest. Anlage Merck Millipore,

Billerica, USA

- Kiihlschrank Liebherr, Liebherr-Hausgerate GmbH,

Ochsenhausen, Deutschland

- Labortiefkihlschrank Thermo Fisher Scientific,

Heraeus HeraFreeze HFU 686 Basic Waltham, USA

- Multishaker MS1 IKA® Werke GmbH & Co.KG,

Staufen, Deutschland

- Real-Time-PCR StepOnePlus™,
- Software: Stepone v2.0 fir Windows XP

Life Technologies Corporation,
Carlsbad, USA

- Spectrophotometer NanoDrop ND-1000
- Software: ND-1000 v3.7.1 fur Windows XP

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

- Statistik-Software R (Version 2.9)

The R Foundation for Statistical
Computing,

GNI General Public License.

- Wasserbad GFL Typ1002

Gesellschaft fuir Labortechnik mbH,

Burgwedel, Deutschland

- Pipetten
- Zentrifuge 5415 R

Eppendorf,

Hamburg, Deutschland
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Tabelle 9: Verbrauchsmaterialen

Material

Firma

- TagMan® SNP Genotyping Assays (FcyRIIA 131 H/R)
Assay ID:c__ 9077561_20
NCBI (Build 37.4): rs1801274
Lokalisation: Chr.1:161479745
(TagMan® MGB Sonden, FAM™ und VIC® dye-labeled)
Kontext: AATGGAAAATCCCAGAAATTCT
CCC[A/G]TTTGGATCCCACCTTCTCCATCCCA

- TagMan® SNP Genotyping Assays (FcyRIIIA 158 V/F)
Assay ID: c__ 25815666 10
NCBI (Build 37.4): rs396991
Lokalisation: Chr.1:161514542
(TagMan® MGB Sonden, FAM™ and VIC® dye-labeled)
Kontext: TCTGAAGACACATTTTTACTCC
CAA[C/A]JAAGCCCCCTGCAGAAGTAGGAGCCG

- TagMan® Universal PCR Master Mix (P/N 4304437)

- TagMan® SNP Genotyping Assay (20x) (P/N 4362691)

- MicroAmp® Optical 96-Well Platte (N801-0560)

- Klebefolie (P/N 4311971)

Life Technologies
Corporation,
Carlsbad, USA

- Pipettenspitzen

Sarstedt AG & Co.,

Nurnbrecht, Deutschland

- Eppendorf Safe-Lock Tubes (Mikrozentrifugenréhrchen) Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland
- Ethanol (98 %) Sigma-Aldrich

Biochemie GmbH,

Hamburg, Deutschland

- QiAamp DNA Blood Mini Kit (Cat.No: 51106)

Qiagen GmbH,
Hilden, Deutschland
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2.6.2. Isolierung der DNA

Nach Identifizierung der Patientenproben erfolgte nach standardisierten Methoden
mit Hilfe des DNA-Extraktionskits (QiAamp DNA Blood Mini Kit) fir genomische DNA
der Firma Qiagen GmbH (Hilden, Deutschland) die Extraktion von DNA aus Vollblut.
Vor Beginn der DNA-Extraktion wurden zur weiteren Probenaufbereitung die EDTA-
Vollblutproben der Patienten und die der gesunden Spender bei Zimmertemperatur

aufgetaut.

Zur Vorbereitung der Reagenzien aus dem DNA-Extraktionsset wurde der im Set
enthaltende Puffer AL durch Schitteln gut gemischt. Zudem wurden die als
Konzentrat im Set enthaltenen Puffer AW1 und AW2 mit einem separat von der
Firma Sigma-Aldrich (Hamburg, Deutschland) erhaltlichen 98%igen Ethanol auf das
erforderliche Volumen verdinnt. Die gefriergetrocknete Protease wurde mit dem im
im Set enthaltenen Protease-Losungsmittel wie vorgeschrieben aufgelost und in

Losung gebracht.

Nach diesen Vorbereitungsschritten wurden 200 pl der Protease in einem 1,5 ml
Mikrozentrifugenréhrchen  vorgelegt, im Anschluss wurden 200 pul der
homogenisierten Probe hinzupipettiert. Nach der Pipettierung von 200 pl Puffer AL
erfolgte  eine  homogene  Durchmischung der Reagenzien in dem
Mikrozentrifugenréhrchen mittels Pulsation auf dem Multishaker fir 15 Sekunden. Im
Anschluss an diesen Schritt erfolgte zur Lyse die Inkubation der Reagenzien im
Wasserbad fur 10 Minuten bei 56 °C.

Im Anschluss daran wurden 200 pl des 98%igen Ethanol in das
Mikrozentrifugenréhrchen pipettiert, danach auf dem Multishaker gleichmalig
vermischt. Mittels einer kurzen Zentrifugation (16.000 g, 2 Sekunden) wurden
Tropfen am ReagenzgefaRdeckel nach unten zentrifugiert, damit die gesamte
Reagenz im nachfolgenden Schritt auf die Mini-S&ule aus dem Set, welche in einem
weiteren neuen Mikrozentrifugenrbhrchen positioniert war, Ubertragen werden
konnte. Diese Mini-Zentrifugen-Saule wurde verschlossen und mit 6.000 g fur 1
Minute zentrifugiert. Der Bodensatz im Mikrozentrifugenrbhrchen wurde verworfen
und die Mini-Saule in ein neues sauberes Mikrozentrifugenrohrchen tberfihrt. Im
nun folgenden Schritt wurden 500 pl des Puffers AW1 auf die Mini-S&ule pipettiert.
Es erfolgte abermals ein Zentrifugierschritt (6.000 g, 1 Minute). Der Bodensatz wurde

abermals verworfen und die Mini-Saule in einem neuen Mikrozentrifugenréhrchen



Messungen 45

positioniert. Danach wurden 500 ul des Puffer AW2 auf die Mini-Saule pipettiert. Im
Anschluss daran erfolgte eine Zentrifugation der Mikrozentrifugenréhrchen mit Mini-
S&ule bei 18.000 g fur 3 Minuten. Der Bodensatz wurde abermals verworfen. Um
mdgliche Ubertragungen des Puffer AW2 durch die Minisaule fiir die nachsten
Reaktionsschritte zu minimieren, wurde die Mini-Saule nach der Zentrifugation in ein
neues Mikrozentrifugenrohrchen Uberfihrt und kurz (1 Minute bei 18.000 Q)

zentrifugiert.

Im nachfolgenden Reaktionsschritt wurde die rickstandsfreie Mini-Saule auf ein
neues sauberes Mikrozentrifugenréhrchen platziert. Auf die Mini-Saule wurden dann
200 pl AE-Puffer als Eluierungsschritt pipettiert und das Ganze fiur 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, um danach bei 6.000 g fur 1 Minute zentrifugiert zu
werden. Bei dem Filtrat der letzten Zentrifugation handelt es sich um die geldste
DNA.

2.6.3. Probenverdinnung

Nach Aufbereitung des Patientenmaterials und Herstellung der jeweiligen DNA
erfolgte eine Konzentrationsbestimmung der DNA mittels Photometer. Hierzu erfolgte
am NanoDrop Spektrophotometer (ND-1000) der Firma Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA) an einem 1 pl Tropfen der geldsten DNA die Konzentrations-
bestimmung. Die Messergebnisse des Spektrophotometer und die Ablesung der
dazugehdrigen DNA-Konzentration erfolgten direkt in der Software ND-1000 v3.7.1
fur Windows XP.

Nach Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte bei hoher Konzentration der DNA
(DNA-Zielkonzentration: 10 - 20 ng/ul) eine Verdiinnung der DNA-Probe mit Puffer
AE auf die gewiinschte Ziel-Konzentration. Die erstellten Proben wurden bis zur

weiteren Verwendung bei 4 °C im Kuhlschrank (Liebherr, Deutschland) aufbewahrt.

2.6.4. Real-Time PCR

Die Bestimmung der Einzelnukleotid-Polymorphismen der Fcy-Rezeptoren (FcyRIIA
131 H/R + FcyRIIA 158 V/F) erfolgten mit einem Genotypisierungs-Assay (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, USA). Bei dem Genotypisierungs-Assay erfolgt
in der Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (real-time PCR) die spezifische

komplementére Bindung (Annealing) eines Fragmentes an Sonden die einem der
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Allele entsprechen [65]. Durch die Verwendung von 2 verschiedenen
fluoreszierenden Sonden in jedem Reaktionsgefald ist die Genotypisierung eines
SNP mdglich [29].

Mit Hilfe des Echtzeit-PCR Plattenmessgerat, dem StepOnePlus™ (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, USA) kdénnen zu verschiedenen Zeitpunkten
wahrend der Durchfihrung der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) Fluoreszenzdaten
der Reaktionsgefal3e gemessen werden. Es handelt sich hierbei um einen PCR-
Cycler sowie um ein optisches Detektionsmodul, durch welches die einzelnen
Fluoreszenzwerte der jeweiligen ReaktionsgefaRe gemessen werden kdnnen. Im
Besonderen ist es bei dem StepOnePlus™ durch die Blndelung von bis zu 96
ReaktionsgefalRen auf einer Platte (96-well plate) mdglich, mehrere PCR-Ansétze
inkl. Kontrollen gleichzeitig zu amplifizieren. Die Messung der Fluoreszenz bei
diesem Genotypisierungs-Assay erfolgt am Ende der PCR [101]. Das erhobene
Messergebnis ist die korrigierte Intensitat des Signalfarbstoff (Rn). Die Auswertung

der Farbsignale erfolgt mittels der Computersoftware des StepOnePlus™.

In jedem TagMan® SNP Genotypisierungs-Assay sind zwei Sequenz-spezifische
Primer (vorwarts und rickwarts) der zu amplifizierenden Zielstruktur enthalten. Im
Weiteren sind Bestandteil des Reaktionsansatzes zwei Allel-spezifische TagMan®
MGB-stabilisierte Sonden, welche die gewiinschten Einzelnukleotid-Polymorphismen
detektieren [55].

Afonia et al. [1] zeigten, dass das Tripeptid 1,2-dihydro-(3H)-pyrrolo[3,2-e]indole-7-
carboxylate (CDPI3) in der engeren Windung der DNA-Doppelhelix, der sogenannten
minor groove, mit hoher Affinitat bindet. Wenn dieser minor groove binder (MGB) an
seinem 5"-Ende mit Oligodesoxynukleotiden konjugiert ist, so bildet dieses Konjugat
ungewdhnlich stabile Hybriden mit der komplementdaren DNA, in welcher die
gebundene CDPI3-Gruppe sich in der ,Minor Groove“ befindet. Durch die hohe
Bindungsaffinitat konnen Konjugate mit 8 - 10 Nukleotiden fur die Amplifizierung von
DNA mit guter Spezifitat und Effizienz genutzt werden. Afonia et al. demonstrierten,
das diese Konjugate als PCR-Primer verwendet werden kénnen. Zudem konnte
durch Kutyavin et al. [60] bei Analysen von Schmelztemperaturen nachgewiesen
werden, dass das konjugierte CDPI3 die Stabilitdt verbessert. Basierend auf den
Forschungen [1,60] erméglichen MGB Sonden somit eine hohere Differenz der

Schmelztemperatur (Tm) und gleichzeitig kirzere komplementare Sonden.
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Unterschiede in der Schmelztemperatur zwischen komplementdren und nicht-
komplementdren MGB Sonden verbessern die Effizienz und bewirken dadurch
stabilere  Ergebnisse in dem Genotypisierungs-Assay. Die verringerte
Bindungsaffinitdt bei Fehlpaarungen der kurzen Sonden bewirkt eine verbesserte

Selektionierung durch die AmpliTag® Gold DNA Polymerase.

Die Allel-spezifischen TagMan® minor groove binder (MGB) Sonden setzten sich
zusammen aus einem spezifischen Oligo-Nukleotid mit einem Fluoreszenz
emittierenden Reporter-Signalfarbstoff VIC® oder FAM™ an dem 5°-Ende der
Sonde. Zudem tragen die TagMan® MGB-stabilisierten Sonden an dem 3"-Ende des
Oligonukleotid einen nicht-fluoreszierenden Unterdrickerfarbstoff (Quencher). Bei
einer intakten Oligonukleotid-Sonde wird durch die Nachbarschaft des Quencher
(Unterdrickerfarbstoff) zum Reporter-Fluoreszenzfarbstoff der Sonde die Emission
des Reportersignals unterdriickt [41,61]. Wahrend der PCR bindet jede TagMan®
MGB Sonde beim Auskihlen spezifisch an ihrer komplementaren Sequenz. Die
VIC®-markierte Sonde bindet hierbei spezifisch an die Nukleotidsequenz von Allel-1,
wahrend die FAM™-markierte Sonde spezifisch an die zweite Nukleotid-Zielsequenz
bindet. Bei der Neustrangsynthese im Rahmen der PCR wird dann die hybridisierte
TagMan® MGB Sonde in kleine Fragmente durch die 5"-3"-Exonukleaseaktivitat der
Tag-Polymerase zerschnitten. Durch die Tag-Polymerase kommt es somit zu einer
Trennung des Reporter-Farbstoffes von dem Quencher, wodurch es zu einer

Zunahme der Fluoreszenz des Reportersignal kommt.

Das Fluoreszenz-Signal, welches durch die PCR Amplifikation freigesetzt wird, zeigt

an, welches Allel in der Probe vorliegt.

Zur Veranschaulichung ist in der Abbildung 9 (Seite 48) das TagMan®

Genotypisierungs-Assay dargestellt.
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Abbildung 9: Schema der TagMan® real-time PCR. In jedem Reaktionsgefald befinden sich zwei
Sonden. Eine Sonde mit dem VIC®-Fluoreszenzfarbstoff und eine Sonde mit dem FAM™-
Reportersignalstoff. Wahrend der Echtzeit-PCR bindet beim Auskihlen jede TagMan® MGB Sonde
spezifisch an ihrer komplementaren Nukleotid-Sequenz, zwischen den Vorwarts- und Rickwarts-
Primer. Bei einer ungeschnittenen TagMan® MGB Sonde wird durch die Nachbarschaft des Quencher
(Unterdriickerfarbstoff) zum Reporterfluoreszenzfarbstoff die Emission des Reportersignal unterdriickt
[41,61]. Bei der Neustrangsynthese wird durch die Tag-Polymerase und ihre 5°-3-
Exonukleaseaktivitat die hybridisierte TagMan® MGB Sonde in kleine Fragmente zerschnitten.
Hierdurch wird der Reporterfarbstoff vom Quencher getrennt und es kommt zu einer Emission der
Fluoreszenz. Das durch die Tag-Polymerase freigesetzte Fluoreszenzsignal zeigt an, welches Allel in
der Probe vorliegt. Ein alleinige Zunahme des VIC®-Fluoreszenzsignal bedeutet das Vorliegen eines
homozyoten Allele 1 in der Probe, die alleinige Zunahme des FAM™- Fluoreszenzsignal signalisiert
eine homozygotes Allel 2 der Probe. Kommt es zu einer Zunahme beider Fluoreszenzsignale (VIC®
und FAM™), so ist die betreffende Probe heterozygot in Allel 1 und Allel 2. Quelle: TagMan® SNP
Genotyping Assay Protocol, (Life Technologies Corporation, Carlsbad, USA)

2.6.5. PCR-Reaktionsbedingungen

In das jeweilige Reaktionsgefald der 96-well Messplatte wurde ein PCR-
Reaktionsansatz von insgesamt 5 pl Volumen pipettiert. Der PCR-Reaktionsansatz
bestand aus 2,5 pl des TagMan® Universal PCR Master Mix, hierzu wurden 0,25 ul
TagMan® Genotyping Assay Mix pipettiert, schliel3lich noch 2,25 pl der genomischen
Proben-DNA.

Die Durchfuhrungen der PCR und die Messungen der entstandenen Fluoreszenz
erfolgten in dem Real-Time PCR-System StepOnePlus™ (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, USA).



Messungen 49

Die Reaktionsbedingungen fir die PCR wurden entsprechend dem Protokoll des
Genotypisierungs-Assay eingehalten. Hierbei erfolgte initial fur 10 min bei einer
Temperatur von 95 °C die Denaturierung der genomischen DNA. Danach erfolgte
eine rasche Abkuhlung der PCR-Reaktionsgefal3e auf 60 °C fur das Ausharten; die
Anlagerung der Primer an den komplementaren DNA-Einzelstrang und die Synthese
des weiteren DNA-Stranges mit Hybridisierung der jeweiligen TagMan® MGB
Sonden spezifisch an ihre komplementare Nukleotid-Sequenz. Nach diesem Schritt
wurde zur Denaturierung der amplifizierten DNA-Doppelstrdnge erneut eine
Temperaturerhbhung auf 92 °C fur 15 Sekunden durchgefuhrt. Nach diesem ersten
Zyklus erfolgten in dem StepOnePlus™ insgesamt 40 Zyklen zur Amplifizierung der
DNA mit den in dem Messansatz zur Verfligung gestellten Sonden.

2.6.6. Auswertung der Messungen

Die Messung an dem StepOnePlus™ erfolgt in drei Phasen: 1. der Exzitationsphase,
2. der Emissionsphase und 3. der Datenerfassungsphase. In der Exzitationsphase
wird durch Beleuchtung in jedem Reaktionsgefal? Fluoreszenz angeregt. In der
Emissionsphase wird mit dem Detektionssystem die emittierte Fluoreszenz in den
Reaktionsgefal3en gemessen. In der Datenerfassung wird die gemessene

Fluoreszenz Gber einem definierten Zeitpunkt verglichen und ausgewertet.

Bei der Messung der Fluoreszenz wird zur Korrektur das passive Hintergrundsignal
in den ReaktionsgefaBen herausgerechnet. Bei der Auswertung, der Allel-
Differenzierung, tragt die StepOnePlus™ - Software fir jedes Reaktionsgefald in
einem Allel-Differenzierungsdiagramm die korrigierte Intensitat des Reportersignals
(Rn) ein. Durch diesen Schritt wird die Reportersignalstoff-Intensitat der Allel-
spezifischen Sonden graphisch dargestellt. Ein Software-Algorithmus wiederum
gruppiert die in diesem Diagramm eingetragenen Messdaten und benennt den
Genotyp einer Gruppe und damit den Genotyp der beinhaltenden Proben anhand der
Position in dem Allel-Differenzierungsdiagramm. Es erfolgt anhand der im Rahmen
der Echtzeit-PCR kumulierten Reportersignale der Proben eine Differenzierung der
Allele voneinander. Ein Software-Algorithmus ermittelt den Genotyp der Probe aus
der Position der Probe in diesem Diagramm. Zur Veranschaulichung dieser Allel-
Differenzierung des StepOnePlus™ st in der Abbildung 10 (Seite 50) exemplarisch
die Darstellung der Allele anhand der aufgetragenen Messungen graphisch

dargestellt.
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Abbildung 10: Plot der Allel Darstellung. Das Fluoreszenzsignal, welches durch die PCR

Amplifikation freigesetzt wird, zeigt an, welches Allel in der Probe vorliegt. Nach Ablauf der PCR
erfolgt die Endpunktmessung simultan fir alle Proben der 96-well Platte. Eine deutliche Zunahme des
VIC®-Fluoreszenzsignal bedeutet fir die Probe das Vorliegen eines homozyoten Allele 1, eine
Zunahme alleine des FAM™-Fluoreszenzsignal signalisiert fir die Probe ein homozygotes Allel 2.
Kommt es zu einer Zunahme beider Fluoreszenzsignale (VIC® und FAM™), so ist die betreffende
Probe heterozygot in Allel 1 + Allel 2. Genotypbestimmungen der Proben erfolgen durch Eintragen des
Reportersignalfarbstoffes fur die jeweilige Probe in dem Plot zur Allel-Darstellung. Durch Eintragen
aller Messungen in das Diagramm werden von einem Software-Algorithmus Gruppen (homozygot fur
Allel 1, homozygot fur Allel 2, heterozygot fur Allel 1 + Allel 2 oder Leerkontrolle) gebildet. Der
Algorithmus in der Analyse-Software benennt dann den Genotyp der Gruppen und somit den
jeweiligen Genotyp der in der Gruppe enthaltenden Probe. Die Gruppierung der Messpunkte in dem
Plot zur Allel-Darstellung kann durch Unterschiede in der Intensitat der Reportersignalfluoreszenz
nach der PCR-Amplifikation variieren. Die Gruppierung der Messpunkte kann entlang der X-Achse
(Allel 1), der Y-Achse (Allel 2) und in der Diagonale (Allel 1 + Allel 2) sich verschieben. Quelle:
TagMan® Genotyping Assay Reference Guide (Life Technologies Corporation, Carlsbad, USA)

2.6.7. Statistische Auswertung

Die Allel-Frequenz der Patientenproben und der Kontrollen wurden mit dem exakten
Fisher-Test (Chi-Quadrat-Test, Fisher-Yates-Test) verglichen. Ansprechen wurde
definiert als die Proportion von Patienten mit kompletter Remission (CR) oder
unbestatigter kompletter Remission nach Studientherapie (CRu) fur alle Patienten die
zur Beurteilung eines Ansprechens herangezogen werden konnten. Ansprechen
wurde ermittelt mittels dem exakten Fisher-Test und dem Armitage Trend Test
(Trend-Test nach Cochran-Armitage) [5]. Ereignisfreies Uberleben (EFS) wurde


http://de.wikipedia.org/wiki/Chi-Quadrat-Test
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definiert als die Zeit von Beginn der Therapie bis zum Fortschreiten der Krankheit,
Wiederauftreten (Rezidiv), Tod oder der Einleitung einer erganzenden Therapie
(auRRerhalb des Studien-Protokolls) oder Salvage-Therapie. Progressionsfreies
Uberleben (PFS) wurde definiert als die Zeit von Beginn der Therapie bis zum
Fortschreiten der Krankheit, Rezidiv oder Tod. Gesamtuberleben (OS) wurde
definiert als Zeit von Beginn der Therapie bis zum Tod aus jeglichen Grinden. EFS,
PFS und OS wurden mittels Kaplan-Meier-Methoden geschéatzt und unter
Anwendung mit dem Logrank-Test verglichen. Fir den Fall, dass kein Ereignis der
Endpunkte von EFS, PFS und OS eintritt, wurden Kaplan-Meier Schatzungen bei 3
Jahren (Konfidenzintervall: 95 %) berechnet. Multivariate Analysen wurden unter
Zuhilfenahme des proportionalen Hazardmodell (Cox proportional-hazard Model)
durchgefiihrt, um die Hazard Ratio fir ein Ereignis abzuschatzen. Unterschiede
zwischen den Gruppen wurden als signifikant bezeichnet fir p-Werte von 0,05 (2-
sided).

Statistische Analysen wurden durchgefuhrt mit der Software R (Version 2.9) durch
das Institut fur medizinische Informatik, Statistik und Epidemiologie (IMISE) der

Universitat Leipzig [52].

3. Ergebnisse

3.1. Ergebnisse der RICOVER-60 Therapiestudie

Von insgesamt 1222 Patienten mit einem diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphom der
RICOVER-60 Studie der Deutschen Studiengruppe fur hochmaligne Non-Hodgkin-
Lymphome waren 512 DNA Proben verfigbar. Die Ergebnisse der RICOVER-60-

Studie wurden bereits zuvor veréffentlicht [91].

In einem 2x2 randomisierten faktoriellen Studiendesign wurden die Patienten
entweder in den Therapie-Arm mit 6 Zyklen CHOP-14, den Therapie-Arm mit 8
Zyklen von CHOP-14, den Arm mit 6 Zyklen CHOP-14 plus 8 Applikationen von
Rituximab alle 2 Wochen oder den Therapie-Arm mit 8 Zyklen CHOP-14 plus 8
Applikationen von Rituximab alle 2 Wochen randomisiert. Diese 2 Therapie-Arme mit
Rituximab-Applikation hatten eine signifikant verbesserte EFS und PFS im Vergleich
mit dem Therapie-Arm mit 6 Zyklen CHOP-14 Chemotherapie (p = 0,001). Wobei
jedoch nur im Therapie-Arm mit 6 Zyklen CHOP-14 plus 8 Applikationen von
Rituximab, nicht jedoch im Therapie-Arm mit 8 Zyklen CHOP-14 plus 8 Applikationen
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von Rituximab, sich eine signifikante Verbesserung des OS im Vergleich mit CHOP-

14 Therapie zeigte (p = 0,018 beziehungsweise p = 0,260).

Die Protokolltreue war hervorragend: der Median der relativen Dosis fur die
myelosuppressive Therapie fur die 6 Zyklen Chemotherapie war 98 % oder héher;
[Range: 1 - 118] und fiur die Regime mit 8 Zyklen Chemotherapie 95 % oder héher;
[Range: 7 - 111]. Der Median der Therapieabstande in allen Therapie-Armen und bei

allen Zyklen war 14 Tage [Range: 8 - 92 Tage].

3.2. Pravalenz der FcyRIIA 131 und FcyRIIIA 158 Genotypen

Von den 1222 Patienten (61 - 80 Jahre), die in der RICOVER-60 Studie einge-
schlossen wurden, standen von 512 Patienten Proben fur die Einzelnukleotid
Polymorphismus Analyse zur Verfligung: 263 Proben aus der Gruppe mit
kombinierter R-CHOP-14 Therapie und 249 Patienten aus dem alleinigen CHOP-14
Therapie-Arm. Die Patienten-Charakteristiken sind in Tabelle 10 (Seite 53) fur die
gesamten Studienpopulation, in Tabelle 11 (Seite 54) fur die Patienten des CHOP-
Therapie-Arm und in Tabelle 12 (Seite 55) fur die Patienten des Rituximab-haltigen
Therapiearm (R-CHOP) gezeigt.
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Tabelle 10: Charakteristik aller Patienten der RICOVER-60 Studie.

FcyRIIA 131 FCyRIIA 158
RIR R/H HIH VIV VIF FIF
n=64 n=235 | n=213 | PWertl \Zia5 | n=271 n=gg | P-Wert
o 36 131 105 81 139 52
SR 56%) | 56%) | @9%) | 930 | s6%) | G1w) | Gaw | 96
Alter, Median 67 68 68 68 69 67
(Range) (61-80] | [61-80] | [61-80] | ©?°? | [61-80] | [61-80] | [61-79] | 9143
28 125 97 66 137 47
CeLIEIOh 44%) | 53%) | @6%) | V184 | @wsw) | G1w) | 49w | 0623
9 32 26 16 37 14
Sgig > 14%) | 14%) | 12%) | 0870 | 1w | @aw) | 5% | 0669
. 29 128 101 73 137 48
Stadium 1Il/ IV aron | cas | @row | 9223 | 0% | Gioe | 09 | 1000
Extranodaler 8 44 32 25 47 12
Befall > 1 @3%) | 19%) | a5%) | | arw) | arw) | @3w | @1
Pl 1 22 63 79 48 87 29
G4%) | 27%) | (37 % (33%) | (32%) | (30 %)
, 21 65 49 44 65 26
33%) | (28%) | (23% 30%) | 4%) | 7%
( ) | ( ) | ( ) 0.210 ( ) | ( ) | ( ) 0.319
s 12 68 54 28 76 30
19%) | 29%) | (25 %) 19%) | (28%) | (31%)
45 9 39 31 25 43 11
’ 14%) | (17%) | (15 %) A7%) | (16%) | (11 %)
Bulk- 23 103 80 52 111 43
Manifestation 36%) | @4%) | 38%) | O3 | @ow) | @wiw) | (45 | 0°08
16 86 70 38 94 40
SR @5%) | G7%) | 33%) | %24 | c6w) | 35%) | 42w | %037
o 4 10 14 7 16 5
KM-Infiltration (6 %) (4 %) (7 %) 0,518 (5 %) (6 %) (5 %) 0,965

Unsere DNA-Analysen erfolgten anhand von 512 Patienten der RICOVER-60 Therapiestudie (n =
1222) von denen Blut zur Analyse vor Therapiebeginn vorlag. Hierbei wurden 263 Patienten mit
Rituximab-haltiger CHOP-14-Chemotherapie und 249 Patienten mit alleiniger CHOP-14-
Chemotherapie ohne Rituximab behandelt. Mit Ausnahme einer langeren Verlaufskontrolle waren
diese Patienten représentativ fir die gesamte RICOVER-60 Patientenpopulation. Unter den 512
Patienten waren 64 (12,5 %) Trager von FcyRIIA 131 R/R, 235 (45,9 %) mit R/H und 213 (41,6 %) mit
H/H. In der Betrachtung des Polymorphismus von FcyRIIIA 158 war die Verteilung V/V 145 (28,3 %);
V/IF 271 (52,9 %) und F/F 96 (18,8 %). Die beobachteten Genotyp-Verteilungen wichen nicht von den
erwarteten Verteilungen entsprechend dem Hardy-Weinberg-Gesetz ab.
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Tabelle 11: Patientencharakteristik der Patienten im CHOP-Therapiearm.

FcyRIIA 131 FcyRIIA 158
RR| RH | HH vV | VIF FIF
n=33 | n=114 | n=102 | VORI [PWerth 5o | nm131 | n=ae [TO0I| p-Wert
o 20 | 64 | 47 40 69 22
SR 61 %)| (56 %) | (46 %) | 131 (58%) | (53%) | (45 %) | ot
0,212 0,371
N 13| 50 | 55 29 62 27
e 39 %)| (44 %) | (54 %) | 118 “2%) | 47%) | (55%) | 18
Alter, Median 67 | 68 | 68 68 70 67
[range] [61-77] [61-80] | [61-79] 0256 | 161.78] | [61-80] | [61-79] 0,048
13 | 65 | 48 31 68 27
LDH > ONB 399) oo | ar )| 128 | 0138 | uaoey | o0 | (55 06y | 126 | 0510
1| 18 | 14 6 15 12
ECOG > 1 Gon| 1096 | 11| 3B 10355 | @5 | 11 | as | 33 | 0038
. 14 | e | 51 38 65 27
Stadium IV | 5% ] 5296 | 50 96| 230 | 0288 | saoey | (5096 | (559 | 130 | 0.709
Extranodaler 3 21 12 9 19 8
Befall >1 ©%)| 18%) | a2%)| 36 | 920 | (130 | (15%) | (16 %) | 3O | 0862
14 | 23 | 35 21 42 9
= (42 %) (20 %) | (34 %)| "2 B0%) | 32%) | (18%) | "2
, 10 | 36 | 26 |, 23 33 6 |,
(30 %)| (32 %) | (25 %) 33%) | (25%) | (33 %)
0,125 0,446
. 6 | 38 | 26 | 15 39 6 |
(18 %)| (33 %) | (25 %) 22%) | (30%) | (33 %)
3| 17 | 15 10 17 8
45 ©%)| (15 %) | (15%)| ° 14%) | 13%) | (16%) |
Bulk- o | 61 | 35 25 54 26
Manifestation | (27 %) (54 %) | (34 %) | 10° | 0003 | 35006y | (a19%) | (53 %) |10° | 0181
8 | 41 | 39 18 47 23
B-Symptome (24 %) (36 %) | (38 %) 88 | 0,348 26 %) | (36 %) | (47 %) 88 0,063
o 1 2 7 2 6 2
KM-Infiltration B%)| Qw) | (7%) 10 | 0,133 3 %) (5 %) (4 %) 10 0,913

Die Charakteristik der Patienten im CHOP-Therapiearm unterschied sich nicht von den Patienten, die
im R-CHOP-Therapiearm behandelt wurden. Die beobachteten Genotyp-Verteilungen waren
vergleichbar fur die beiden Therapiearme und wichen nicht von den erwarteten Verteilungen
entsprechend dem Hardy-Weinberg-Gesetz ab. Es zeigte sich ein Ungleichgewicht fir den
Polymorphismus FcyRIIA 131 bezogen auf Bulk-Manifestation mit R/R 27 %, R/H 54 % und H/H 34 %
(p = 0,003). Ergéanzend hierzu zeigte sich ebenfalls im CHOP-Therapiearm ein leichtes
Ungleichgewicht fur den Polymorphismus FcyRIIIA 158 bezogen auf das Alter (p = 0,048) und den
ECOG >1 (p = 0,038), nicht jedoch in der R-CHOP-Therapiegruppe. Anhand der Vielzahl
durchgefiihrter statistischer Analysen ohne Signifikanz haben sich die beobachteten Ungleichgewichte
maoglicherweise als zufallig herausgestellt.




Pravalenz der FcyRIIA 131 und FcyRIIIA 158 Genotypen 55
Tabelle 12: Patientencharakteristik des R-CHOP-Therapiearm.
FCyRIIA 131 FCyRINIA 158
RR | RH | HH VW | VIF | FF
n=31 | n=121 | n=111 | 0@ PWertl 76 | n=ig0 | n=a7 | TOWI p-Wert
o 16 67 | 58 41 70 | 30
SR 52%) | 55%) | (52%) | 4t G54%) | (50%) |64%) | 4
0,881 0,261
Ny 15 54 | 53 35 70 | 17
e 48%) | (45%) | (48 %) | 1?2 46 %) | (50%) |(36%) | 22
Alter, Median | 67 69 | 68 69 68 | 67
(range) [61-80] | [61-80] | [61-80] 0.681 1161-80] | [61-80] |[61-78] 0,501
15 60 | 49 35 69 | 20
LDH>ONB | a5 | 0% [adoe) | 124 |0795 | aan | aooey |asoey | 124 | 0706
8 14 | 12 10 22 7
ECOG > 1 26 | azon | @ioe | 3 10993 130 | a6 |@on | 3 | 0114
. 15 63 | 50 35 72 | 21
Stadium IV | 4650 | 5206y | ano6) | 228 (9574 | aaoey | (5106 |asoey | 128 | 0647
Extranodaler 5 23 20 16 28 4
Befall >1 16%) | 19%) |a8%) | *® (99| 1w) | cow) |@w) | *® | 0149
8 40 | 44 27 45 | 20
= 26%) | (33%) | (40 %) | 22 36%) | (32%) |(43%) | P2
, 11 20 | 23 | 21 2 |10 |
35%) | (24 %) | (21 %) 28%) | (23%) |(21 %)
0,587 0,210
. 6 30 | 28 |, 13 37 | |,
(19%) | (25 %) | (25 %) 17%) | (26 %) |(30 %)
6 22 | 16 15 26 3
e 19%) | 18%) |14 %) | ** 20%) | 19%) |(6%) | **
Bulk- 14 42 | 45 27 57 | 17
Manifestation | (45%) | 35%) | 41%) | 01 |9448 @6 %) | (a1%) |@6%) | 101 | 0714
8 45 | 31 20 47 | 17
B-Symptome | o0 | 576 [0 | B 9252 2o ey | (ot e |@s o | B4 | 0449
KM- 3 8 7 5 10 3
Infiltration 0% | %) | 6% | B |9 qw | 7w |6w | B | 100

Die Charakteristik der Patienten im CHOP-Therapiearm (n = 249) unterschied sich nicht von den
Patienten, die im R-CHOP-Therapiearm (n = 263) behandelt wurden. Die beobachteten Genotyp-
Verteilungen waren vergleichbar fur die beiden Therapiearme und wichen nicht von den erwarteten
Verteilungen entsprechend dem Hardy-Weinberg-Gesetz ab. Es gab keine signifikanten Unterschiede
zwischen dem Polymorphismus FcyRIA 131 und FcyRIIIA 158 bei den mit Rituximab behandelten

Patienten.
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Abgesehen von einer langeren Verlaufsbeobachtung sind die 512 Patienten, von
denen DNA-Analysen durchgefuhrt wurden, reprasentativ fur die gesamte
Patientenpopulation der RICOVER-60 Therapiestudie (Tabelle 13, Seite 56).

Tabelle 13: Charakteristik der RICOVER-60 Patienten

vorhandene DNA fehlende DNA RICOVER-60 —
-Wer
n=512 (42 %) n=710 (58 %) n=1222 (100 %) .
Mannlich 272 (53 %) 378 (53 %) 650 (53 %)
1,000
Weiblich 240 (47 %) 332 (47 %) 572 (47 %)
Alter, Median
68 [61-80] 68 [61-80] 68 [61-80] 0,830
[range]
LDH > ONB 250 (49 %) 354 (50 %) 604 (49 %) 0,728
ECOG > 1 67 (13 %) 109 (15 %) 176 (14 %) 0,284
Stadium 11/1V 258 (50 %) 361 (51 %) 619 (51 %) 0,908
Extranodaler
84 (16 %) 132 (19 %) 216 (18 %) 0,362
Befall >1
IPI 1 164 (32 %) 208 (29 %) 372 (30 %)
2 135 (26 %) 204 (29 %) 339 (28 %) 0.624
3 134 (26 %) 179 (25 %) 313 (26 %) '
4,5 79 (15 %) 119 (17 %) 198 (16 %)
Bulk-Manifestation 206 (40 %) 257 (36 %) 463 (38 %) 0,152
B-Symptome 172 (34 %) 227 (32 %) 399 (33 %) 0,578
KM-Infiltration 28 (5 %) 45 (6 %) 73 (6 %) 0,544
Therapiearm:
6xCHOP-14 127 (25 %) 180 (25 %) 307 (25 %)
8xCHOP-14 122 (24 %) 183 (26 %) 305 (25 %) 0.469
6xXCHOP-14 + 8xR 124 (24 %) 182 (26 %) 306 (25 %) '
8XxCHOP-14 + 8xR 139 (27 %) 165 (23 %) 304 (25 %)

In der RICOVER-60 Therapiestudie wurden insgesamt 1222 Patienten mit einem diffusen grof3zelligen
B-Zell Non-Hodgkin-Lymphom behandelt. Von 512 Patienten der RICOVER-60 Studie existierten
Blutproben vor Therapiebeginn zur DNA-Analyse. Hierbei wurden 263 Patienten mit kombinierter
Rituximab-haltiger CHOP-Chemotherapie und 249 Patienten mit alleiniger CHOP-Chemotherapie
ohne Rituximab behandelt. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen
Patientengruppen, es gab auch keine signifikanten Unterschiede zwischen der Patientengruppe mit
vorhandenem DNA-Material und denen ohne DNA-Analyse.
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Von den 512 Patienten zeigten sich fur den Polymorphismus FcyRIIA 131 mit dem
Allel R/R 64 Trager (12,5 %), mit R/H 235 Trager (45,9 %) und mit H/H 213 Trager
(41,6 %).

Fur den Einzelnukleotid-Polymorphismus FcyRIIIA 158 zeigte sich eine Verteilung
mit V/V bei 145 Patienten (28,3 %), V/F bei 271 Patienten (52,9 %) und F/F bei 96
Patienten (18,8 %). Die beobachteten Verteilungen wichen nicht von den erwarteten
Verteilungen entsprechend dem Hardy-Weinberg-Gesetz ab [112].
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Abbildung 11:. Genotyp-Haufigkeiten der RICOVER-60 Patienten und gesunden Kontrollen. In
Abbildung A ist die Haufigkeit der Genotypen des Polymorphismus FcyRIIA 131 unter den RICOVER-
60 Patienten und den gesunden Kontrollen graphisch dargestellt. In Abbildung B ist die Haufigkeit der
Genotypen des Polymorphismus FcyRIIIA 158 unter den RICOVER-60 Patienten und den gesunden
Kontrollen graphisch dargestellt. Die beobachteten Verteilungen wichen nicht von den erwarteten
Verteilungen entsprechend dem Hardy-Weinberg-Gesetz ab.

Die Genotypen fir den SNP FcyRIIA 131H/R und den SNP FcyRIIIA 158V/F waren
nur sehr schwach assoziiert (R2 = 0,026).

Die Charakteristiken der Patienten, von denen DNA-Proben existierten,
unterschieden sich nicht von den Patienten, welche mit kombinierter R-CHOP-
Therapie beziehungsweise alleiniger CHOP-Therapie (ohne Rituximab) behandelt
wurden [Tabelle 11 (Seite 54) + Tabelle 12 (Seite 55)]. Als Gemeinsamkeiten zeigte
sich, das die Genotyp-Haufigkeiten ahnlich waren in beiden Therapie-Armen (Tabelle
14, Seite 58).
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Tabelle 14: Frequenz der Genotypen in dem CHOP- und R-CHOP-Therapiearm.

CHOP R-CHOP Alle
(n=249) (n=263) (n=512)
R/R 33 (13,3 %) 31 (11,8 %) 64 (12,5 %)
FcyRIIA 131 R/H 114 (45,8 %) | 121(46,0%) | 235 (45,9 %)
H/H 102 (41,0 %) | 111 (422%) | 213 (41,6 %)
FIF 49 (19,7 %) 47 (17,9 %) 96 (18,8 %)
FcyRIIIA 158 VIF 131 (52,6 %) | 140(53,2%) | 271 (52,9 %)
VIV 69 (27,7 %) 76 (28,9 %) 145 (28,3 %)

Die Genotyp-Haufigkeiten fir den FcyRIIA 131 Polymorphismus und den FcyRIIIA 158
Polymorphismus waren ahnlich in beiden Therapie-Armen (R-CHOP-14 bzw. CHOP-14). Fiur den
FcyR 11A Polymorphismus war der Exakte Fisher-Test fir R-CHOP vs. CHOP p-Wert = 0,863. Fir den
FcyR IlIA Polymorphismus war der Exakte Fisher-Test fir R-CHOP vs. CHOP p-Wert = 0,873. Es
zeigte sich keine Signifikanz der Genotyp-H&aufigkeiten zwischen den Therapiegruppen mit R-CHOP
oder CHOP-Chemotherapie.

Tabelle 15: Genotyp-Haufigkeiten von FcyRIIA 131 / FcyRIIIA 158 bei RICOVER-

60 Patienten und gesunden Kontrollen.

Polymorphismus Genotyp RICOVER Kontrolle
R/R 64 (12,5 %) 15 (14,85 %)
FcyRIIA R/H 235 (45,9 %) 48 (47,52 %)
H/H 213 (41,6 %) 38 (37,62 %)
VIV 145 (28,32 %) 30 (29,7 %)
FcyRIIA V/IF 271 (52,93 %) 48 (47,52 %)
FIF 96 (18,75 %) 23 (22,77 %)

Unter den 512 Patienten, der RICOVER-60 Therapiegruppe mit Moglichkeit zur DNA-Analyse waren
64 (12,5 %) Trager von FcyRIA 131 R/R, 235 (45,9 %) mit R/H und 213 (41,6 %) von H/H. Die
Verteilung fur den Polymorphismus FcyRIIA 158 war V/V 145 (28,3 %); fur VIF 271 (52,9 %) und F/F
mit 96 (18,8 %). Die beobachteten Verteilungen wichen nicht von den erwarteten Verteilungen
entsprechend dem Hardy-Weinberg-Gesetz ab. In der Kontrolle aus 101 gesunden Spendern war die
Genotyp Verteilung fur FcyRIIA 131 fir R/R 15 (14,9 %), fur R/H 48 (47,5 %) und fur H/H 38 (37,6 %).
Far den FcyRIIIA 158 Polymorphismus war die Verteilung 30 (29,7 %) far V/V, 48 (47,5 %) fur V/F und
23 (22,8 %) fur F/F. Die Genotyp-Haufigkeiten in den Kontrollproben wichen nicht von den erwarteten
Verteilungen entsprechend dem Hardy-Weinberg-Gesetz ab. Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Genotyp-Haufigkeiten von dem SNP FcyRIIA 131 oder FcyRIIIA 158 bei
Lymphompatienten und den gesunden Kontrollen.

Zudem zeigte sich ein geringes Ungleichgewicht fir den Fcy-Rezeptor 1A
Polymorphismus bezogen auf das Alter (p = 0,048) und ECOG > 1 (p = 0,038)
(Tabelle 11, Seite 54) jedoch nicht in der Gruppe mit Rituximab-haltiger Therapie.
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In den Gruppen die mit Rituximab behandelt wurden, zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den von uns analysierten Polymorphismen des
Fcy-Rezeptor 1A und Fcy-Rezeptor IlIA (Tabelle 12, Seite 55).

Wie in der Tabelle 11 (Seite 54) und in der Tabelle 12 (Seite 55) ersichtlich, haben
sich aufgrund der Vielzahl der durchgefiihrten statistischen Tests die dargestellten
Ungleichgewichte moglicherweise als zufallig herausgestellt. Von den 101
Blutproben der gesunden kaukasischen Bevolkerung wurden ebenfalls DNA-
Analysen des SNP von FcyRIIA 131 und FcyRIIA 158 durchgefihrt und als
Kontrollgruppe verwendet. In der Kontrollgruppe war die Verteilung des Genotyps
von Fcy-Rezeptor IIA Polymorphismus 131: 15 Probanden (14,9 %) mit R/R, 48 (47,5
%) mit R/H und 38 (37,6 %) mit H/H. Fir den SNP FcyRIIIA 158 ergab die Verteilung
30 Probanden mit V/V (29,7 %); 48 mit V/IF (47,5 %) und 23 mit F/F (22,8 %). Die
beobachteten Verteilungen der Genotypen der Kontrollproben wichen nicht von den
erwarteten Verteilungen entsprechend dem Hardy-Weinberg-Gesetz ab [112]. Es
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der Genotyp-Haufigkeit von
Lymphompatienten und den gesunden Probanden der Kontrollgruppe gefunden
werden, weder flir den Polymorphismus FcyRIIA 131 oder den Polymorphismus
FcyRIIIA 158 (Tabelle 14, Seite 58).

3.3. Klinische Prasentation

In der Gruppe mit alleiniger CHOP-Chemotherapie zeigte sich ein Ungleichgewicht
fur das Vorkommen von Bulk-Manifestationen des Lymphom bei dem
Einzelnukleotid-Polymorphismus FcyRIIA 131: R/R hatte 27 %, R/H 54 % und H/H 34
% (p = 0,003).

Trager des Genotyp V/V des Polymorphismus FcyRIIIA 158 zeigten eine leicht
erhohte Haufigkeit fur B-Symptomatik (158 V/V 26 %; VIF 35 %; FIF 42 %; p =
0,037).

Abgesehen davon war keine weitere Assoziation des Tragerstatus der beiden von
uns untersuchten SNP (FcyRIIA 131 + FcyRIIIA 158) mit der Patientencharakteristik
gefunden worden. Insbesondere war der Tragerstatus fur die verschiedenen SNP
nicht korreliert mit dem Internationalen Prognostischen Index (IPI), Eastern
Cooperative Oncology Group Performance Status, Stadium, erhtéhter LDH vor

Therapieeinleitung, sowie > 1 Extranodaler Beteiligung (Tabelle 10, Seite 53).
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3.3.1. Nebenwirkungen

Hinsichtlich der Nebenwirkungen zeigte sich eine Tendenz (Exakte Fisher-Test, p =
0,007; Armitage Trend Test, p = 0,091) dafiir, dass die Chemotherapie-induzierte
Anamie mit Grad 3 oder 4 weniger haufig war bei dem Genotyp R/R des SNP
FcyRIIA 131 (5 von 63 [Daten zur Toxizitdt von 1 Patient fehlend oder 7,9 %; 95 %
Cl, 2,6 - 17,6) im Vergleich mit dem Genotyp R/H (56 von 220 oder 25,5 %; 95 % ClI,
19,8 - 31,7) und dem Genotyp H/H (47 von 205 oder 22,9 %; 95 % ClI, 17,4 - 29,3).
Die Anzahl der Leukozytopenien, Thrombozytopenien als auch der Infektionsrate mit
Grad 3 oder 4 zeigte keine Unterschiede zwischen dem von uns untersuchten
Polymorphismus von FcyRIIA und FcyRIIIA (Tabelle 16, Seite 60; Tabelle 17, Seite
61 und Tabelle 18, Seite 61). Die Rate der Therapie-assoziierten Todesfalle war fur
FcyRIIA 131 R/R 10,9 % (4,5 % - 21,2 %), fir FcyRIIA 131 R/H 5,5 % (3,0 % - 9,3 %)
und 52 % (2,6 % - 9,1 %) fur FcyRIIA 131 H/H (p = 0,220). Es gab keine
Unterschiede der Therapie-assoziierten Todesfélle zwischen den Genotypen des
Polymorphismus FcyRIIIA 158.

Tabelle 16: Auftreten von Leukozytopenie in Abhéngigkeit von dem SNP
FcyRIIA 131 und FcyRIIIA 158.

FcyRIIA
0 1 Total
R/R 87 (45,07 %) 72 (41,14 %) 159
R/H 86 (44,56 %) 84 (48,00 %) 170
H/H 20 (10,36 %) 19 (10,85 %) 39
Total 193 (52,44 %) 175 (47,55 %) 368
FcyRIIIA
0 1 Total
VIV 55 (28,49 %) 42 (24,00 %) 97
VIF 105 (54,40 %) 98 (56,00 %) 203
FIF 33 (17,09 %) 35 (20,00 %) 68
Total 193 (52,44 %) 175 (47,55 %) 368

Die Anzahl der Leukozytopenien mit Grad 3 oder 4 zeigten keine Unterschiede zwischen dem SNP
FcyRIIA 131 und FcyRIIA 158. Fir FcyRIIA 131 war im Exakten Fisher-Test der p-Wert = 0,761358
und im Armitage Trendtest der p-Wert = 0,518394. In der Betrachtung fur den Einzelnukleotid-
Polymorphismus FcyRIIIA 158 ist im Exakten Fisher-Test der p-Wert = 0,560193 und im Armitage
Trendtest p-Wert = 0,286426.
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Tabelle 17: Auftreten von Thrombozytopenie getrennt betrachtet fir den SNP
FcyRIIA 131 und FcyRIIIA 158.

FcyRIIA 131
0 1 Total
R/R 128 (41,96 %) 20 (38,46 %) 148
R/H 143 (46,88 %) 25 (48,07 %) 168
H/H 34 (11,14 %) 7 (13,46 %) 41
Total 305 (85,43 %) 52 (14,56 %) 357
FcyRIIIA 158
0 1 Total
VIV 80 (26,23 %) 14 (26,92 %) 94
VIF 165 (54,09 %) 30 (57,69 %) 195
FIF 60 (19,67 %) 8 (15,38 %) 68
Total 305 (85,43 %) 52 (14,56 %) 357

Die Anzahl der Thrombozytopenien mit Grad 3 oder 4 zeigte keine Unterschiede zwischen dem
Polymorphismus von Fcy-Rezeptor IIA und IlIA. Fur FcyRIIA 131 war im Exakten Fisher-Test der p-
Wert = 0,808113 und im Armitage Trendtest der p-Wert = 0,55851. Fir FcyRIIIA 158 war im Exakten
Fisher-Test der p-Wert = 0,807137 und im Armitage Trendtest der p-Wert = 0,620064.

Tabelle 18: Anzahl von Infektion getrennt betrachtet fir den SNP FcyRIIA 131
und FcyRIIIA 158.

FcyRIIA 131
0 1 Total
R/IR 148 (42,04 %) 60 (41,66 %) 208
R/H 160 (45,45 %) 65 (45,13 %) 225
H/H 44 (12,50 %) 19 (13,19 %) 63
Total 352 (70,96 %) 144 (29,03 %) 496
FcyRIIIA 158
0 1 Total
VIV 101( 28,69 %) 39 (27,08 %) 140
VIF 185 (52,55 %) 76 (52,77 %) 261
FIF 66 (18,75 %) 29 (20,13 %) 95
Total 352 (70,96 %) 144 (29,03 %) 496

Die Anzahl der Infektionen mit Grad 3 oder 4 =zeigte keine Unterschiede zwischen dem
Polymorphismus von Fcy-Rezeptor Il und Ill. Fir FcyRIIA war im Exakten Fisher-Test der p-Wert =
0,980228 und im Armitage Trendtest der p-Wert = 0,873033. Fiur FcyRIIIA war im Exakten Fisher-Test
der p-Wert = 0,895688 und im Armitage Trendtest der p-Wert = 0,656836.
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3.3.2. Therapieansprechen und Ergebnis

Der Beobachtungszeitraum fur alle Varianten der Fcy-Rezeptor Polymorphismen war
gleich. In der Rate kompletter Remissionen gab es keine Unterschiede zwischen den
Genotypen des SNP FcyRIIA 131. Hinsichtlich der Genotypen des SNP FcyRIIIA 158
war die Anzahl der mit CHOP behandelten Patienten und CR/CRu: 73,9 % fur V/V,
77,1 % fur V/IF und 63,3 % fur F/F (Exakter Fisher-Test: p = 0,17; Armitage
Trendtest: p = 0,27). Die Rate kompletter Remissionen von Patienten mit R-CHOP-
Therapie war fur den Genotyp V/V 86,8 %, 81,4 % mit V/F und 74,5 % mit F/F;
exakter Fisher-Test: p = 0,23; Armitage Trendtest p = 0,08 (Tabelle 19, Seite 62).

Tabelle 19: Rate kompletter Remissionen (CR/CRu) aufgelistet fur den
jeweiligen Genotyp von FcyRIIA 131 und FcyRIIIA 158.

FcyRIIA 131
CHOP-14 (n = 249) R-CHOP-14 (n = 263)
R/R (n = 64) 23/33 (69,7 %) 25/31 (80,6 %)
R/H (n = 235) 86/114 (75,4 %) 98/121 (81,0 %)
H/H (n = 213) 74/102 (72,5 %) 92/111 (82,9 %)
Exakter Fisher-Test: p-Wert 0,75 0,90
Armitage Trendtest 0,95 0,70

FcyRIIIA 158
VIV (n = 145) 51/69 (73,9 %) 66/76 (86,8 %)
V/IF (n = 271) 101/131 (77,1 %) 114/140 (81,4 %)
F/IF (n = 96) 31/49 (63,3 %) 35/47 (74,5 %)
Exakter Fisher-Test: p-Wert 0,17 0,23
Armitage Trendtest 0,27 0,08

Zwischen den Genotypen des SNP FcyRIIA 131 waren die Raten kompletter Remissionen gleich. Es
zeigte sich fur die Rate kompletter Remissionen (CR/CRu) der Patienten im CHOP-Therapiearm fur
die genetische Varianten des SNP FcyRIIIA 158: V/V mit 73,9 %, 77,1 % fir V/F und 63,3 % fur F/F
(Exakte Fisher-Test: p = 0,17; Armitage Trendtest: p = 0,27). Im Gegensatz hierzu zeigte sich fur die
Genotypen des SNP FcyRIIIA 158 bei den Patienten im R-CHOP-Therapiearm eine Rate kompletter
Remissionen (CR/CRu) mit 86,8 % (V/V), 81,4 % (V/F) und 74,5 % (F/F); (exakter Fisher-Test: p =
0,23; Armitage Trendtest p = 0,08).
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Fur die Patienten, die CHOP-14 Chemotherapie erhielten (Abbildung 12, Seite 64;
Abbildung 13, Seite 65; Abbildung 14, Seite 66) gibt es keine Unterschiede der
Uberlebenskurven  hinsichtlich  der  verschiedenen Polymorphismen. Die
Uberlebenskurven nach R-CHOP-14 Therapie bezogen auf die SNP sind fur das
EFS in (Abbildung 12, Seite 64), fir das PFS in Abbildung 13 (Seite 65) und fir das
OS in Abbildung 14 (Seite 66) gezeigt.

Es zeigten sich keine Unterschiede in den Uberlebenskurven der Polymorphismus-
Varianten des FcyRIIA bei Rituximab-haltiger oder alleiniger CHOP-Chemotherapie.
In den Uberlebenskurven fiir die genetischen Varianten des SNP FcyRIIIA 158 bei
alleiniger CHOP-Chemotherapie zeigte sich kein Unterschied. Im Gegensatz hierzu
zeigten sich bei Patienten mit Rituximab-haltiger CHOP-Chemotherapie tendenziell
niedrigere Uberlebenskurven von EFS und PFS, jedoch nicht fir das OS, bei dem
Genotyp FcyRIIIA 158 F/F, im Vergleich mit den Genotypen V/F und V/V. Die 3-
Jahres-ereignisfreien Uberlebensraten fir den Polymorphismus FcyRIIIA 158 F/F
betrugen 64,5 % (50,5 - 78,5 %), verglichen mit 70,2 % (62,5 - 78,0 %) fur V/F und
76,9 % (67,3 - 86,6 %) fur V/V (Logrank-Test, p = 0,224 fur F/F im Vergleich zu V/V,
p = 0,285 fur F/F im Vergleich zu V/F + VIV).

Fiur das 3-Jahre PFS waren die Raten 68,3 % (54,6 % - 82,1 %) fir den FcyRIIIA 158
F/F verglichen mit 76,1 % (68,7 % - 83,5 %) fur V/F und 80,5 % (71,2 % - 89,7 %) fur
VIV (Logrank-Test, p = 0,233; fur F/F im Vergleich zu V/V; p = 0,185 fur F/F im
Vergleich zu V/F + V/V). In der Abbildung 12 (Seite 64) sind die Uberlebenskurven
fur das EFS der Patienten mit Rituximab-haltiger CHOP-Therapie beziehungsweise
alleiniger CHOP-Chemotherapie und die Einzelnukleotid-Polymorphismen FcyRIIA
131 und FcyRIIIA 158 dargestellt.
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Abbildung 12: Ereignisfreies Uberleben der Patienten jeweils im CHOP-14-Therapiearm und im
R-CHOP-14-Therapiearm in Abhéangigkeit vom Fcy-Rezeptor Polymorphismus. Die Be-
obachtungszeit war bei allen Varianten von FcyRIIA und FcyRIIIA gleich. Die Uberlebenskurven
(Verglichen unter Anwendung des Logrank-Test) unterschieden sich nicht fur den Polymorphismus
des FcyRIIA sei es fir den CHOP-Therapiearm als auch fir den R-CHOP-Therapiearm. Die
Uberlebenskurven der Patienten im CHOP-Therapiearm zeigten keinen Unterschied im Bezug auf den
Polymorphismus von FcyRIIIA. Im Gegensatz hierzu zeigte sich fur Patienten im R-CHOP-
Therapiearm mit FcyRIIIA F/F tendentiell ein schlechteres ereignisfreies Uberleben als bei Patienten
mit den Genotypen V/F oder V/V. Die 3-Jahres-ereignisfreien Raten fur den Genotyp FcyRIIIA 158 F/F
waren 64,5 % (50,5 - 78,5 %), verglichen mit 70,2 % (62,5 - 78,0 %) fur V/F und 76,9 % (67,3 - 86,6
%) fur VIV (Logrank-Test, p = 0,224 fur F/F im Vergleich zu V/V; p = 0,285 fir F/F im Vergleich zu V/F
+ VIV).
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Die Uberlebenskurven fur das PFS der Patienten, die CHOP-14 beziehungsweise R-
CHOP-14 erhielten, in Abhéngigkeit der Genotypen des Einzelnukleotid-
Polymorphismus FcyRIIA 131 und FcyRIIIA 158, sind in der Abbildung 13 (Seite 65)

dargestellt.
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Abbildung 13: Progressionsfreies Uberleben der Patienten im CHOP-14-Therapiearm und dem
R-CHOP-14-Therapiearm in Abhangigkeit von dem Einzelnukleotid-Polymorphismus FcyRIIA
131 und FcyRIIIA 158. Die Beobachtungszeit war bei allen Varianten von FcyRIIA und FcyRIIA
gleich. Die Uberlebenskurven (Verglichen unter Anwendung des Logrank-Test) unterschieden sich
nicht fir den Polymorphismus des FcyRIIA 131 sei es fiir den CHOP-Therapiearm als auch fiir den R-
CHOP-Therapiearm. Die Uberlebenskurven der Patienten im CHOP-Therapiearm zeigten keinen
Unterschied im Bezug auf den Polymorphismus von FcyRIIIA 158. Im Gegensatz hierzu zeigte sich fur
Patienten im R-CHOP-Therapiearm mit FcyRIIIA 158 F/F ein deutlicher Trend fur ein schlechteres
progressionsfreies Uberleben als bei den Genotypen mit V/F oder V/V. Fir das 3-Jahres-
progressionsfreie Uberleben waren die Raten 68,3 % (54,6 % - 82,1 %) fur F/F verglichen mit 76,1 %
(68,7 % - 83,5 %) fur V/F und 80,5 % (71,2 % - 89,7 %) fur V/V (Logrank-Test, p = 0,233; fur F/F im
Vergleich zu V/V; p = 0,185 fur F/F im Vergleich zu V/IF + VIV).



Klinische Présentation

66

Die Uberlebenskurven fir das Gesamtiberleben der Patienten, die CHOP-14

beziehungsweise R-CHOP-14-Therapie erhielten, in Abhangigkeit der Genotypen der
SNPs FcyRIIA 131 und FcyRIIIA 158, ist in der Abbildung 14 (Seite 66) dargestellt.
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Abbildung 14: Gesamtiberleben der Patienten im CHOP-14-Therapiearm und im R-CHOP-14-
Therapiearm in Abhdangigkeit von dem Fecy-Rezeptor Polymorphismus (FcyRIIA 131 und
FcyRIIIA 158). Die Beobachtungszeit war bei allen Varianten von FcyRIIA 131 und FcyRIIIA 158
gleich. Die Uberlebenskurven (Verglichen unter Anwendung des Logrank-Test) unterschieden sich
nicht fur den Polymorphismus des FcyRIIA 131 oder FcyRIIIA 158 sei es fur den CHOP-Therapiearm,
als auch fur den R-CHOP-Therapiearm. Die Uberlebenskurven der Patienten im CHOP-Therapiearm

zeigten keinen Unterschied bezogen auf den SNP FcyRIIIA 158.
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In der Tabelle 20 (Seite 67) ist die Anzahl der Ereignisse der verschiedenen

Genotypen fur EFS, PFS und OS gezeigt.

Tabelle 20 Anzahl der Ereignisse fir die jeweiligen Allel-Genotypen.

Ereignisfreies Uberleben

FcyRIIA 131 CHOP R-CHOP
H/H 52 (50,98 %) 29 (26,13 %)
R/H 54 (47,37 %) 42 (34,71 %)
RIR 19 (57,58 %) 9 (29,03 %)

FcyRIIIA 158 CHOP R-CHOP
FIF 22 (44,90 %) 17 (36,17 %)
VIF 69 (52,67 %) 42 (30,00 %)
VIV 34 (49,28 %) 21 (27,63 %)

Progressionsfreies Uberleben

FcyRIIA 131 CHOP R-CHOP
H/H 48 (47,06 %) 23 (20,72%)
R/H 48 (42,11 %) 35 (28,93%)
R/R 16 (48,49 %) 8 (25,81%)

FcyRIIIA 158 CHOP R-CHOP
FIF 20 (40,82 %) 15 (31,92 %)
VIF 60 (45,80 %) 33 (24,57 %)
VIV 32 (46,38 %) 18 (23,68 %)

Gesamtiuberleben

FcyRIIA 131 CHOP R-CHOP
H/H 38 (37,26 %) 21 (18,92 %)
R/H 36 (31,58 %) 34 (28,10 %)
R/IR 11 (33,33 %) 7 (22,58 %)

FcyRIIIA 158 CHOP R-CHOP
FIF 18 (36,74 %) 12 (25,53 %)
VIF 41 (31,30 %) 31 (22,14 %)
VIV 26 (37,68 %) 18 (25,00 %)
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Die Protokolltreue war hervorragend: die relative Dosis fir die myelotoxischen
Medikamente Cyclophosphamid und Doxorubicin betrug 98 % im Therapiearm mit 6
Zyklen und 96 % im Therapiearm mit 8 Zyklen CHOP-Chemotherapie. Beziiglich der
Protokolltreue zeigten sich keine Unterschiede zwischen den verschiedenen
gepriften Polymorphismen der Fcy-Rezeptoren. Es gab ebenfalls keine
Unterschiede in der Anzahl von Patienten, die aus der Therapiestudie ausschieden
oder die zu einer Therapie aulRerhalb des Studienprotokolls wechselten (Tabelle 21:
Seite 68; Tabelle 22, Seite 69).

Tabelle 21: Patienten mit zusatzlicher Chemotherapie.

FcyRIIA 131

0 1 Total
H/H 209 (98,12 %) 4 (1,87 %) 213 (41,60 %)
R/H 229 (97,44 %) 6 (2,55 %) 235 (45,89 %)
R/R 62 (96,87 %) 2 (3,12 %) 64 (12,50 %)
Gesamt 500 12 512
FcyRIIIA 158

0 1 Total
FIF 95 (98,95 %) 1 (1,04 %) 96 (18,75 %)
VIF 262 (96,67 %) 9 (3,32 %) 271 (52,93 %)
VIV 143 (98,62 %) 2 (1,37 %) 145 (28,32 %)
Gesamt 500 12 512

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Polymorphismen FcyRIIA 131
beziehungsweise FcyRIIIA 158 hinsichtlich der Anzahl von Patienten, die zusatzliche Chemotherapie
erhalten haben. FUr FcyRIIA 131 ist der Exakte Fisher-Test p = 0,7114964, der Exakte Fisher-Test fur
den Polymorphismus FcyRIIIA 158 p = 0,4134462.
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Tabelle 22: Patienten mit Wechsel der Therapie.

FcyRIIA 131

0 1 Total
H/H 206 (96,71 %) 7 (3,28 %) 213 (41,60 %)
R/H 226 (96,17 %) 9 (3,83 %) 235 (45,89 %)
R/R 61 (95,31 %) 3 (4,68 %) 64 (12,50 %)
Gesamt 493 19 512
FcyRIIIA 158

0 1 Total
F/F 93 (96,87 %) 3 (3,12 %) 96 (18,75 %)
VIF 259 (95,57 %) 12 (4,42 %) 271 (52,93 %)
VIV 141 (97,24 %) 4 (2,75 %) 145 (28,32 %)
Gesamt 493 19 512

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Polymorphismen von FcyRIIA 131
beziehungsweise FcyRIIIA 158 hinsichtlich der Anzahl von Patienten, bei denen ein Wechsel der
Chemotherapie erfolgte. Fur FcyRIIA 131 ist der Exakte Fisher-Test p = 0,8037335, der Exakte
Fisher-Test fur den Polymorphismus FcyRIIIA 158 ist p = 0,7767527.

3.3.3. Multivariate Analysen

Basierend auf den Ergebnissen der univariaten Analysen haben wir den Einfluss des
SNP FcyRIIIA 158 in der R-CHOP-Therapiegruppe unter Zuhilfenahme eines
multivariaten Cox-Modells mit Anpassung an den I[Pl analysiert. In unseren
Vergleichen von F/F mit V/F und V/V war das relative Risiko fur PFS 1,80 (p = 0,052)
fur EFS 1,55 (p = 0,120) und fur das OS 1,35 (p = 0,360). Die Ergebnisse der
multivariaten Analyse innerhalb der R-CHOP-Therapiegruppe sind in der Tabelle 23
(Seite 70) gezeigt.
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Tabelle 23: Multivariate Analyse des ereignisfreien, des progressionsfreien und
des Gesamtuberlebens des FcyRIIIA 158 Polymorphismus adjustiert an IPl im
R-CHOP-Therapiearm.

Ereignisfreie Uberleben

Variable Exp (coef) | untere 0.95CI | obere 0.95 CI p

FIF vs. VIF | VIV 1,55 0,898 2,68 0,120
LDH 1,84 1,126 3,02 0,015
ECOG >1 1,35 0,759 2,41 0,310
Stadium HI/1V 1,58 0,904 2,77 0,110
Extranodaler Befall = 2 1,47 0,847 2,56 0,170

Progressionsfreie Uberleben

Variable Exp (coef) | untere 0.95 CI | obere 0.95 CI p

F/F vs. VIF | VIV 1,80 0,996 3,25 0,052
LDH 2,18 1,257 3,78 0,006
ECOG > 1 1,45 0,777 2,71 0,240
Stadium II/1V 1,59 0,847 2,98 0,150
Extranodaler Befall = 2 1,68 0,921 3,05 0,091

Gesamtiuberleben

Variable Exp (coef) | untere 0.95CI | obere 0.95 CI p

FIF vs. VIF | VIV 1,35 0,708 2,56 0,360
LDH 2,30 1,294 4,09 0,005
ECOG >1 1,44 0,761 2,73 0,260
Stadium 11/1V 1,40 0,742 2,66 0,300
Extranodaler Befall = 2 1,44 0,770 2,69 0,250

In den Untersuchungen zur Interaktionen von Rituximab und dem Polymorphismus FcyRIIIA 158 war
das Relative Risiko fur das progressionsfreies Uberleben im Vergleich von F/F gegen V/F + V/V 1,80
(p = 0,052), fur das ereignisfreie Uberleben 1,55 (p = 0,120) und fir das Gesamtiiberleben 1,35 (p =
0,360).
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Fur weitere Untersuchungen der Interaktionen zwischen Rituximab und dem
Polymorphismus FcyRIIIA 158 haben wir den kompletten Datensatz benutzt, um ein
Cox-Modell, angepasst fur Rituximab, dem SNP FcyRIIIA 158 und der Interaktion
zwischen beiden, durchzufiihren. Das beobachtete relative Risiko fur eine Interaktion
war fur PFS 1,57 (p = 0,24), fur EFS 1,47 (p = 0,28) und fur OS 1,01, die Ergebnisse
sind in Tabelle 24 (Seite 71) gezeigt.

Tabelle 24: Multivariate Analyse des ereignisfreien Uberleben des

Polymorphismus FcyRIIIA 158 adjustiert fir Rituximab.

Ereignisfreie Uberleben

Variable Exp (coef) p
FIF vs. VIF | VIV 0,917 0,71
Rituximab 0,488 < 0,001
Interaktion 1,470 0,29
Progressionsfreie Uberleben

Variable Exp (coef) P
F/F vs. VIF | VIV 0,946 0,82
Rituximab 0,450 < 0,001
Interaktion 1,565 0,24
Gesamtuberleben

Variable Exp (coef) p
FIF vs. VIF | VIV 1,15 0,610
Rituximab 0,64 0,017
Interaktion 1,01 0,980

Verwendung des kompletten Datensatz zur Anwendung eines COX-Modell fir Rituximab, dem
Polymorphismus FcyR IlIIA 158 und der Interaktion zwischen beiden. Das beobachtete relative Risiko
fir eine Interaktion war fiir das progressionsfreie Uberleben 1,565 (p = 0,24), fir das ereignisfreie
Uberleben 1,470 (p = 0,29) und fiir das Gesamtiiberleben 1,01 (p = 0,980).
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Obwohl nicht signifikant, zeigen diese Analysen einen starken Trend in Richtung
eines ungunstigen Ergebnisses fur den Genotyp F/F von dem SNP FcyRIIIA 158
unter einer Rituximab-haltigen CHOP-Chemotherapie.

Unter Berlicksichtigung dieses Trends in der univariaten Analyse ermittelte eine
Analyse bei der Probenanzahl unserer Studie in dem Rituximab-haltigen CHOP-
Chemotherapiearm (n = 263) eine Power fir das PFS von 28 % und fur das EFS von
21 %. Fur eine Power von 80 % ware fur das PFS eine Probenanzahl von n = 1100

oder fir das EFS sogar eine Probenanzahl von n = 1600 erforderlich gewesen.
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4. Diskussion

Die von uns untersuchten Fcy-Rezeptor Polymorphismen (FcyRIIA 131 und FcyRIIA
158) sind nicht assoziiert mit klinischen Parametern, welche bei Patienten mit einem
diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphom auftreten, mit Ausnahme von der B-
Symptomatik, welche bei Tragern des Polymorphismus FcyRIIIA 158 V/V seltener
auftrat (p = 0,037). Diese Beobachtung sollte jedoch vorsichtig interpretiert werden,
denn verschiedene klinische Parameter wurden auf eine mdgliche Assoziation mit
Fcy-Rezeptor Polymorphismen getestet und daher kann die beobachtete Assoziation

auch zufallig sein.

Der Schwerpunkt unserer Studie war es, Interaktionen zwischen Polymorphismen
von Fcy-Rezeptoren und dem Verlauf von Patienten, die mit Rituximab-haltiger
CHOP-Chemotherapie behandelt wurden, zu identifizieren. Es wurde gezeigt, dass
die Spiegel der CD20-Expression von Lymphomzellen [73], eine hohe Tumorlast bei
Therapiebeginn [26], sowie geringe Rituximab-Serumspiegel-Konzentrationen
beziehungsweise der schnellere Abbau von Rituximab [7,73,80,93] die ungeniigende

Wirkung von Rituximab bei einigen Patienten erklaren kénnten.

Als erster zeigte Cartron et al. [18], dass Polymorphismen im FcyRIIIA Gen assoziiert
sind mit dem Therapieansprechen von Patienten mit einem follikularen Lymphom
unter alleiniger Rituximab-Therapie. Weng und Levy [125] zeigten ebenfalls fur
Patienten mit einem follikularen Lymphom unter alleiniger Rituximab-Therapie eine
unabhangige Assoziation der Genotypen FcyRIIIA 158 V/V und FcyRIIA 131 H/H mit
der Ansprechrate und Freiheit von Krankheitsprogression. Bei Patienten mit Morbus
Waldenstrom zeigte Treon et al. [120] ein signifikant h6heres Therapieansprechen
unter Rituximab-Therapie bei dem Genotyp FcyRIIIA 158 V/V und V/F gegenuber
F/F. Zur Bedeutung des Fcy-Rezeptor Polymorphismus bei dem hoch-malignen B-
NHL, dem diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphom, gibt es bislang nur wenige
Veroffentlichungen. In einer koreanischen Studie [58] wurde beobachtet, dass der
Fcy-Rezeptor 1lIA Polymorphismus, nicht aber der Polymorphismus des Fcy-
Rezeptor 1A mit dem Verlauf nach R-CHOP-Therapie assoziiert ist, wobei eine
kleine europaische Studie keine Unterschiede in den Fcy-Rezeptor Allelen
beobachtete [75]. Von Park et al. [88] wurde in einer einarmigen Studie bei 72
Patienten nach Rituximab-haltiger CHOP-Chemotherapie ein signifikant besseres OS
und PFES fur den Genotyp V/F und V/V des SNP FcyRIIIA 158 im Vergleich zu F/F
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gezeigt. Der Polymorphismus FcyRIIA 131 hatte in ihren Analysen keine Assoziation
oder signifikante Bedeutung. Kritsch zu betrachten sind bei all diesen Studien die
geringe Anzahl der in der jeweiligen Studie eingeschlossenen Patienten. Zudem
beschrankte sich keine der Studien in ihrer Analyse auf Patienten, die standardisiert

einheitlich in einer prospektiven Studie behandelt wurden.

Unsere Studie ist die erste, die sich auf eine einzige grof3e prospektive Studie stutzt;
die RICOVER-60 Therapiestudie [91]. Wir konnten keinen Einfluss des
Polymorphismus FcyRIIA 131 auf den Verlauf der Patienten im Therapiearm mit
alleiniger CHOP-Chemotherapie  oder dem  Rituximab-haltigen @ CHOP-
Chemotherapiearm sehen. Es zeigte sich jedoch bei Patienten mit Rituximab-haltiger
Chemotherapie, aber nicht bei alleiniger CHOP-Therapie, eine Interaktion des
Polymorphismus Fcy-RIIIA 158 F/F mit einem Trend in Richtung einer niedrigeren

Rate ereignisfreien Uberlebens und progressionsfreien Uberlebens.

Obwohl es sich hierbei bei weitem um die grof3te Studie zur Rolle der Fcy-Rezeptor
Polymorphismen bei dem diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphom handelt, konnte bei
den Unterschieden zwischen den Fcy-Rezeptor Polymorphismen keine Signifikanz
gezeigt werden. Ein Extrapolationsmodell hat zudem bestétigt, das dieses auch nicht
gezeigt worden ware, selbst wenn von allen 1222 Patienten mit einem diffusen
grof3zelligen B-Zell-Lymphom, die in der RICOVER-60 Studie behandelt wurden,
Proben verfigbar gewesen waren. Fur eine Power von 80% fur das
progressionsfreie Uberleben waren von 1100 Patienten-Proben noétig gewesen und
sogar 1600 Patienten-Proben fir eine Power von 80% fur das ereignisfreie
Uberleben. Dennoch war die Interaktion von Fcy-Rezeptor IIIA mit Rituximab-haltiger
CHOP-Chemotherapie fir das PFS und EFS relevant. Die beobachteten relativen
Risiken fir diese Interaktion war fur PFS 1,57 (p = 0,24) und far EFS 1,47 (p = 0,28)
(Tabelle 24, Seite 71).

Obwohl nicht signifikant, zeigen diese Analysen doch einen Trend in Richtung eines
ungunstigeren Verlaufs fur Trager mit FcyRIIIA 158 F/F unter der Rituximab-haltigen
Chemotherapie. Dies wurde &@hnlich zu unseren Daten auch kirzlich von Varoczy et
al. [122] beobachtet. Ein &hnlicher Trend wurde zudem in der koreanischen Studie
[58] bei den R-CHOP-behandelten Patienten berichtet. Die Unterschiede im Verlauf
der Patienten unserer Studie bezogen auf den Polymorphismus FcyRIIIA 158 hatten

keine Signifikanz, obwohl in unserer Studie eine erheblich hdhere Anzahl von
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Patienten eingeschlossen wurde. Dies konnte auch daran liegen, dass die
koreanischen Patienten drei-wochentlich Therapie erhielten im Vergleich mit unseren
Patienten, welche alle zwei-wdchentlich Rituximab erhielten. Die hoheren Rituximab-
Serumspiegel, welche bei der Applikation alle zwei Wochen erzielt werden [80],
heben mdglicherweise die Unterschiede in der Bindungsaffinitat der Fcy-Rezeptoren

auf.

In weiteren Analysen der Pharmakokinetik und Pharmakodynamik konnte ein
Einfluss des Geschlechtes auf den Rituximab-Abbau und die Serum-Elimination
identifiziert werden. Altere Frauen haben demnach eine signifikant verlangsamte
Clearance von Rituximab und damit eine langere Plasmaprasenz und langere
Wirkungszeit, wéhrend hierzu im Vergleich bei Mannern die Rituximab-Serum-
Clearance 1,5-fach gesteigert ist. Die Rituximab-Serum-Clearance ist umkehrt
proportional mit der Eliminationshalbwertzeit. So ist beim Mann die
Eliminationshalbwertzeit von Rituximab signifikant vermindert mit ti53 = 24,7 Tagen
im Vergleich zu der Eliminationshalbwertzeit bei Frauen mit ti,3 = 30,7 Tagen (p =
0,003) [80,93].

Unterschiede zwischen der koreanischen Studie und kaukasischen Bevolkerung in
unserer Studie sind vielfaltig, wobei auch bislang nicht identifizierte genetische
Unterschiede ebenfalls Einfluss haben kdnnen. In der Betrachtung der Studien, die
die Fcy-Rezeptor Polymorphismen bei Patienten, die mit monoklonalen Antikérpern
behandelt wurden, untersuchten, wird deutlich, dass die Interaktionen zwischen dem
Polymorphismus FcyRIIIA und dem Verlauf wiederholt beobachtet wurden, auch
wenn die Antikorpertherapie mit Chemotherapie kombiniert wurde. Fir den
Polymorphismus FcyRIIA 131 wurde keine Interaktion berichtet, wenn Rituximab mit

Chemotherapie kombiniert wird.
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5. Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass wir eine relevante Interaktion des
Polymorphismus FcyR IIIA 158 bei Rituximab-haltiger CHOP-Chemotherapie, jedoch
nicht bei alleiniger CHOP-Chemotherapie gefunden haben. Diese Daten wurden
hierbei an der gro3ten Studienpopulation von Patienten mit einem diffusen
grof3zelligen B-Zell Non-Hodgkin-Lymphom erhoben, welche einheitlich in der
RICOVER-60 Studie randomisiert und behandelt wurden. Ob sich diese relevante
Interaktion in signifikante Unterschiede im Verlauf von Patienten mit
unterschiedlichen FcyRIIIA Polymorphismen Ubersetzt, hdngt von mehreren Faktoren
ab, von denen nur wenige identifiziert werden konnten (auch aufgrund der

beobachteten Patientenzahlen).

Durch diese Interaktion zwischen den Polymorphismen von FcyRIIIA und Rituximab
eroffnen sich Moglichkeiten zur Entwicklung spezieller monoklonaler Antikorper,
welche diese Unterschiede bei der Bindung des Fc-Teil bericksichtigen und
uberwinden [70,79,108].

Als Alternative hierzu, bis neu entwickelte Antikorper vorliegen, besteht die
Mdoglichkeit, die bisherige etablierte Therapie weiter zu optimieren. Fir die optimale
Rituximab-Therapie und damit die optimale Therapie des diffusen grof3zelligen B-
Zell-Lymphoms ist auch ein besseres Verstdndnis der Zusammenhange der
Pharmakodynamik und der Pharmakokinetik notwendig. Auch die Einflussfaktoren
der Pharmakodynamik und der Pharmakokinetik koénnen hierbei indirekt eine
entscheidende Rolle spielen. Das detailllierte Wissen Uber Bindungsaffinitdten der
Immuntherapie konnte zuklnftig zu verschiedenen Dosierungen von Rituximab bei

verschiedene Lymphom-Histologien, dem Geschlecht und dem Genotyp fuhren [20].
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6. Anhang
6.1. Abklrzungsverzeichnis

aalPI altersadjustierter 1P| (age-adjusted |PI)

ADCC antikérperabhéngige zellvermittelte Zytotoxizitat (antibody-dependent cellular cytotoxicity)
BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit

CCs Klassifikation - Canadian Cardiovascular Society-Classification

CDC komplementabhéangige Zytolyse (Complement Dependent Cytolysis)
CHOP Cyclophosphamid, Hydroxydaunorubicin, Oncovin & Prednison

CD Oberflachenerkennungsmolekile (cluster of differentiation)

Cl Vertrauensbereich (confidence interval)

CLL chronisch lymphatische Leukamie

CR Komplette Remission (complete remission)

CRu Unbestéttigte komplette Remission (complete remission unconfirmed)

CT Computertomographie

DLBCL Diffuses groRzelliges B-Zell-Lymphom (diffuse large B-cell l[ymphoma)
DNA Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleic acid)

DSHNHL |Deutschen Studiengruppe fur Hochmaligne Non-Hodgkin-Lymphome
ECOG Eastern Cooperative Oncology Group performance status

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGFR Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor (epidermal growth factor receptor)
EF Ejektionsfraktion

EFS ereignisfreie Uberleben (Event Free Survival)

Fab Antigenbindungsdoméne (Eragment antigen binding)

FDA US-Bundesgesundheitsbehérde (U.S. Food and Drug Administration)
FEV1 Einsekundenkapazitat (Eorced Expiratory Pressure in 1 Second)

Fc kristallisierbares Fragment (crystallisable fragment)

FcyR Ec-Gamma-Rezeptor (auch FCGR)

FFS Uberleben ohne Therapieversagen (failure-free survival)

FS fraktionelle Faserverkirzung (fractional shortening)

GELA Franzdsische Lymphom-Studiengruppe (Groupe d’Etude des Lymphomes de I'Adulte)
G-CSF Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor (Granulocyte-Colony Stimulating Eactor)
GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase

y-GT Gamma-Glutamyl-Transferase

HAMA menschlicher Anti-Maus Antikdrper (human anti mouse antibody)

HIV Humane Immundefizienz-Virus (human immunodeficiency virus)

Ig Immunglobulin

IgG Immunglobulin-Gamma

IMISE Institut fir medizinische Informatik, Statistik und Epidemiologie

IPI Internationaler Prognostischer Index
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ITAM Immunrezeptor Tyrosin-basiertes aktivierendes Motiv (immunoreceptor tyrosine-based
activation motif)

ITIM Immunrezeptor Tyrosin-basiertes inhibierendes Motiv (immunoreceptor tyrosine-based
inhibition_motif)

V. intravenos

kDa Kilodalton

KOF Korperoberflache

LDH Laktat-Dehydrogenase

MRNA Boten-RNA (messenger RNA)

MGB Bindung in der kleinen Drehung (minor groove binder)

MInT Therapiestudie der MabThera International Trial Gruppe

MTD maximaler Lymphomdurchmesser (maximum tumour diameter)

NHL Nicht-Hodgkin-Lymphom (Non-Hodgkin-Lymphoma)

NYHA Herzinsuffizienz Klassifikation - New York Heart Association Classification

NCBI National Center for Biotechnology Information

ONB oberhalb des Normbereich

oS Gesamtuberleben (overall survival)

ORR Gesamtansprechrate (Overall Response Rate)

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

PFS Progressionsfreie Uberleben (Progression free survival)

p.o. peroral

RA rheumatoide Arthritis

RNA Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

SNP Einzelnukleotid-Polymorphismus (single nucleotid polymorphism)

slg Oberflachen-Immunglobuline (surface immunoglobulin)

WHO Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization)
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