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1. Einleitung 
 

1.1 Monoklonale Antikörper in der Tumortherapie 

Antikörper sind ein wichtiger Bestandteil des Immunsystems.1 Im menschlichen Organismus 

werden die auch als Immunglobuline bezeichneten Proteine in Plasmazellen gebildet und 

können in fünf unterschiedlichen Formen (Isotypen) vorkommen: 

IgA (Subklasse IgA1 und IgA2), 

IgD, 

IgE, 

IgG (Subklasse IgG1, IgG2, IgG3 und IgG4) und 

IgM2, 

wobei in immuntherapeutischen Anwendungen vor allem der IgG-Isotyp Verwendung findet. 

Die Entwicklung diverser monoklonaler Antikörper bzw. Antikörperprodukte als auch die 

Forschung an alternativen Antikörperisotypen wie IgA2 zur zielgerichteten Therapie 

unterschiedlichster Erkrankungen hat im Laufe der letzten Jahre immens zugenommen. 

Neben der chirurgischen Entfernung, Chemo- und Strahlentherapie stellt die 

antikörperbasierte Immuntherapie eine wichtige Säule in der Bekämpfung von 

Tumorerkrankungen dar. 

 

1.1.1 Entwicklung von therapeutischen Antikörpern 

Angefangen im Jahr 1986 mit Muromonab-CD3 (OKT3, Abbildung 1), einem murinen gegen 

humanes CD3 gerichteten monoklonalen Antikörper, der zur selektiven Depletion von T-Zellen 

bei akuten Transplantationsreaktionen führt, wurde im Jahr 2021 das 100. Antikörperprodukt 

von der Food and Drug Administration (FDA) zugelassen.3 Neben den traditionellen, nicht-

modifizierten Antikörpern kommen mittlerweile auch modifizierte Formate wie bispezifische 

Antikörper, Antikörper-Toxin-Konjugate oder auch Antikörperfragmente zum Einsatz.3 
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Mit der Einführung der Hybridomtechnik von Köhler und Milstein im Jahr 1975 wurde der 

Grundstein der Antikörperproduktion gelegt.4 Dabei wurden Mäuse mit Zielstrukturen 

(Antigenen) immunisiert, so dass eine Immunantwort induziert wird und die murinen B-Zellen 

Antikörper gegen die Antigene bilden. Nach Entnahme der Maus-Splenozyten und der 

anschließenden Fusion mit einer Myelomzelllinie (Generierung einer hybriden Zelllinie = 

Hybridom) kann die Produktion großer Mengen an identischen Antikörpern ermöglicht 

werden.4 Nachteile der dadurch entstehenden vollständig murinen Antikörper, wie 

beispielsweise Muromonab-CD3, sind die zunehmende Immunogenität im Menschen5 und die 

geringe Effektivität durch eine verminderte Interaktion mit humanen Fc-Rezeptoren.6 Aus 

diesem Grund wurden chimäre Antikörper entwickelt, die eine humane konstante Region und 

eine murine variable Region besitzen.7 Der erste von der FDA zugelassene chimäre Antikörper 

im Jahr 1994 war Abciximab, ein anti-GPIIb/IIIa Antigen-bindendes Fragment (Fab) zur 

Inhibition der Thrombozytenaggregation in kardiovaskulären Erkrankungen.8 Kurze Zeit später 

(1997) kam mit Rituximab, einem CD20-gerichteten chimären Antikörper zur Behandlung von 

non-Hodgkin-Lymphomen, der erste Antikörper mit onkologischer Indikation auf den Markt.9 

Ein weiterer Fortschritt, der die Zulassungen therapeutischer Antikörper beschleunigte, war 

die Entwicklung humanisierter Antikörper durch die CDR-Transplantation (CDR = 

complenentary determining region).10 Hierbei befinden sich lediglich nicht-humane CDR-

Sequenzen in einem ansonsten humanen Antikörper. Dies ermöglicht eine hohe 

Zielantigenspezifität und eine ausgeprägte Effektivität im Menschen mit minimaler 

Immunogenität aufgrund des humanen Anteils.10 Der erste humanisierte Antikörper, 

Daclizumab, wurde ebenfalls 1997 von der FDA zugelassen und wird als anti-IL-2-Rezeptor 

Antikörper zur Prävention von Transplantationsreaktionen eingesetzt.11 

Vollständig humane Antikörper konnten erstmals mit der Phagen-Display-Technologie 

generiert werden. Diese wurde im Jahr 1990 von Sir Gregory P. Winter entwickelt.12 Durch das 

Einbringen eines exogenen Gens (z. B. eines humanen Gens kodierend für einen Antikörper) 

in einen Bakteriophagen kommt es zur Präsentation des Genproduktes, fusioniert an 

Mantelproteine des Bakteriophagen, auf der Oberfläche und bedingt somit die Ermittlung 

spezifischer Bindungspartner im Biopanning-Prozess.13 Adalimumab, ein Antikörper gegen 

den Tumor-Nekrose-Faktor α (TNFα) zur Therapie von rheumatoider Arthritis,14 war der erste 

vollständig humane Antikörper, der 2002 von der FDA zugelassen wurde.  
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Eine weitere Möglichkeit zur Generierung humaner Antikörper ist die Immunisierung 

transgener Tiere. Hierfür können beispielsweise die Mauslinien HuMabMouse und 

XenoMouse herangezogen werden.15,16 Bei den genetisch modifizierten Tieren sind die 

endogenen Sequenzen kodierend für speziesspezifische Immunglobuline mit den humanen 

Immunglobulin-kodierenden Genen ausgetauscht.17 Panitumumab, ein EGFR-gerichteter 

Antikörper zur Therapie des kolorektalen Karzinoms, war hierbei der erste zugelassene (2006) 

humane Antikörper, der in transgenen Tieren produziert wurde.18,19 

 

Abbildung 1: Entwicklung traditioneller monoklonaler Antikörper mit Beispielen im zeitlichen Verlauf. 
Der erste murine therapeutische Antikörper (Muromonab-CD3) wurde 1986 zugelassen. Es folgte die Entwicklung chimärer 

Antikörper mit Abciximab als erster zugelassener Antikörper mit murinen variable Regionen und humanen konstanten 

Anteilen. Rituximab, ebenfalls ein chimärer Antikörper, war der erste Antikörper zur Therapie von onkologischen Erkrankungen 

(zugelassen 1997). Im selben Jahr erschien bereits der erste humanisierte Antikörper (Daclizumab), der nur noch murine CDR 

inkludierte. Im Jahr 2002 kam mit Adalimumab der erste komplett humane Antikörper auf den Markt (erstellt mit der Phagen-

Display-Methode). Der ebenfalls zu den humanen Antikörpern zählende Panitumumab konnte 2006 zugelassen werden und 

wurde in transgenen Tieren produziert. 

 

In der Bekämpfung von Tumoren stellt die Tumorimmuntherapie, im Vergleich zur Chemo- 

oder Strahlentherapie, eine sehr zielgerichtete Behandlungsmethode dar. Mit 41 

zugelassenen Tumor-gerichteten Antikörpern (Stand 2021) können diverse Tumor-

erkrankungen therapiert werden.3  
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Nach der Zulassung von Rituximab als erstem tumorspezifischen Antikörper9 folgten mit 

Trastuzumab (1998, anti-HER2-NEU, Mamma-karzinom), Cetuximab (2004, anti-EGFR, 

Kolonkarzinom), Panitumumab (2006, anti-EGFR, Kolonkarzinom), Ofatumumab (2009, anti-

CD20, chronische lymphatische Leukämie), Ipilimumab (2011, anti-CTLA-4, metastasierendes 

Melanom), Pertuzumab (2012, anti-HER2-NEU, Mammakarzinom), Obinutuzumab (2013, anti-

CD20, chronische lymphatische Leukämie) und Daratumumab (2016, anti-CD38, Multiples 

Myelom)20 weitere wichtige Vertreter in der Therapie von soliden und hämatologischen 

Tumorerkrankungen. 

 

1.1.2 Antikörper des IgG- und IgA-Isotyps 

Antikörper der Klasse IgG sind die vorherrschenden Immunglobuline im Serum und besitzen 

mit Serumhalbwertszeiten zwischen ca. 7 Tagen (IgG3) und ca. 21 Tagen (IgG1, IgG2 und 

IgG4)21 die längste Halbwertszeit aller Isotypen. Die lange Halbwertszeit der IgG1-, IgG2- und 

IgG4-Moleküle wird vor allem durch die Bindung an den sogenannten neonatalen Fc-Rezeptor 

(FcRn) bedingt, der zu einem Recycling der Antikörper führt.22–24  

Die Induktion der Effektorfunktionen unterscheidet sich ebenfalls innerhalb der Subklassen. 

So ist das Immunglobulin G4 als einziger Vertreter der IgG-Moleküle nicht in der Lage das 

Komplementsystem zu aktivieren. Zusätzlich unterscheiden sich die Affinitäten der IgGs zu 

den drei IgG-bindenden Fc-Rezeptoren FcγRI (CD64), FcγRII (CD32) und FcγRIII (CD16): 

während IgG1 und IgG3 an alle drei Fcγ-Rezeptoren binden, interagiert IgG4 mit FcγRI, jedoch 

nur schwach mit FcγRII und FcγRIII, und IgG2-Moleküle lediglich mit FcγRII.25,26  

Aufgrund ihrer langen Halbwertszeit werden IgG-Moleküle, vor allem IgG1 für die Induktion 

von Effektorfunktionen und IgG2, sofern keine Immunzellrekrutierung gewünscht ist, 

vorzugsweise in immuntherapeutischen Anwendungen eingesetzt.27  

Das Immunglobulin A ist nach IgG am zweitstärksten im Serum vertreten28 und der 

vorherrschende Antikörper auf Schleimhäuten und in Sekreten, wie z. B. dem Speichel oder 

der Muttermilch.29 Während bis zu 90 % des im Serum befindlichen IgA die Subklasse IgA1 

ausmacht, kommen auf den Schleimhäuten überwiegend IgA2-Moleküle vor, die dort eine 

essentielle Rolle in der initialen Abwehr von Pathogenen übernehmen.  
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Der strukturelle Unterschied zwischen IgA1 und IgA2 liegt vor allem in der Gelenkregion. Diese 

ist bei IgA1 doppelt so lang wie bei IgA2. Serumbeständiges IgA1 kommt vorzugsweise als 

Monomer, das Schleimhaut-IgA2 als sekretorisches Dimer (sIgA) vor.25 Dabei wird die 

Ausbildung von sekretorischen Dimeren durch das Vorhandensein der kurzen C-terminalen 

Peptidkette, dem tailpiece, an der CH3-Domäne begünstigt, an das die J-Kette (engl. joining 

chain) kovalent über Disulfidbrücken (Cystein Position 471) bindet.25,30,31 Über den Prozess der 

Transzytose werden die dimeren IgA-Moleküle nach Bindung der J-Kette an den sogenannten 

Immunglobulinpolymerrezeptor (engl. polymeric immunoglobulin receptor, pIgR) auf der 

basolateralen Seite von Epithelzellen durch diese transportiert und ins Lumen als sIgA 

sekretiert. Das sIgA beinhaltet neben der J-Kette eine sekretorische Komponente (engl. 

secretory component, SC), die ein abgespaltenes Fragment des pIgR ist und überwiegend der 

Stabilität dient.32,33  

Neben dem pIgR wurden weitere IgA-bindende Rezeptoren, wie dem Asialoglyko-

proteinrezeptor, der die Zuckerstrukturen auf IgA-Molekülen erkennt und die Internalisierung 

in Hepatozyten induziert34, oder dem auf myeloischen Zellen exprimierten Fcα-Rezeptor I 

(CD89), der zu einer Aktivierung der Immunzellen führt, identifiziert. Obwohl alle IgA-Formen 

Liganden des CD89 sind, binden freie IgA-Monomere bzw. Dimere nur moderat, während im 

Vergleich dazu IgA-Immunkomplexe eine starke Interaktion aufzeigen. Die Bindung des sIgA 

an CD89 ist aufgrund der sekretorischen Komponente sterisch gehemmt, jedoch soll die 

Bindungskapazität erhöht werden können, sobald der Komplement Rezeptor 3 als Co-

Rezeptor fungiert.35  

 

1.1.2.1 Aufbau von IgG1- und IgA2-Antikörpern 

Antikörper können je nach Antikörperklasse als Monomere (IgA, IgD, IgE und IgG), Dimere 

(IgA) oder Pentamere (IgM) vorliegen.25,36 Im Rahmen der Arbeit wurden therapeutische IgG, 

vor allem IgG1-, als auch IgA2-Antikörpermonomere eingesetzt, wobei die IgA2-Moleküle in 

einer optimierten Variante (IgA2.0) vorlagen, die eine verlängerte Serumhalbwertszeit im 

Vergleich zur Wildtypvariante aufzeigt.37 

Ein IgG1- oder IgA2-Antikörpermonomer besteht aus zwei identischen schweren Ketten (engl. 

heavy chain, HC) und zwei gleichen leichten Ketten (engl. light chain, LC) der Typen κ oder λ. 
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Jede Kette beinhaltet dabei eine N-terminale variable (engl. variable, V) Region und eine (bei 

der LC) oder mehrere (bei der HC) konstante (engl. constant, C) C-terminale Regionen.38 Die 

Größe einer konstanten oder variablen Domäne liegt bei 110 bis 130 Aminosäuren und einer 

molekularen Masse von ca. 12 – 13 kDa. Es resultieren folglich Massen von durchschnittlich 

25 kDa für eine leichte Kette (VL + CL) und ca. 55 kDa für eine schwere Kette mit drei 

konstanten Domänen (VH + CH1, CH2 und CH3).25 

Die Zusammenlagerung einer schweren Kette mit einer leichten Kette wird als Heterodimer 

(H1L1) bezeichnet, wobei die Ausbildung weiterer Disulfidbrücken in der Gelenkregion 

(Verbindung zwischen CH1 und CH2) die Bildung des charakteristischen Y-förmigen Antikörpers 

begünstigt.25,39  

Grundlegende strukturelle Unterschiede zwischen IgG1- und IgA2-Monomeren sind sowohl 

die kurze C-terminale Peptidsequenz an der CH3-Domäne bei IgA2-Molekülen, dem tailpiece25, 

als auch unterschiedliche Glykosylierungen.36 Zudem existieren drei IgA2-Alloformen: 

IgA2m(1), IgA2m(2) und dem weniger charakterisierten IgA2(n)40, wobei Strukturanalysen 

zeigten, dass sich bei der IgA2m(1)-Alloform überwiegend eine T-förmige Struktur ausbildet.41 

Untereinander unterscheiden sich die IgA2-Alloformen ebenfalls geringfügig. Die leichten 

Ketten beim IgA2m(1) sind im Gegensatz zum IgA2m(2) kovalent über eine Disulfidbrücke 

miteinander verbunden. Zusätzlich besitzen IgA2m(2) bzw. IgA2(n) eine weitere N-

Glykosylierungsstelle an Position 211.41  

Die in silico generierte IgA2.0-Variante basiert auf der IgA2m(1)-Alloform, die jedoch diverse 

Mutationen trägt. In dem IgA2.0-Molekül wurden zwei Asparaginreste (N166, N337) und zwei 

Cysteinreste (C311, C472) deletiert, als auch das Prolin an Position 221 mit Arginin 

ausgetauscht, so dass weniger N-Glykosylierungsstellen vorliegen und es zu einer 

stabilisierten Verbindung zwischen der leichten und schweren Kette kommt. Zudem reduziert 

die Deletion des Cysteins an Position 472, das im tailpiece liegt, die Ausbildung von dimeren 

IgA2-Molekülen.37  

Der schematische Aufbau von IgG1-, IgA2m(1)-, IgA2m(2)- und IgA2.0-Antikörpermonomeren 

ist in Abbildung 2 dargestellt. 
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Funktionell lässt sich der Antikörper in zwei Fragmente unterteilen: die zwei identischen Fab-

Fragmente und das Fc-Fragment. Durch ein Fab-Fragment (engl. fragment of antigen binding) 

kommt es zur Antigenbindung über die dort beinhalteten hypervariablen Regionen (CDR). 

Diese bindenden Bereiche des Antikörpers werden Paratope genannt, während der 

komplementäre Bindungsbereich des Antigens als Epitop bezeichnet wird.25 Im Gegensatz 

dazu ist das Fc-Fragment (engl. fragment crystallizable) für die Induktion von 

Effektorfunktionen, genauer gesagt: die Interaktion zwischen Antikörper und Effektorzellen 

über Fc-Rezeptoren oder der Aktivierung des Komplementsystems, verantwortlich. Des 

Weiteren wird der Antikörperisotyp durch den konstanten Fc-Teil determiniert.25  

 

Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines IgG1 und monomere IgA2m(1)-, IgA2m(2)- und IgA2.0-Antikörper.  
Das Antikörpermonomer setzt sich aus zwei jeweils identischen schweren (türkis bei IgG1 oder blau bei IgA2) und zwei leichten 
(grau) Ketten zusammen. Dabei besitzen beide Ketten jeweils eine variable Region (VH & VL) und eine (CL) bzw. drei (CH1-CH3) 
konstante Domänen. Die Verknüpfung beider Heterodimere erfolgt über die Gelenkregion. Bindungen des Antigens erfolgen 
über das Fab-Fragment, während der Fc-Teil die Induktion von Effektorfunktionen begünstigt. Bis auf bei IgA2m(1) sind alle 
leichten Ketten kovalent mit der schweren Kette verbunden. Eine N-Glykosylierung liegt beim IgG1 an der Position 297 vor. 
Die Asparaginreste N166, N263, N337, N459 sind beim IgA2m(1) glykosyliert. Zusätzlich besitzt die IgA2m(2)-Alloform eine  
Abb. 2 ff. 

F c
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weitere Glykosylierungsstelle an Position N211. Bei der IgA2.0-Variante liegen nur zwei Glykosylierungsstellen und auch eine 
kovalente Verbindung der leichten und schweren Kette im Vergleich zu IgA2m(1) vor. 
 

1.1.3 Wirkmechanismen monoklonaler Antikörper 

Monoklonale Antikörper können auf diverse Arten wirken, die sich formal in Fab- und Fc-

vermittelte Effekte einteilen lassen. Dabei beeinflusst vor allem die Biologie des ange-

steuerten Tumorzielantigens den Wirkmechanismus des Antikörpers.42 

Bei den Fab-vermittelten oder direkten Effekten kann es nach Bindung des Antikörpers an das 

Antigen auf der Tumorzelle zur Induktion des programmierten Zelltods (Apoptose) oder zu 

einer Blockade von Signalwegen, die Zellproliferation bewirken, kommen. Dies ist unter 

anderem bei dem häufig auf soliden Tumoren überexprimiertem epidermalen Wachstums-

faktorrezeptor (engl. epidermal growth factor receptor, EGFR) der Fall.  

Cetuximab und Panitumumab, zwei gegen den EGFR gerichteten monoklonale Antikörper, 

binden an das Epitop des natürlichen Liganden EGF und verhindern somit die Rezeptor-

Liganden-Interaktion. Es resultiert folglich ein Proliferationsarrest der Tumorzelle durch die 

Blockade der Signaltransduktion und damit einhergehend die Induktion von Apoptose.43  

Ein häufig auf hämatologischen Tumoren überexprimiertes Antigen ist CD20, das 

beispielsweise mit den Antikörpern Rituximab oder Obinutuzumab angesteuert wird.44 

Rituximab kann nach Bindung unter anderem zu einer Inhibition von anti-apoptotischen 

Signalwegen führen und somit die Tumorzelle abtöten.45 Durch die Bindung von 

Obinutuzumab kommt es zur Reorganisation des Zytoskeletts und folglich der Induktion des 

Lysosomen-abhängigen Zelltods.46  

Neben CD20 sind weitere Zielstrukturen, wie z. B. CD38, auf einer Vielzahl hämatologischer 

Tumoren exprimiert. Der gegen das Oberflächenprotein CD38 gerichtete monoklonale 

Antikörper Daratumumab ist in der Lage die Tumorzelle beispielsweise über den pro-

grammierten Zelltod durch die Fcγ-Rezeptor-vermittelte Kreuzvernetzung bei malignen 

Plasmazellen zu induzieren.47,48  

In Abbildung 3 sind die direkten Fab-vermittelten Effekte grafisch zusammengefasst. 
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Abbildung 3: Direkte, Fab-vermittelte Effekte monoklonaler Antikörper in der Tumorimmuntherapie. 
Zu den direkten Effekten monoklonaler Antikörper zählen die Blockade von Wachstumsfaktoren und der damit 
einhergehenden Proliferationsinhibition der Tumorzelle. Des Weiteren können therapeutische Antikörper durch die Bindung 
bestimmter Tumorantigene den programmierten Zelltod induzieren.  

 

Neben den direkten Effekten spielen die indirekten, Fc-vermittelten Wirkmechanismen eine 

wichtige Rolle in der Tumorimmuntherapie. Hierbei kommt es zur Induktion der komplement-

abhängigen Zytotoxizität (engl. complement dependent cytotoxicity, CDC), der antikörper-

abhängigen zellvermittelten Phagozytose (engl. antibody dependent cellular phagocytosis, 

ADCP) oder der antikörperabhängigen zellvermittelten Zytotoxizität (engl. antibody 

dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC). 

Die Aktivierung des Komplementsystems kann in einer direkten Tumorzelllyse resultieren.49,50 

IgG1- und IgG3-Antikörper, gegen beispielsweise CD2051, sind potente Aktivatoren des 

Komplementsystems. Nach Ausbildung des Antikörper-Antigen-Komplexes kommt es zur 

Bindung der Komplementkomponente 1q (engl. complement component 1q, C1q) an den Fc-

Teil der Antikörper. Es resultiert die Induktion der Komplementkaskade mit anschließender 

Formation des Membran-Attackierungs-Komplexes, der zu einer Tumorzelllyse führt.49,52  

Eine Interaktion der Fc-Teile mit aktivierenden Fc-Rezeptoren auf Immunzellen kann zur 

antikörperabhängigen zellvermittelten Phagozytose bzw. Zytotoxizität führen.53 Hierbei 

werden vor allem Makrophagen, Monozyten, Neutrophile als auch NK-Zellen rekrutiert.54,55  
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Während NK-Zellen als aktivierenden Fc-Rezeptor lediglich den IgG-bindenden FcγRIIIa 

(CD16a) exprimieren, kommen auf den myeloischen Zellen (hier Monozyten, Makrophagen, 

Neutrophile) die aktivierenden, IgG-bindenden Fc-Rezeptoren FcγRI (CD64), FcγRIIa (CD32a) 

und der IgA-bindende FcαRI (CD89) vor. Makrophagen besitzen zusätzlich FcγRIIIa. Auch eine 

Inhibition von Immunzellen kann über Fc-Rezeptoren erfolgen: so wird der inhibitorische 

Rezeptor FcγRIIb (CD32b) zur Bindung von IgG-Molekülen auf Monozyten und Makrophagen 

exprimiert. Des Weiteren wird der sogenannte decoy-Rezeptor FcγRIIIb (CD16b, ebenfalls IgG-

bindend), der keine intrazelluläre Signalkaskade induziert, auf Neutrophilen exprimiert.56 

Die intrazelluläre Signaltransduktion zur Aktivierung von Effektorzellen erfolgt durch ITAMs 

(engl. Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) bzw. über ITIMs (engl. 

Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif) bei der Inhibition.57 Nach Bindung der 

Antikörper mit dem Fc-Teil an aktivierende Fc-Rezeptoren kommt es zur Aktivierung der 

assoziierten Src-Kinasen Lyn bzw. Fyn mit einer anschließenden Phosphorylierung zweier 

konservierter Tyrosinreste. Es folgt die Rekrutierung und Aktivierung der Syk-Kinase über die 

SH2-Domäne, wodurch die Phosphorylierung zellspezifischer Substrate wie Phosphatidyl-

inositol 3-Kinasen (PI 3-K), Phospholipasen Cγ (PLCγ) und LAT (engl. linker for activation of T 

cells) begünstigt wird.57 

Die zur Abtötung von Tumorzellen zugrundeliegenden Mechanismen unterscheiden sich je 

nach Effektorzellpopulation. Während Makrophagen die Tumorzellen nach Rekrutierung über 

aktivierende Fc-Rezeptoren phagozytieren58,59, können Neutrophile die maligne Zelle über die 

sogenannte Trogoptose eliminieren. Hierbei werden Fragmente aus der Tumorzellmembran 

durch die Phagozyten über einen aktiven Membranaustausch entfernt, bis diese ihre Integrität 

verliert und die Tumorzelle abstirbt.60,61 Im Gegensatz zu den Neutrophilen setzen NK-Zellen 

nach antikörpervermittelter Aktivierung zytotoxische Moleküle wie Perforine und Granzyme 

frei, die zu einer Lyse der Tumorzelle führt.62  

Die Induktion der antikörperabhängigen zellvermittelten Phagozytose über Makrophagen 

konnte für IgG-Antikörper gegen den EGF-Rezeptor auf soliden Tumorzellen63 und gegen 

CD2045 oder CD3864 auf hämatoonkologischen Zellen gezeigt werden. Neben der ADCP ist die 

Induktion der ADCC ein wichtiger Wirkmechanismus in der Tumorimmuntherapie.65 

Neutrophile sind in der Lage solide als auch hämatologische Tumorzellen durch ADCC zu töten.  
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Unter Einsatz der EGFR-gerichteten Antikörper Cetuximab (IgG1) oder Panitumumab (IgG2) 

lassen sich solide Tumorzellen eliminieren, wobei die IgG2-Moleküle stärkere Effekte 

induzieren.66 Obwohl IgA-Moleküle klinisch noch nicht eingesetzt werden, konnten Valerius et 

al. erstmals zeigen, dass die Aktivierung des IgA-bindenden Rezeptors FcαRI zu einer 

Neutrophilen-vermittelten Eliminierung von Tumorzellen führt.67 Ein Isotypwechsel von 

Cetuximab zu Cetuximab-IgA2 führte im Vergleich zu IgG-Molekülen zu einer effektiveren 

Aktivierung von Neutrophilen in vitro.68 Auch in in vivo-Versuchen konnten EGFR-gerichtete 

IgA2-Moleküle eine effektive Reduktion der Tumorzelllast bewirken.69  

Obwohl die präklinischen Daten vielversprechende Erfolge erzielten, haben IgA-Moleküle im 

Gegensatz zu IgG-Antikörpern bis zum heutigen Tag noch keinen therapeutischen Einsatz. Dies 

liegt unter anderem an der kurzen Serumhalbwertszeit des IgA1 und IgA2.70 Eine Fc-optimierte 

IgA2-Variante des EGFR-gerichteten Antikörpers Cetuximab konnte jedoch eine verbesserte 

Pharmakokinetik im Vergleich zur Wildtypvariante erzielen.37 Neben EGFR als Zielstruktur 

lassen sich unter anderem ebenfalls HER2 auf Mammakarzinomzellen mittels Trastuzumab71, 

CD20 bei lymphatischen und leukämischen Tumorzellen über Rituximab, Ofatumumab bzw. 

Obinutuzumab72 oder MHC Klasse II-Moleküle73 auf Lymphomzellen ansteuern. Auch hier 

zeigte sich, dass IgA-Moleküle den IgG-Molekülen in der Neutrophilen-vermittelten Lyse in 

vitro überlegen waren.71,74,75 Aus aktuellen Studien ging zudem hervor, dass IgA-Varianten der 

CD20 bindenden Antikörper Rituximab, Ofatumumab und Obinutuzumab ebenfalls 

Makrophagen zur effektiven Phagozytose von hämatologischen Tumorzellen rekrutieren.76 

Neben den Neutrophilen sind NK-Zellen in der Lage Tumorzellen über die ADCC zu eliminieren. 

Es wurde beobachtet, dass der Einsatz von EGFR-gerichteten Antikörpern zur Aktivierung von 

NK-Zellen gegen solide Tumorzellen führt.77,78 Zudem konnten auch HER2-exprimierende 

Mammakarzinomzellen selektiv über eine NK-Zell-vermittelte ADCC eliminiert werden.79 Im 

hämatoonkologischen Bereich lassen sich beispielsweise Lymphomzellen über CD20-

gerichtete Antikörper80 durch NK-Zellen abtöten. 

Eine Induktion der ADCC der meisten zytotoxischen T-Zellen lässt sich im Vergleich zu NK-

Zellen oder Neutrophilen nur schlecht über Fc-Rezeptoren verwirklichen. Lediglich die 

Subpopulation Vδ2 der γδ-T-Zellen weist mit dem FcγRIIIa einen aktivierenden Fc-Rezeptor 

auf der Oberfläche auf und kann somit vom Einsatz eines therapeutischen IgG1 profitieren.81 

Durch die Entwicklung des CD19xCD3 bispezifischen Antikörpers Blinatumomab lassen sich 
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jedoch alle T-Zellen über den T-Zell-Rezeptor aktivieren, so dass eine Bekämpfung von 

lymphatischen und leukämischen Tumorzellen stattfindet.82 

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Fc-vermittelten Effekte zur Bekämpfung von 

Tumorzellen sind in Abbildung 4 grafisch zusammengefasst. 

 

 

Abbildung 4:Indirekte, Fc-vermittelte Effekte monoklonaler Antikörper in der Tumorimmuntherapie. 
Zu den Fc-vermittelten Effektormechanismen zählen die komplementabhängige Zytotoxizität (CDC), die antikörperabhängige 

zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC) und die antikörperabhängige zellvermittelte Phagozytose (ADCP). Bei der CDC kommt es 

nach Bindung des Antikörpers an das Tumorantigen zur Rekrutierung und Bindung des Komplementinitiatorproteins C1q. Die 

darauffolgende Induktion der Komplementkaskade mündet in der Formation des Membran-Attackierung-Komplexes, durch 

den die Tumorzelle lysiert wird. Eine ADCC kann beispielsweise über NK-Zellen oder myeloische Zellen wie Neutrophile erfolgen. 

Nach Bindung des Antikörpers an die Tumorzelle interagiert dieser mit einem aktivierenden Fc-Rezeptor (FcR) auf der 

Effektorzelle und begünstigt somit die Abtötung der Tumorzelle. Dabei setzen NK-Zellen zytotoxische Granula frei, während 

Neutrophile die Zielzelle über den Mechanismus der Trogoptose lysieren. Makrophagen sind in der Lage die Tumorzelle nach 

Aktivierung über therapeutische Antikörper zu phagozytieren (ADCP). 
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1.2 Zielstrukturen auf Tumorzellen 

Therapeutische Antikörper können unterschiedlichste Antigene auf diversen Tumorentitäten 

ansteuern.42 Es eignen sich besonders Zielstrukturen, die konsistent und in einer ange-

messenen Dichte auf der Tumorzelle exprimiert vorliegen. Im Gegensatz dazu sollte die 

Expression auf gesunden Körperzellen limitiert sein. Um ein frühes Abfangen der Antikörper 

zu verhindern, sollte zudem möglichst wenig an freiem/löslichem Tumorantigen existieren.77 

Je nach Wirkmechanismus ist eine schnelle Internalisierung der Antigene im Komplex mit dem 

therapeutischen Antikörper von Vorteil (z. B. bei der Verwendung von Antikörper-Toxin-

Konjugaten) oder von Nachteil, sofern Fc-vermittelte Effekte angestrebt werden.42 

Prominente Zielstrukturen auf soliden Tumoren sind Wachstumsfaktorrezeptoren wie der 

EGF-Rezeptor oder HER2.83,84 Im hämatoonkologischen Bereich werden oftmals cluster of 

differentiation (CD) Oberflächenproteine wie CD19, CD20, CD38 oder CD52 angesteuert.85–88 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden monoklonale Antikörper eingesetzt, die gegen den EGF-

Rezeptor oder CD38 gerichtet sind. 

 

1.2.1 Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) 

Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor, auch ErbB1 genannt, wird auf gesunden, nicht-

malignen Körperzellen insbesondere in der Haut, dem Atmungssystem und im Gastrointest-

inaltrakt exprimiert89 und ist in vielen epithelialen Tumoren wie Brust-, Lungen-, Kolon-, 

Plattenepithel- oder Kopf-Hals-Karzinomen stark überexprimiert.90,91 Eine Hyperaktivierung 

des Rezeptors, hervorgerufen durch eine Überexpression, Liganden-unabhängige Aktivierung 

bei mutierten Rezeptoren, autokrine Aktivierung bei Ligandenüberschuss oder eine Liganden-

unabhängige Aktivierung durch andere Rezeptorsysteme wie dem Urokinase-Plasminogen-

Rezeptor, kann das onkologische Potential steigern.92 

Strukturell besteht der EGF-Rezeptor (Typ I-Transmembranprotein) aus einem extrazellulären 

Teil (unterteilt in vier Domänen) zur Ligandenbindung, einer Transmembrandomäne und einer 

zytoplasmatischen Tyrosinkinasedomäne für die intrazelluläre Signaltransduktion (Abbildung 

5 in Kapitel 1.2.2). Nach Bindung des epidermalen Wachstumsfaktors kann eine Homo- oder 

Heterodimerisierung des Rezeptors mit anderen Mitgliedern der ErbB-Familie wie ErbB2 oder 

ErbB3 erfolgen und dadurch eine Aktivierung der Tyrosinkinasedomäne hervorrufen. 
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Es resultiert die Phosphorylierung intrazellulärer Proteine verschiedener Signalwege: dem 

Ras-Raf-MAP-Kinase-Signalweg, dem Phosphatidylinositol 3-Kinase-Signalweg oder dem 

Jak/Stat bzw. Proteinkinase C-Signalweg mit einer anschließenden Modulation diverser 

Genexpressionen.93  

Ansätze für EGFR-gerichtete Therapieformen in der Tumortherapie sind beispielsweise die 

Inhibition der Rezeptor-Tyrosinkinasedomäne oder die Verwendung monoklonaler EGFR-

gerichteter Antikörper.94 Die wichtigsten Vertreter der therapeutischen Antikörper stellen 

hierbei Cetuximab und Panitumumab dar. Untersuchungen zeigten, dass sich die Epitope 

beider Antikörper überlappen und in der EGFR-Domäne III liegen, wobei beide Antikörper in 

der Lage sind eine Interaktion der Liganden mit dem Rezeptor zu verhindern.95–98 

Neben der Blockade einer Interaktion mit den natürlichen Liganden und folglich die 

Unterbindung der Signaltransduktion99, als auch der Induktion einer Internalisierung des 

Rezeptors91,100, können die Antikörper indirekte Effekte über den Fc-Teil (z. B. ADCC) 

vermitteln.101 

 

1.2.2 Das Ektoenzym CD38 

Das Oberflächenprotein CD38 kommt auf Lymphozyten wie T-, B- bzw. NK-Zellen und 

myeloische Zellen wie Neutrophilen oder Monozyten (jedoch nicht auf Makrophagen), aber 

auch in nicht-hämatologischen Zellen vor.102 Eine Überexpression von CD38 ist oftmals mit 

einer Vielzahl von Erkrankungen, z. B. Tumorerkrankungen, assoziiert. 

Zu diesen zählen Leukämien wie die chronisch lymphatische Leukämie103, akute lymphatische 

Leukämie104, NK-Zell-Leukämie105, akute myeloische Leukämie106 und Lymphome wie das 

Mantelzell-Lymphom107 und NK- bzw. T-Zell Lymphom108, als auch das Multiple Myelom.109 

Neben den Tumorerkrankungen kann eine CD38-Überexpression ebenfalls bei einer HIV-

Infektion110,111, Autoimmunerkrankungen112 und Osteoporose vorliegen.113  

Anders als der EGF-Rezeptor ist CD38 ein Typ II-Transmembranprotein mit einer langen C-

terminalen extrazellulären Domäne, einer Transmembrandomäne und einer kurzen N-

terminalen zytoplasmatischen Domäne (Abbildung 5).114 Kristollographische Analysen der 
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Ektodomäne erzielten hohe Sequenzübereinstimmungen mit der ADP-Ribosylzyklase aus 

Aplysia california115, so dass dies Aufschluss auf eine der Funktionen von CD38 gab. 

Neben der Zyklaseaktivität (Katalyse der Reaktion von NAD+ zur zyklischen ADP-Ribose, 

cADPR)116 fungiert CD38 ebenfalls als Hydrolase und begünstigt die Ausbildung von ADP-

Ribose (ADPR) ausgehend von cADPR oder NAD+.116–118 ADPR, cADPR und NAD+ sind sekundäre 

Botenstoffe zur Ca2+-Freisetzung119, die wiederum in der Aktivierung diverser Signalwege 

biologischer Prozesse mündet wie beispielsweise der Lymphozytenproliferation.120 Des 

Weiteren ist CD38 ein Rezeptor für CD31121, ein Oberflächenprotein, das z. B. auf Endothel-

zellen exprimiert wird.122 Durch die Interaktion von CD38 und CD31 kommt es zur Adhäsion 

zirkulierender Lymphozyten an Endothelzellen mit anschließender transendothelialer 

Migration der Immunzellen.123 Zusätzlich induziert die Interaktion von CD38 und CD31 die 

Aktivierung humaner Leukozyten.121,124  

Eine Immuntherapie mit monoklonalen Antikörpern stellt eine sehr wirksame Methode zur 

CD38-gerichteten Therapie dar. Mit Daratumumab und Isatuximab sind bereits zwei 

therapeutische Antikörper zur Behandlung des Multiplen Myeloms in der Klinik.125,126 Dabei 

bindet Daratumumab an 27 Aminosäuren im extrazellulären Bereich zweier β-Stränge 

zwischen den Aminosäuren 189-202 und 223-236, wobei das Serin an der Position 230 eine 

essentielle Rolle bei der Bindung spielt.48 Obwohl Isatuximab mit einem ähnlich großen 

Bereich (23 Aminosäuren) interagiert, überlappen die Daratumumab- und Isatuximab-Epitope 

nicht.127,128 Die Wirkmechanismen von Daratumumab sind vielfältig: Neben Fab-vermittelten 

Effekten, wie der Modulation der Enzymaktivität oder der Apoptoseinduktion über Kreuzver-

netzung, sind vor allem die Initiierung der CDC, ADCC und ADCP wichtige Mechanismen zur 

Eliminierung von Tumorzellen.48  

Weitere Ansätze für eine CD38-gerichtete Therapie bieten unter anderem kovalente bzw. 

nicht-kovalente CD38-Inhibitoren, die die enzymatische Aktivität herunterregulieren.129–131 

Der Einsatz von chimären Antigenrezeptor-T-Zellen (CAR-T-Zellen) steht zunehmend im Fokus 

neuerer zellulärer Therapieformen für die akute lymphatische Leukämie der B-Zellen (B-ALL), 

der akuten myeloischen Leukämie (AML) und des Multiplen Myeloms.132–134  
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Abbildung 5: Schematischer Aufbau des Typ I-Transmembranproteins EGFR (Monomer) mit den extrazellulären Domänen I – 
IV (links) und des Typ II-Transmembranproteins CD38 (rechts). 
 

1.3 Effektorzellen für Antikörper 

Das Immunsystem bringt eine Vielzahl von Immunzellen hervor. Ausgehend von einer 

hämatopoetischen Stammzelle kommt es zur Differenzierung von lymphoiden Zellen (NK-

Zellen, B-Zellen/Plasmazellen, T-Zellen) oder myeloischen Zellen. Zu letzteren gehören 

Granulozyten (Eosinophile, Basophile, Neutrophile), Monozyten/Makrophagen, Mastzellen, 

Megakaryozyten und Erythrozyten.2 Relevante Immunzellpopulationen für die 

antikörperbasierte Tumorimmuntherapie sind dabei NK-Zellen, Monozyten bzw. Makro-

phagen und polymorphkernige Granulozyten, da diese aktivierende Fc-Rezeptoren 

exprimieren.56 

 

1.3.1 Natürliche Killerzellen 

Die zu den Lymphozyten zählenden Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) sind ein wichtiger 

Bestandteil des angeborenen Immunsystems und vor allem für die Zerstörung aberranter 

Zellen zuständig. Der Aktivierungsstatus einer NK-Zelle wird dabei maßgeblich durch die 

Expression diverser inhibitorischer Rezeptoren wie KIR (engl. killer cell immunoglobulin-like 
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receptor) oder NKG2A sowie aktivierender Rezeptoren wie NKp30 oder NKp46 gesteuert. 

Zusätzlich exprimieren NK-Zellen den aktivierenden Fc-Rezeptor FcγRIII, der eine Rekrutierung 

über IgG-Antikörper ermöglicht und somit in der antikörperbasierten Tumorimmuntherapie 

von Bedeutung ist.135 

Nach Aktivierung der NK-Zelle erfolgt die Zerstörung der körperfremden bzw. anormalen Zelle 

über die Freisetzung zytotoxischer Granula. Diese enthalten Perforine und Granzyme, welche 

eine Perforierung der Zellmembran herbeiführen (Perforine) und Apoptose induzieren 

(Granzyme). Neben der direkten Abtötung der Zielzelle sind NK-Zellen ebenfalls in der Lage 

durch die Sezernierung von Wachstumsfaktoren, Chemokinen oder Zytokinen, unter anderem 

GM-CSF, die Aktivierung andere Immunzellen wie myeloische Zellen zu beeinflussen.135 

 

1.3.2 Monozyten und Makrophagen 

Monozyten und Makrophagen sind mononukleäre Phagozyten, die wichtige Aufgaben in der 

Gewebehomöostase und der Immunität übernehmen.136  

Die Monozyten kommen überwiegend in zwei Subpopulationen im Blut vor:den klassischen 

CD14-positiven Monozyten und den CD14/CD16-positiven Monozyten, die sich noch in 

weitere Untergruppen einteilen lassen.137 Unter inflammatorischen Bedingungen sind 

Monozyten in der Lage ins Gewebe zu migrieren und sich dort zu Makrophagen zu 

differenzieren.138 Die wichtigsten Aufgaben von Makrophagen sind die Phagozytose, die 

Antigenpräsentation über MHC Klasse-II- bzw. -Ia-Moleküle und die Produktion sekretorischer 

Moleküle wie Komplementproteine, Sauerstoffmetabolite, lysosomale Enzyme und 

regulatorische Wachstums- und Differenzierungsfaktoren.136 Insbesondere Makrophagen 

spielen aufgrund der Expression aktivierender Fc-Rezeptoren (FcγRI, FcγRIIa, FcγRIIIa) eine 

wichtige Rolle in der antikörperbasierten Tumorimmuntherapie. Zusätzlich können sie über 

die Interaktion von IgA-Antikörpern mit dem FcαRI aktiviert werden.56  

Formal lassen sich Makrophagen in den M0-, M1- oder M2-Typus einteilen, wobei M0-

Makrophagen nur in vitro vorliegen. Die klassisch aktivierten M1-Makrophagen fungieren in 

der Abwehr von Pathogenen (antimikrobiell bzw. antitumoral) und können pro-

inflammatorische Zytokine, Sauerstoff- bzw. Stickstoffradikale bilden und ausschütten.139 
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Im Gegensatz zu M1-Makrophagen kommen die alternativ aktivierten M2-Makrophagen 

weniger in der Pathogenbekämpfung zum Einsatz. Stattdessen sind sie essentiell am 

Gewebeaufbau beteiligt.140 Eine Polarisation zum M2-Typus kann dabei durch Stimulation mit 

Interleukin (IL)-4, IL-10, IL-13 oder IL-33 erfolgen.141 Sezerniert werden die Interleukine von 

Mastzellen, Granulozyten oder TH2-Zellen141, aber auch von Tumorzellen, so dass sich im 

Tumormilieu vorzugsweise M2-Makrophagen ausbilden und ansiedeln.142 Diese auch als 

tumorassoziierte Makrophagen (TAM) bezeichneten Phagozyten spielen eine wichtige Rolle 

in der Tumorprogression, da sie mitunter die extrazelluläre Matrix über Matrixmetallo-

proteasen abbauen und VEGF (engl. vascular endothelial growth factor) zur Angiogenese 

sezernieren.143 Zudem kann es durch Ausschüttung von beispielsweise IL-10 oder TGF-β (engl. 

transforming growth factor-β) zur Immunsuppression kommen.144 Zur Bekämpfung von 

Tumoren ist die antitumorale Reprogrammierung der TAM ein wichtiger Baustein. Diese kann 

beispielsweise pharmakologisch145 oder über die Blockade mit monoklonalen Antikörpern von 

myeloischen Immuncheckpoints, auf die im Abschnitt 1.4 genauer eingegangen wird, 

erfolgen.146–148  

 

1.3.3 Polymorphkernige Granulozyten 

Polymorphkernige Granulozyten gehören ebenfalls wie Monozyten und Makrophagen den 

myeloischen Zellen an. Die Namensgebung ist zurückzuführen auf das Vorliegen einer 

segmentierten Nukleusmorphologie und das Vorhandensein zahlreicher intrazellulärer 

Granula.149 Unterteilt in Basophile, Eosinophile und Neutrophile übernehmen die 

Granulozyten wichtige Aufgaben in der Pathogenabwehr über die Phagozytose, der 

Degranulation, die sogenannte NETose, Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies und der 

Trogozytose/Trogoptose. Über den Mechanismus der Trogoptose wird die Eliminierung von 

Tumorzellen ermöglicht. Durch einen aktiven Membranaustausch zwischen Neutrophilen und 

der Tumorzelle verliert die Tumorzellmembran ihre Integrität und die Tumorzelle stirbt.61,150–

152 Allgemein kann eine Aktivierung dabei durch die Interaktion von IgG- oder IgA-Antikörpern 

mit aktivierenden Fc-Rezeptoren (FcγRI, FcγRIIa oder FcαRI) erfolgen, wodurch Neutrophile 

wichtige Immunzellen für die antikörperbasierte Tumorimmuntherapie darstellen.56 
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Den größten Anteil der Leukozyten im peripheren Blutsystem machen die Neutrophilen mit 

50 % bis 70 % aus. Aufgrund ihrer kurzen Lebensspanne im Gefäßsystem liegt eine hohe 

Produktionsrate von 1011 bis 1012 Zellen pro Tag vor.153 Neutrophile können nach Stimulation 

durch Zytokine wie z.B. G-CSF (engl. granulocyte colony-stimulating factor) bis zu fünf Tage im 

peripheren Blut patrouillieren und körperfremde Erreger eliminieren.154,155 Zusätzlich sind 

Neutrophile in der Lage geweberesidente Pathogene zu bekämpfen. Hierfür durchqueren sie 

das Endothel (transepithial oder paraepithelial) und wandern entlang eines 

inflammatorischen Zytokingradienten in Richtung Entzündungsherd.153 Zudem können 

Neutrophile über Interaktionen mit Pattern Recognition-Rezeptoren150 oder durch Fc-

Rezeptoren und Komplementrezeptoren nach Opsonisierung von Pathogenen bzw. 

Tumorzellen spezifisch aktiviert werden.50,156,157  

Ähnlich wie bei den Makrophagen existieren ebenfalls tumorassoziierte Neutrophile (TAN), 

die an der Tumorprogression/Immunsuppression beteiligt und oftmals mit einer schlechten 

klinischen Prognose assoziiert sind.158 Auch bei den Neutrophilen lässt sich eine Einteilung in 

einen protumoralen (N2) und einen antitumoralen (N1) Phänotyp vornehmen159, wobei hier 

die Präsenz des TGF-β im Tumormilieu eine wichtige Rolle für die N2-Polarisierung spielt.160 

Durch beispielsweise ein verstärktes Vorkommen von Interferonen wie INF-β zeigt sich jedoch 

eine Repolarisierung der TAN in Richtung antitumorale Neutrophile, so dass auch hier eine 

Bekämpfung des Tumors wieder begünstigt wird.161  

 

1.4 Myeloische Immuncheckpoints in der Tumorimmuntherapie 

Eine wichtige Rolle zur Differenzierung von körpereigenen und körperfremden Zellen spielen 

Immuncheckpoints. Unter physiologischen Bedingungen dienen Immuncheckpoints der 

Prävention von Autoimmunität. Dabei interagieren Immunzellen beispielsweise über die 

Expression bestimmter inhibitorischer Rezeptoren mit Liganden körpereigener Zellen und 

werden dadurch inhibiert. Diesen Mechanismus machen sich jedoch auch Tumorzellen zu 

Nutze um einer Immunantwort zu entkommen.162  

Je nach Immunzellpopulation können diverse Immuncheckpoint-Moleküle vorliegen. So 

befinden sich auf T-Zellen unter anderem die inhibitorischen Rezeptoren CTLA-4 (engl. 

cytotoxic T lymphocyte antigen 4)163,164 und PD1 (engl. programmed cell death 1)165, auf NK-
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Zellen KIR (engl. killer immunoglobulin-like receptors) und NKG2A166,167 und auf myeloischen 

Zellen vor allem SIRPα (engl. signal regulatory protein alpha)168,169, LILRB1 (engl. leukocyte 

immunoglobulin-like receptor B1)170 und Siglec-10 (engl. sialic acid binding Ig like lectin 

10).171,172  

Eine Inhibition dieser Immuncheckpoint-Interaktionen ist ein essentieller Bestandteil in der 

Tumorzellbekämpfung.173 Derzeit kommen zahlreiche monoklonale Antikörper gegen 

unterschiedliche Immuncheckpoint-Moleküle zum Einsatz. Die prominentesten Vertreter sind 

Ipilimumab (anti-CTLA-4), Nivolumab (anti-PD-1), Pembrolizumab (anti-PD-1) und 

Atezolizumab (anti-PD-L1).174–176 Insbesondere die T-Zell-Immunmodulatoren sind als Einzel- 

oder Kombinationstherapie für die Behandlung von rund 50 Tumorentitäten in der Klinik 

zugelassen, wobei mehr als 3000 aktive Studien (2/3 aller onkologischen Studien) auf die 

Immuncheckpoint-Inhibition von T-Zellen abzielen.177,178 Neben des Einsatzes monoklonaler 

Antikörper konnten auch niedermolekulare Verbindungen eine Immuncheckpoint-Inhibition 

durch beispielsweise die Internalisierung von PD-L1 auf Tumorzellen begünstigen.179 In Bezug 

auf eine verbesserte Aktivierung myeloischer Zellen eignet sich die Inhibition der CD47-SIRPα-

Interaktion.180,181 Tumorzellen überexprimieren oftmals CD47169, so dass eine 

Interaktionsblockade zwischen CD47 und SIRPα die Aktivierung myeloischer Zellen 

begünstigen kann. In Kapitel 1.4.2 werden mögliche Strategien zur Blockade des myeloischen 

Checkpoints genauer beleuchtet.  

Die Relevanz der Immuncheckpoints spiegelt sich zudem im Nobelpreis 2018 in Physiologie 

und Medizin wider, bei dem James Allison und Tasuku Honjo für die Entdeckung negativer 

Immunregulationen ausgezeichnet wurden.182  

 

1.4.1 Die CD47-SIRPα-Interaktion 

Die Interaktion zwischen CD47, auch IAP (engl. integrin-associated protein) genannt, und dem 

auf myeloischen Zellen exprimierten SIRPα ist ein relevanter Mechanismus zur Identifikation 

von körpereigenen Zellen und spielt eine wichtige Rolle in der Homöostase hämatologischer 

Zellen, vor allem von Erythrozyten und Thrombozyten.183,184  

CD47 ist ein Typ I-Transmembranprotein der Ig-Superfamilie mit einer Ig-ähnlichen 

extrazellulären Domäne, fünf Transmembrandomänen sowie einer kurzen zytoplasmatischen 
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Domäne185 und ist ein Ligand für SIRPα.186 Kristallographische Analysen zeigten, dass am 

extrazellulären N-Terminus des CD47 ein Pyroglutamat (pGlu) vorliegt und sich in der 

Interaktionsfläche zu SIRPα befindet (Abbildung 7).187 Neben SIRPα und Integrinen wurde 

Thrombospondin-1 als weiterer Interaktionspartner von CD47 identifiziert.188  

CD47 wird ubiquitär auf allen Zellen exprimiert und fungiert als Identitätsmarker. Durch die 

Bindung von CD47 an SIRPα wird die CD47-exprimierende Zelle als körpereigen erkannt und 

nicht angegriffen. Diverse maligne Zellen z. B. der akuten myeloischen Leukämie (AML), non-

Hodgkin-Lymphomen (NHL), Mammakarzinomen oder Melanomen machen sich diesen 

Mechanismus zu Nutze und überexprimieren CD47, wobei eine CD47-Überexpression mit 

einer schlechten klinischen Prognose korreliert.169  

Die CD47-Expression bzw. das Vorliegen von vollständig posttranslational modifiziertem CD47 

wird dabei durch unterschiedliche Faktoren wie Zytokine, Onkogene, mikroRNAs oder Enzyme 

beeinflusst. Beispielsweise wurden TNF-α, IL-6 und IL-1β als Verstärker der CD47-Expression 

in Tumoren identifiziert.189–191 Die Transkriptionsfaktoren HIF-1 (Hypoxie-induzierter Faktor 1) 

oder MYC können den CD47-Promoter binden und somit die CD47-Transkription indu-

zieren.192,193 Im Gegensatz dazu sind nicht-kodierende mikroRNAs in der Lage die Expression 

zu reduzieren. Sie führen nach Bindung der spezifischen mRNA zu einer Degradierung dieser 

und/oder blockieren die Translation.194 Studien zeigten zudem, dass das Golgi-residente 

Isoenzym der Glutaminylzyklase (Isoglutaminylzyklase, engl. glutaminyl-peptide 

cyclotansferase like, kurz QPCTL) CD47-Moleküle posttranslational modifiziert.195,196 

Glutaminylzyklasen zählen zu den Transferasen (EC 2.3.2.5) und katalysieren den Ringschluss 

(Lactam) von N-terminalen Glutamin- (wie bei CD47) oder Glutamatresten: Unter Abspaltung 

einer Aminogruppe (Glutamin) oder Wasser (Glutamat) entstehen die charakteristischen 

Pyroglutamatreste (Abbildung 6)197,198, durch die eine exakte Bindung von regulatorischen 

Peptiden an ihre Rezeptoren und/oder der Schutz vor einem Abbau durch Exopeptidasen 

gewährleistet wird.199 Somit ist die Isoglutaminylzyklase für die Ausbildung des an der 

Interaktion zu SIRPα beteiligten Pyroglutamats am CD47 N-Terminus verantwortlich. Neben 

CD47 sind eine Vielzahl weiterer Substrate der QPCTL wie Chemokine und Hormone 

bekannt.200,201  
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Glutamin Pyroglutamat Glutamat

+ Glutaminyl

zyklase

-NH3

+ Glutaminyl

zyklase

-H2O

 

Abbildung 6: Reaktion von Glutamin- oder Glutamatresten zu Pyroglutamat katalysiert durch Glutaminylzyklasen. 
①= Peptidrest 

 

Das Typ I-Transmembranprotein SIRPα, auch SHPS-1, BIT oder CD172a genannt202, setzt sich 

aus drei Ig-ähnlichen extrazellulären Domänen, einer Transmembrandomäne und einer 

zytoplasmatischen Domäne mit inkludierten Phosphorylierungsstellen (Tyrosinresten) 

zusammen.203,204 Neben der Bindung von CD47 sind Mitogene wie die Wachstumsfaktoren 

EGF und PDGF (engl. platelet-derived growth factor) in der Lage die Tyrosinphosphorylierung 

von SIRPα zu induzieren.203  

Nach Bindung der extrazellulären CD47-Domäne an den N-terminalen Bereich von SIRPα 

(Abbildung 7) kommt es zur Induktion eines inhibitorischen ITIM-Signals in der myeloischen 

Zelle, das in diesem Falle auch als „don’t eat me“-Signal beschrieben wird. Während der 

Signaltransduktion werden zunächst zwei Tyrosinreste der zytoplasmatischen Domäne des 

SIRPα über Src-Tyrosinkinasen phosphoryliert. Anschließend erfolgt die Rekrutierung und 

Aktivierung der Tyrosinphosphatasen SHP-1 oder SHP-2, wobei SHP-1 bzw. SHP-2 im Anschluss 

ihre Substrate (z. B. PIP3) dephosphorylieren und somit eine inhibitorische Regulation von 

Downstream-Effekten wie der Phagozytose herbeiführen.184,205  
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Abbildung 7: Die Interaktion zwischen CD47 und SIRPα. 
Myeloische Zellen exprimieren den inhibitorischen Rezeptor SIRPα, der mit dem auf Körperzellen oder oftmals auf Tumorzellen 

überexprimierten Liganden CD47 interagiert. Durch die Bindung wird ein ITIM-Signal/„don’t eat me“-Signal induziert, das die 

myeloische Zelle von einer Bekämpfung der interagierenden Zelle abhält. Aus kristallografischen Analysen ging hervor, dass 

ein Pyroglutamatrest (pGlu) am N-Terminus des CD47 maßgeblich an der Interaktion beteiligt ist (Kristallstruktur: 2JJT187). 

 

1.4.2 Inhibition der CD47-SIRPα-Interaktion als therapeutischer Ansatz 

Durch die diversen Faktoren, die die CD47-Expression beeinflussen, ergeben sich viele 

Möglichkeiten für eine indirekte Inhibition der CD47-SIRPα-Interaktion. So ließ sich durch den 

Einsatz des TNF-α gerichteten Antikörpers Infliximab die CD47-Expression auf der Mamma-

karzinomzelllinie MCF7 reduzieren.189 JQ1, ein Bromodomänen-Extra-Terminaler (BET)-

Inhibitor, soll MYC in Tumorzellen inhibieren und dadurch die CD47-Expression herunter-

regulieren.193,206 Die mikroRNA miR-708 fungiert als Tumorsuppressor207,208, der die Ex-

pression von CD47 beispielsweise bei der akuten lymphatischen Leukämie von T-Zellen (T-ALL) 

inhibiert und die Phagozytose der Tumorzellen verstärkt.209 Neben miR-708 erzielten miR-155 

und miR200a eine Herunterregulation der CD47-Expression auf Myelomzellen in Mäusen als 

auch auf Nasopharynxkarzinomzellen und konnten somit die Phagozytose verstärken.210,211 
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Studien zeigten zudem, dass die Verwendung spezifischer QPCTL-Inhibitoren wie SEN177 

(chemische Struktur vgl. Abbildung 8 A) 212–214 die Aktivität der Isoglutaminylzyklase 

beeinflussen. Kristallographische Analysen ließen dabei erkennen, dass SEN177 das im aktiven 

Zentrum vorliegende Zink(II)-Ion der Glutaminylzyklase über das N1-Stickstoffatom des 

Triazolrestes komplexiert214 (Abbildung 8 B), und dadurch die katalytische Fähigkeit reduziert 

wird. Folglich konnte durch die Verwendung von SEN177 die Interaktion zu SIRPα 

vermindert195 und die Tumorzelleliminierung von beispielsweise epidermalen Karzinomzellen 

(A431), Lymphomzellen (Raji) oder Kolonkarzinomzellen (DLD1 und HCT116) in Kombination 

mit therapeutischen Antikörpern verstärkt werden.195,196  

SEN177
Zn(II)

Glutaminylzyklase

Zn (II) Bindung

A) B)

SEN177

 

Abbildung 8: SEN177 im Komplex mit einer Glutaminylzyklase. 
A) chemische Struktur von SEN177 B) SEN177 lagert sich mit seinem N1 des Triazolrestes an das im aktiven Zentrum der 
Glutaminylzyklase vorliegenden Zn(II) an (Struktur: 6GBX214). 
 

Neben den indirekten Mechanismen zur CD47-SIRPα-Interaktionsblockade lässt sich diese 

auch auf direktem Wege inhibieren.215 Die wohl am weitesten in der klinischen Entwicklung 

befindlichen Moleküle sind CD47- oder SIRPα-gerichtete Antikörper und Fusionsproteine 

bestehend aus der SIRPα-Ektodomäne und einem Fc-Teil. 

Mit Magrolimab (Hu5F9-IgG4)216 ist ein CD47-gerichteter Antikörper in klinischen Studien, der 

in Kombination mit Rituximab vielversprechende Resultate bei der Therapie von Patienten mit 

non-Hodgkin-Lymphomen erzielte.217,218 Zudem ging aus Daten einer klinischen Phase 1-

Studie hervor, dass bei AML-Patienten, die sich nicht für eine intensive Chemotherapie 

eigneten, nach der kombinatorischen Behandlung mit Magrolimab plus Azazitidin ein 

beständiges Ansprechverhalten und verlängertes Gesamtüberleben resultierte.219 
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Neben den positiven Effekten induzierte Magrolimab jedoch auch Toxizitäten (z. B. Anämie 

und Thrombozytopenie). Aufgrund der unerwünschten Nebenwirkungen besteht ein 

Interesse an einer Optimierung des CD47-Blockadeantikörpers bzw. ein Interesse an 

alternativen Strategien zur CD47-SIRPα-Interaktionsblockade wie einer Inhibition der QPCTL, 

bei denen die Nebenwirkungen reduziert werden könnten.  

Zu den SIRPα-Fusionsproteinen (mit IgG1-Fc-Teil) zählt TTI-621, das in vivo das Wachstum 

aggressiver AML und B-Zell-Lymphomen in xenogenen Tiermodellen reduzierte220 und sich 

derzeit in der klinischen Phase 1 befindet.221 Ein monoklonaler Antikörper, der gegen SIRPα 

gerichtet ist (BI 765063), erzielte in klinischen Studien Phase 1 bei soliden Tumorerkrankungen 

in fortgeschrittenen Stadien ein gutes Ansprechverhalten und zeigte ein gutes Sicherheits-

profil auf.222  

Des Weiteren wird an der Verwendung von niedermolekularen Verbindungen oder Peptiden 

geforscht, die sich beispielsweise in die Bindungstasche der interagierenden Proteine 

anlagern. Pep-20, ein neuartiger CD47 Inhibitor, führte zur gesteigerten Phagozytose von 

soliden und hämatologischen Tumorzellen.223 Auf der anderen Seite lässt sich SIRPα spezifisch 

durch beispielsweise das makrozyklische Peptid D4-2 blockieren. In vivo-Versuche zeigten 

dabei, dass die Kombination aus Rituximab und D4-2 das Tumorwachstum von Raji-Zellen 

effizient supprimierte.224  

 

1.5 Eigene Vorarbeiten und Zielsetzung der Arbeit 

Immuncheckpoint-Inhibitoren revolutionieren die Tumortherapie. Bis dato werden über-

wiegend T-Zellen über monoklonale Antikörper wie Ipilimumab für eine Blockade im Patienten 

angesteuert. Die spezifische Aktivierung myeloischer Zellen als Immunzellpopulation könnte 

ebenfalls vielversprechende Erfolge erzielen. Nicht nur weil Neutrophile die größte 

Immunzellpopulation im peripheren Blut darstellen, sondern weil myeloische Zellen 

hauptsächlich an der Tumorprogression als tumorassoziierte Makrophagen bzw. tumor-

assoziierte Neutrophile beteiligt sind und somit eine Reaktivierung der Zellen wichtig für die 

Tumorbekämpfung sein kann. 
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Aus eigenen Vorarbeiten im Rahmen der Masterarbeit ging bereits hervor, dass eine 

Glutaminylzyklaseinhibition das immuntherapeutische Potential monoklonaler Antikörper 

gegen solide als auch hämatologische Tumorzellen unter Verwendung von Neutrophilen und 

Makrophagen verstärken konnte. Die Daten dienten als Grundlage der Dissertation und 

wurden in dieser Arbeit weiter vertieft. 

Im Rahmen der Dissertation sollte der Einfluss einer indirekten als auch einer direkten CD47-

SIRPα-Interaktionsblockade in Kombination mit einer klassischen antikörperbasierten Immun-

therapie untersucht werden. Dabei lag der Fokus insbesondere auf der Aktivierung von 

Makrophagen und Neutrophilen. Als indirekte CD47-SIRPα-Interaktionsblockade sollte die 

Inhibition der Isoglutaminylzyklase mit Hilfe der niedermolekularen Verbindung SEN177 in 

EGFR-positiven Karzinomzellen und als direkte Interaktionsblockade ein selbstproduzierter 

CD47-Blockadeantikörper gegen CD38-positive Leukämiezellen analysiert werden. Zudem 

sollte der Vergleich der verwendeten Isotypen (IgG vs. IgA) von therapeutischen Antikörpern 

weiteren Aufschluss auf das Potential der Antikörper für eine effektive Aktivierung der 

myeloischen Zellen geben.  
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2. Material & Methoden 
 

2.1 Ethikvotum und Einverständniserklärung der Spender 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Versuche mit Blut von gesunden Spendern als auch ALL-

Patienten wurden von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der Christian-

Albrechts-Universität zu Kiel in Übereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki begut-

achtet. Die ALL-Patienten wurden im Rahmen der ALL-Berlin-Frankfurt-Münster (BFM)-

Studienprotokolle ALL-BFM 2000/2009 behandelt. Alle Spender gaben das schriftliche Einver-

ständnis zur Verwendung des Blutes zu Forschungszwecken und wurden aus einer zufälligen 

Kohorte ausgewählt. 

 

2.2 Verwendete Materialien 

Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung Hersteller/Vertreiber 

Biosphere ® filter tips  

(20/300/1250 µl) 

Sarstedt, DE  

Citrat- und Serum-Röhrchen Sarstedt, DE 

Dialyseschläuche Spectra/Por Spectrum Labs, CA, USA 

Elektroporationsküvette Gene Pulser 

Electroporation Cuvettes 

Bio-Rad, CA, USA 

Elektroporationsküvette OC-400 MaxCyte, MD, USA 

ELISA-Platten MaxiSorb Nunc, NY, USA 

Falcon konische Zentrifugenröhrchen (15/50 ml) Sarstedt, DE 

Nitrilhandschuhe (nitra tex)  Ansell Healthcare, B 

Pipettenspitzen (10/200/1250 µl)  Sarstedt, DE 

Reaktionsgefäße Safe seal micro tube (1,5/2 ml) Sarstedt, DE 

Rundbodenröhrchen (5 ml) Sarstedt, DE 

Serologische Pipetten (5 / 10 / 25 / 50 ml)  Sarstedt, DE  
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Fortsetzung Tabelle 1: Verbrauchsmaterialien 

Zellkulturflasche EasYFlask Nunc, NY, USA 

Zellkulturflaschen mit Filter  Greiner, DE  

6-, 96-Well-Platte (Flach- und  

Rundboden) 

Sarstedt, DE 

96-Well-Platte (v-förmiger Boden) Sarstedt, DE 

96-Well sample plate flexible  Perkin Elmer, MA, USA 

 

Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien 

Bezeichnung Hersteller/Vertreiber 

Accutase  Gibco/Life Technologies, MT, USA 

(#00-4555-56) 

Acrylamid Rotiphorese Gel 30  Carl Roth, DE (#3029.1) 

Ampicillin  Carl Roth, DE (#K029.3) 

Ammoniumperoxodisulfat (APS)  Merck, DE (#101201) 

All-trans Retinsäure (ATRA)  Sigma-Aldrich, OH, USA (#R2625) 

Bromphenolblau  Carl Roth, DE (#T116.2) 

Bovines Serumalbumin (BSA)  Carl Roth, DE (#T844.3) 

Capture Select FcXL Affinity Matrix  Thermo Fisher Scientific, MA, USA 

(#194328005) 

Zelldissoziationspuffer  Gibco/Life Technologies, MT, USA 

(#13151014) 

Coomassie Brilliant Blue R 250  Carl Roth, DE (#3862.2) 

Destilliertes Wasser (dH2O)  Thermo Fisher Scientific, MA, USA 

(#15230001) 

Dimethylsulfoxid (DMSO)  Merck, DE (#102952) 

Dithiothreitol (DTT)  Carl Roth, DE (#6908.1) 

Elektroporationspuffer  MaxCyte, MD, USA (#EPB-5) 

Ficoll-Paque Plus  Cytiva, MA, USA (#GE17-1440-02) 

Glukose  Sigma-Aldrich, OH, USA (#G8270) 

Glyzerin  Carl Roth, DE (#10657054) 

Glyzin  Carl Roth, DE (#3790.1) 
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Fortsetzung Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien 

Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-

stimulierender Faktor (GM-CSF) 

rekombinant, human  

CellGenix, NH, USA (#1012-050) 

Hefeextrakt  Carl Roth, DE (#2363.1) 

Makrophagen-Kolonie-stimulierender 

Faktor (M-CSF), rekombinant, human  

PeproTech, DE (#300-25) 

Methanol  Merck, DE (#106009) 

Magermilchpulver Blotting-Grate Blocker  Bio-Rad, CA, USA (#1706404) 

N, N, N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin, 

(TEMED)  

Merck, DE (#110732) 

Natriumazidpulver  Merck, DE (#8223350100) 

Natriumchlorid  Carl Roth, DE (#3957.1) 

Natriumlaurylsulfat, SDS  Merck, DE (#817034) 

Natriumbutyrat  Sigma-Aldrich, OH, USA (#B5887) 

NP40-Lysepuffer  Thermo Fisher Scientific, MA, USA 

(#J60766.AP) 

Phosphat-gepufferte Saline, PBS, 1x und 10x 

 

Life Technologies/Thermo Fisher Scientific, 

CA, USA (#14040117 bzw. #14080055) 

pHRodo  Invitrogen, CA, USA (#10092953) 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)  Sigma-Aldrich, OH, USA (#10837091001) 

Polymorphprep  ProteoGenix, FR (#1114683) 

Precision Plus Protein™ Standard Dual Color  Bio-Rad, USA (#1610374) 

Proteasehemmer-Cocktail  Sigma-Aldrich, OH, USA (#P2714) 

SEN177  Sigma-Aldrich, OH, USA (#SML1615) 

SIRPα-Ektodomäne mit His-Tag 

rekombinant, human  

Sino Biologics, CN (#11612-H08H) 

Chemilumineszenzsubtrat SuperSignal West 

Dura Extended Duration Substrate  

Thermo Fisher Scientific, MA, USA (#34075) 

Szintillationslösung OptiPhase Hisafe 3  PerkinElmer, MA, USA (#1200.437) 

Tetramethylbenzidin (TMB) Flüssigsubstrat  Sigma-Aldrich, OH, USA (#T0440) 
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Fortsetzung Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)  Merck, DE (#108382) 

TRITON-X-100  Merck, DE (108643) 

Trypanblaulösung  Thermo Fisher Scientific, MA, USA 

(#15250061) 

Trypsin-EDTA  Gibco/Life Technologies, MT, USA 

(#11560626) 

TWEEN20  Merck, DE (#817072) 

TC Yeastolate UF  Thermo Fisher Scientific, MA, USA 

(#292804) 

51Natriumchromat 185 Mbq/ml, 5 mCi/ml  Hartmann Analytic GmbH, DE (#ARX0101A) 

 

Tabelle 3: Lösungen und Puffer 

Bezeichnung Zusammensetzung 

ELISA-Blockadepuffer 1x PBS 

+ 1 % BSA 

ELISA-Waschpuffer 1x PBS 

+ 0,05 % TWEEN20 

Elutionspuffer dH2O 

+ 0,1 M Glyzin, pH 3 

FACS-Puffer 1x PBS 

+ 1 % (w/v) BSA 

+ 0,1 % (v/v) Natriumazid 

Immunblot-Blockadelösung 1x TBS 

+ 5 % Magermilchpulver 

Ladepuffer (5x) reduzierend: 

dH2O 

+ 313 mM Tris 

+ 10 % (w/v) SDS 

+ 0,05 % (w/v) Bromphenolblau 

+ 50 % (v/v) Glycerin 

+ 0,5 M DTT 
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Fortsetzung Tabelle 3: Lösungen und Puffer 

Ladepuffer (5x) nicht-reduzierend: 

dH2O 

+ 313 mM Tris 

+ 10 % (w/v) SDS 

+ 0,05 % (w/v) Bromphenolblau 

+ 50 % (v/v) Glyzerin 

MaxCyte-Futterlösung CHO CD EfficientFeed 

+ 14% (v/v) Yeastolate Stock Solution 

+ 3,5% (v/v) GlutaMax 

+ 12,4% (v/v) Glukose 

Neutralisationspuffer dH2O 

+ 1 M TRIS, pH 8 

Polyacrylamid-Sammelgel dH2O 

+ 11 % Acrylamid 

+ 48 % Sammelgelpuffer (s.u.) 

+ 0,1 % (v/v) TEMED 

+ 1 % (v/v) APS 

Polyacrylamid-Trenngel 10 %-ig: 

dH2O 

+ 36% (v/v) Acrylamid 

+ 28 % (v/v) Trenngelpuffer (s.u.) 

+ 0,1 % (v/v) TEMED 

+ 1 % (v/v) APS 

 

12 %-ig: 

dH2O 

+ 43 % (v/v) Acrylamid 

+ 28 % (v/v) Trenngelpuffer (s.u.) 

+ 0,1 % (v/v) TEMED 

+ 1 % (v/v) APS 

Sammelgelpuffer dH2O 

+ 0,5 M Tris, pH 6,8 

SDS-Laufpuffer (1x) dH2O 

+ 125 mM Tris 

+ 0,5% (v/v) SDS (20%w/v) 

+ 1,25 M Glycin 

 



Material & Methoden 

32 
 

Fortsetzung Tabelle 3: Lösungen und Puffer 

Trenngelpuffer dH2O 

+ 1,5 M Tris, pH 8 

TBS-Puffer (10x) dH2O 

+ 50 mM Tris 

+ 150 mM NaCl, pH 7,6 

TBST-Puffer TBS (1x) 

+ 0,1 % (v/v) TWEEN20 

 

Tabelle 4: Kits 

Bezeichnung  Hersteller/Vertreiber 

Kit zur durchflusszytometrischen 

Quantifizierung QIFIKIT  

Dako, DK (K0078) 

MTS-basierter Proliferationstest CellTiter 

96® AQueous One Solution Cell  

Promega, WI, USA (#G3582) 

Neon™ Transfektionssystemkit  Invitrogen, CA, USA (#MPK10096) 

NK-Zelle-Isolationskit MACS NK cell isolation 

Kit  

Miltenyi Biotech, DE (#130-092-657) 

Plasmidisolationskit NucleoBond Xtra Maxi 

EF  

MACHEREY-NAGEL, DE (#740424.10) 

Proteindeglykosylierungskit Protein 

Deglycosylation Mix II  

New England Biolabs (NEB), MA, USA 

(P6044S) 

Proteinkonzentrationsbestimmungskit BCA 

Protein Assay Kit  

Pierce, FL, USA (#23225) 

Zellmarkierungskit CSFE Cell Division Tracker 

Kit  

BioLegend, CA, USA (#423801)  
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Tabelle 5: Primärantikörper 

Antigen Spezies/Ig-Typ/Klon Hersteller/Vertreiber 

ß-Tubulin Maus/IgG1/AA2 Abcam, UK (#ab231082) 

CD16 Maus/IgG1/3G8 BioLegend, CA, USA (#302002) 

CD20 

(Rituximab, RTX) 

Mensch-Maus-Chimär/ 

IgG1/C2B8 

Hoffmann‐La Roche, CH (Bezug 

über UKSH) 

CD20 

(Rituximab-IgG2, RTX-IgG2) 

Mensch-Maus-Chimär/ 

IgG2/C2B8 

Labor Prof. Dr. T. Valerius  

CD20 

(Rituximab-IgA2, RTX-IgA2) 

Mensch-Maus-Chimär/ 

IgA2/C2B8 

Labor Prof. Dr. T. Valerius  

CD32a Maus/IgG2b/IV.3 BioXCell, NH, USA (#BE0224) 

CD32b/c Maus/IgG1/S18005H BioLegend, CA, USA (#398304) 

CD38 Maus/IgG1/HB-7 BioLegend, CA, USA (#356602) 

CD38 

(Daratumumab, DARA) 

Mensch/IgG1/005 Janssen Biotech, NJ, USA 

(Bezug über UKSH) 

CD38 

(Daratumumab-IgA2,  

DARA-IgA2) 

Mensch/IgA2 (auf Basis 

des IgA2.037)/005 

Labor Prof. Dr. T. Valerius  

CD47 Maus/IgG1/B6H12 Thermo Fisher Scientific, MA, 

USA (#14-0479-82) 

CD47 Maus/IgG1/CC2C6 BioLegend, CA, USA (#323102) 

CD47 (Blockadeantikörper)  Mensch/IgG2σ (σ = ohne 

Fc Rezeptorbindung)/5F9 

Labor Prof. Dr. M. Peipp, PD 

Dr. C. Kellner 

CD64 Maus/IgG1/4A10-1 Antikörper-online, DE 

(#ABIN2145223) 

CD89 Maus/IgG1/A59 BioLegend, CA, USA (#354102) 

EGFR 

(Cetuximab, CTX) 

Mensch-Maus-

Chimär/IgG1/225 

Merck, DE (Bezug über UKSH) 

EGFR 

(Cetuximab-IgA2, CTX-IgA2) 

Mensch-Maus-

Chimär/IgA2 (auf Basis des 

IgA2.037)/225 

Labor Prof. Dr. T. Valerius  
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Fortsetzung Tabelle 5: Primärantikörper 

EGFR 

(Matuzumab, MTZ) 

Humanisiert/IgG1/425 Merck, DE (Bezug über UKSH) 

EGFR 

(Panitumumab, PANI) 

Mensch/IgG2/E7.6.3 Amgen, CA, USA (Bezug über 

UKSH) 

SIRPα Maus/IgG1/15-414 BioLegend, CA, USA (#372102) 

QPCTL  

(HRP-Konjugat) 

Maus/IgG2a/B-3 SantaCruz Biotechnologies, TX, 

USA (#sc-515717 HRP) 

 

Tabelle 6: Fusionsproteine 

Bezeichnung Beschreibung Hersteller/Vertreiber 

huCD47-wt-Fc Humane CD47-Ektodomäne 

mit humanem IgG1σ-Fc (ohne 

Fc-Rezeptorbindung225) 

Labor Prof. Dr. T. Valerius  

huCD47-Q1A-Fc Humane CD47-Ektodomäne 

mit Aminosäureaustausch Q1A 

und humanem IgG1σ-Fc (ohne 

Fc-Rezeptorbindung225) 

Labor Prof. Dr. T. Valerius  

SIRPα-Fc modifizierte humane SIRPα-

Ektodomäne226 mit humanem 

IgG2σ-Fc (ohne Fc-

Rezeptorbindung225)  

Labor Prof. Dr. M. Peipp  

 

Tabelle 7: Kontrollantikörper und Sekundärantikörper 

Bezeichnung Verdünnung* Hersteller/Vertreiber 

Murine IgG1 Isotypkontrolle 

(Klon: MOPC-21, Spezifität 

unbekannt) 

s. Methoden/ 

Abbildungslegende 

BioLegend, USA (#400101) 

Ziege anti-Kaninchen IgG 

(H&L)-HRP  

1:5000 JacksonImmuno Research, 

PA, USA (#111-035-003) 
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Fortsetzung Tabelle 7: Kontrollantikörper und Sekundärantikörper 

Ziege anti-human IgG-HRP 1:5000 ImmunoReagents, NC, USA 

(#GtxHu-003-DHRPX) 

Ziege anti-human IgG (Fcγ 

spez.) F(ab‘)2-FITC 

1:50 JacksonImmuno Research, 

PA, USA (#109-095-003) 

Ziege anti-human IgG (Fcγ 

spez.) F(ab‘)2-PE 

1:50 JacksonImmuno Research, 

PA, USA (#109-001-008) 

Ziege anti-human IgA (Fc 

spez.) F(ab‘)2-FITC 

1:50 Invitrogen, CA, USA 

(#H14101) 

Ziege anti-murin IgG (Fcγ 

spez.) F(ab‘)2-FITC 

1:50 JacksonImmuno Research, 

PA, USA (#109-096-008) 

Ziege anti-human Kappa-

Leichtkette F(ab‘)2-FITC 

1:20 Southern Biotech, AL, USA 

(#2060-02) 

*ausgehend von der Stocklösung nach Herstellerangabe 

Tabelle 8: Bakterienstämme und Plasmide 

Bezeichnung Stamm/Vektor Hersteller/Vertreiber 

XL1-Blue Competent Cells  E.Coli Stratagene, CA, USA 

huCD47-IgG1σ  pcDNA3.1(+) GeneArt Gene Synthesis/ 

Thermo Fisher Scientific, MA, 

USA 

huCD47-Q1A-IgG1σ  pcDNA3.1(+) GeneArt Gene Synthesis/ 

Thermo Fisher Scientific, MA, 

USA 

 

Tabelle 9: Kulturmedien und Zusätze 

Bezeichnung Hersteller/Vertreiber 

CD-CHO Medium/ CD-OptiCHO Medium  Life Technologies, CA, USA (#10743011 

bzw. #10716013) 

Nährstoffsupplement CHO CD Efficient Feed A  Life Technologies, CA, USA (#A1024001) 

 

 

 



Material & Methoden 

36 
 

Fortsetzung Tabelle 9: Kulturmedien und Zusätze 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM  Gibco/Thermo Fisher Scientific, MA, USA 

(#11500416) 

Fötales Kälberserum (FKS) Life Technologies, CA, USA (#26140079) 

GlutaMAX  Thermo Fisher Scientific, MA, USA 

(#13462629) 

Ham’s F12-Medium  Lonza, CH (#12-615F BE12-615F) 

HT-Supplement  Thermo Fisher Scientific, MA, USA 

(#11067030) 

Monozyten-Adhärierungsmedium  PromoCell GmbH, DE (#C-28051) 

Penicillin/Streptomycin, Pen/Strep  Invitrogen, CA, USA (#15140148) 

Pluronic F-68  Thermo Fisher Scientific, MA, USA 

(#24040032)  

RPMI-Medium 1640  Gibco/Thermo Fisher Scientific, MA, USA 

(#11530586) 

SOC-Medium  Invitrogen, CA, USA (#15544034) 

Serum-freies hämatopoetisches Zellmedium 

X-VIVOTM 15  

Lonza, CH (#BE02-053Q) 

2x YT Medium/2x YT Agar  Carl Roth, DE (#X966.1 bzw. #X967.1) 

 

Tabelle 10: Zelllinien 

Zelllinie Bezugsquelle Kultivierung 

A431 (humane epidermoides 

Karzinom) 

Deutsche Sammlung von 

Mikroorganismen und 

Zellkulturen (DSMZ), DE 

89 % RPMI 1640 

+ 10 % FKS (hitzeinaktiviert) 

+ 1 % Pen/Strep 

Ba/F3 (murine pro B-Zelllinie) Bereitstellung von AG 

Dr. Leo Koenderman 

(Universitätsklinikum 

Utrecht) 

95 % RPMI 1640  

+ 5 % FKS hitzeinaktiviert) 

+ 10 ng/ml IL-3 (murin) 
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Fortsetzung Tabelle 10: Zelllinien 

CHO-S (Ovarialzellen des 

Hamsters) 

Thermo Fisher Scientific, 

MA, USA 

vor Transfektion: 

99 % CD-CHO Medium ( 

+ 1 % (v/v) HT Supplement 

+ 2 mM GlutaMAX 

nach Transfektion: 

98 % CD OptiCHO Medium 

+ 1 % (v/v) HT Supplement 

+ 2 mM GlutaMAX 

+ 1 % (v/v) Pluronic F-68 

DiFi (humanes 

Kolonkarzinom) 

American Type Culture 

Collection (ATCC), VA, 

USA 

89 % DMEM 

+ 10 % FKS (hitzeinaktiviert) 

+ 1 % Pen/Strep 

HSB-2 (humane T-Zell akute 

lymphatische Leukämie) 

DSMZ, DE 89 % RPMI 1640 

+ 10 % FKS (hitzeinaktiviert) 

+ 1 % Pen/Strep 

Kyse-30 (humanes 

Ösophaguskarzinom) 

DMSZ, DE 45 % RPMI 1640 

+ 44 % Ham’s F12 

+ 10 % FKS (hitzeinaktiviert) 

+ 1 % Pen/Strep 

MDA-MB-468 (humanes 

Mammakarzinom) 

DSMZ, DE 89 % RPMI 1640 

+ 10 % FKS (hitzeinaktiviert) 

+ 1 % Pen/Strep 

MOLT-13 (humane T-Zell 

akute lymphatische Leukämie) 

DSMZ, DE 89 % RPMI 1640 

+ 10 % FKS (hitzeinaktiviert) 

+ 1 % Pen/Strep 

P12-ICHIKAWA (humane T-

Zell akute lymphatische 

Leukämie) 

DSMZ, DE 89 % RPMI 1640 

+ 10 % FKS (hitzeinaktiviert) 

+ 1 % Pen/Strep 

 

Tabelle 11: Geräte 

Gerät Hersteller/Vertreiber 

Absorptionsmessgerät Sunrise Basic 

Microplate Reader 

Tecan, CH 

Brutschrank Hera Cell 240  Thermo Fisher Scientific, MA, USA 

Durchflusszytometer FC500 Beckman Coulter, IN, USA 
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Fortsetzung Tabelle 11: Geräte 

Elektroporator MicroPulser Bio-Rad, CA, USA 

Elektroporator NEON Transfection System  Invitrogen, CA, USA 

Flüssigchromatographiesystem ÄKTAPure 25 GE Healthcare, WI, USA 

Gelelektrophoresekammer (vertikal) Mini-

PROTEAN 

Bio-Rad, CA, USA 

Hochdurchsatzflureszenzmikroskop 

IncuCyte SX1 

Sartorius, DE 

Lichtmikroskop Axiovert 40c/Axiostartplus  Zeiss, DE 

Lumineszezmessgerät 

1450 MicroBeta TriLux LSC & Luminiscence 

Counter 

Perkin Elmer, MA, USA 

Magnetrührer Hi-Mix S Heidolph Instruments, DE 

Reinluftwerkbank HeraSafe Thermo Fisher Scientific, MA, USA 

Rotationsinkubator CERTOMAT BS-T Braun Biotech, DE 

Stromversorgungsgerät PowerPack HC Bio-Rad, CA, USA 

Tischzentrifuge Galaxy Mini VWR, DE 

Tischzentrifuge Heraeus Biofuge Pico Thermo Fisher Scientific, MA, USA 

Transferkammer (Immunblot) Trans-Blot SD Bio-Rad, CA, USA 

Transilluminator Gel Doc XR Bio-Rad, CA, USA 

Vortexgerät Vortex Genie 2 Scientific Industries, NY, USA 

Zellzählkammer, Neubauer-Zählkammer 

0,1 mm 

Paul Marienfeld, DE 

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0 R  Thermo Fisher Scientific, MA, USA 

 

Tabelle 12: Computerprogramme 

Programm Hersteller/Vertreiber 

BioRender (Online-Tool zur Erstellung 

wissenschaftlicher Abbildungen) 

BioRender, CA, USA 

(https://www.biorender.com) 

Chem-Space (Online-Tool zur Erstellung 

chemischer Strukturen) 

Chem-Space, NJ, USA (https://chem-

space.com/search) 

FlowJo 10.1 Becton, Dickinson and Company, NJ, USA 
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Fortsetzung Tabelle 12: Computerprogramme 

Graphpad Prism 5.0 Graphpad Software, CA, USA 

Inkscape 1.2.2 Inkscape Community / Software Freedom 

Conservancy, MA, USA 

Kaluza 1.2 Analysis Software Beckman Coulter, IN, USA 

Microsoft Office 2013 Microsoft Corporation, WA, USA 

SnapGene 6.1.1 Dotmatics, MA, USA 

Zotero  Roy Rosenzweig Center, VI, USA 

1450 MicroBeta Workstation Software  Perkin Elmer, MA, USA 

 

2.3 Molekularbiologische & biochemische Methoden 

2.3.1 Konstruktion von Expressionsvektoren für CD47-Fusionsproteine 

Im Rahmen der Dissertation sollten Fusionsproteine, bestehend aus der nativen oder einer 

modifizierten Ektodomäne des Oberflächenmoleküls CD47 verbunden mit dem Fc-Teil eines 

humanen IgG1, hergestellt werden. Der Fc-Teil weist durch die Aminosäuresubstitutionen 

V234A/G237A/P238S/H268A/V309L/A330S/P331S keine Fc-Rezeptorbindung mehr auf 

(Sequenzursprung: Vafa et al.225). Die Sequenz der CD47-Ektodomäne entstammt der 

öffentlich zugänglichen Datenbank National Library of Medicine mit der Referenznummer 

NM_001777227. 

Der schematische Aufbau des Proteins ist in Abbildung 9 (oben) dargestellt, die DNA-

Sequenzen der Konstrukte sind im unteren Teil abgebildet. Bei der modifizierten Variante 

wurde die DNA-Sequenz der CD47-Ektodomäne in dem kodierenden Bereich für die erste 

Aminosäure nach dem Signalpeptid (türkis untermalt) so verändert, dass es zu einem 

Aminosäureaustausch von Glutamin (Q) zu Alanin (Q1A) kommt. Folglich wurde das native 

Protein huCD47-wt-Fc und die modifizierte Variante huCD47-Q1A-Fc benannt. Die Konstrukte 

sollten in dem Expressionsvektor pcDNA3.1(+) vorliegen (Vektorkarte exemplarisch mit der 

huCD47-IgG1σ-Insertion in Abbildung 10) und die Proteine in CHO-S-Zellen produziert werden. 

Da die in silico generierten Sequenzen bereits in dem Expressionsvektor pcDNA3.1(+) bereit-

gestellt werden konnten (Firma GeneArt Gene Synthesis/Thermo Fisher Scientific), entfielen 

darauffolgende Klonierungsschritte. 
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des Fusionsproteins bestehend aus der CD47-Ektodomäne und dem Fc-Teil eines 
humanen IgG1-Moleküls (oben) und die dazugehörige DNA-Sequenz (unten). 
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Abbildung 10: Exemplarische Vektorkarte pcDNA3.1(+) mit huCD47-IgG1σ-Insertion; lila. 

 

2.3.2 Plasmidamplifikation und Präparation endotoxinfreier DNA durch 
bakterielle Transformation 

 

Zur Amplifikation von Plasmid-DNA wurden 50 µl elektrokompetente Bakterien (E. Coli, 

Stamm XL-1 blue, Stratagene, USA) mit 10 ng der zu amplifizierenden DNA (hier huCD47-IgG1σ 

oder huCD47-Q1A-IgG1σ in pcDNA3.1(+)) versetzt und für eine Minute bei 4 °C inkubiert. 

Anschließend erfolgte ein Transfer der Bakterien-DNA-Suspension in eine vorgekühlte 

Elektroporationsküvette (Gene Pulser Electroporation Cuvettes, Bio-Rad, USA) mit sofortiger 

Elektroporation bei 1,8 kV (Elektroporator: MicroPulser, Bio-Rad, USA). Nach Hinzugabe von 

500 µl SOC-Medium (Invitrogen, USA) wurden 2 µl der Bakteriensuspension auf mit Ampicillin 

versetzte (10 mg/ml) 2 x YT-Agarplatten ausplattiert und bei 37 °C über Nacht inkubiert. 
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Am nächsten Morgen folgte das Animpfen einer Vorkultur (4 ml 2 x YT + Ampicillin 10 mg/ml) 

mit einem isolierten Einzelklon der bewachsenen Agarplatten. Nach einer Inkubation für 6 h 

bei 37 °C (schüttelnd, 220 rpm) wurden die Bakterien in 300 ml 2 x YT plus Ampicillin 

(10 mg/ml) überführt. Die Kultivierung der Bakterien erfolgte abermals schüttelnd bei 37 °C 

über Nacht. Die endotoxinfreie Präparation der Plasmid-DNA wurde mit dem Isolationskit 

NucleoBond Xtra Maxi EF (Macherey-Nagel, DE) nach Herstellerangaben durchgeführt.  

 

2.3.3 Affinitätschromatographie 

Nach der Produktion in eukaryontischen CHO-S-Zellen (Kapitel 2.4.3) wurden die Fusions-

proteine affinitätschromatographisch isoliert. Hierfür wurde das Kulturmedium, das die 

Fusionsproteine beinhaltete, in einem Zentrifugationsschritt bei 3345 x g (4 °C) für 15 min von 

den Zellen abgetrennt. Anschließend wurde die CaptureSelect FcXL Affinity Matrix (Thermo 

Fisher Scientific, USA) (1 ml pro 200 ml Zellmediumüberstand) bei 4 °C über Nacht eingerührt. 

Am nächsten Tag wurde die Matrix abzentrifugiert (836 x g, 4 °C, 10 min) und in eine PolyPrep-

Chromatographiesäule (Bio-Rad, USA) überführt. Der sterile Überstand wurde für eine weitere 

Affinitätschromatographie bei 4 °C zwischengelagert. Nach zwei-maligem Waschen der Matrix 

mit kaltem PBS wurden die gebundenen Fusionsproteine durch Hinzugabe von 1 ml kaltem 

Elutionspuffer (0,1 M Glycin) in 200 µl kalte 1 M TRIS-Lösung (pH 8) eluiert. Der Elutionsschritt 

wurde zehnmal wiederholt, die einzelnen Fraktionen in Dialyseschläuche (Spectra/Por, 

Spectrum Labs, USA) gegeben und für zwei Tage in 2 l PBS, das täglich ausgetauscht wurde, 

dialysiert. 

 

2.3.4 Größenausschlusschromatographie 

In einem weiteren Reinigungsschritt lassen sich mögliche Aggregate von monomeren 

Fusionsproteinen über die Größenausschlusschromatographie isolieren. Hierbei wurden die 

Proteine mit Hilfe des ÄKTAPure 25 Flüssigchromatographiesystems (GE Healthcare, USA) bei 

einer Flussrate von 0,8-1 ml/min nach ihrer Größe aufgetrennt. Dabei wurden die Proteine 

photometrisch bei 280 nm detektiert und in 2 ml-Fraktionen gesammelt. Eine graphische 

Auftragung der Absorption gegen das Elutionsvolumen ermöglichte die Identifikation der 

gewünschten Fraktionen mit monomeren Proteinen. 
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Die Konzentration der Proteinfraktion wurde in einem nächsten Schritt mit einem BCA-Test 

(Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, USA) bestimmt. 

 

2.3.5 Natriumlaurylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die Größe der Proteine kann durch eine elektrophoretische Auftrennung in einem Gel und 

anschließender Färbung analysiert werden. Hierfür wurden zehn- und zwölfprozentige 

Polyacrylamidgele (Zusammensetzung s. Tabelle 3) präpariert und anschließend mit den zu 

analysierenden Proteinen (Fusionsproteine: 2 µg pro Spur, Zelllysate: 60 µg pro Spur) beladen. 

Für die Analyse von deglykosylierten CD47-Fusionsproteinen wurde zuvor der Protein 

Deglycosylation Mix II (NEB, USA) nach Herstellerangaben unter reduzierenden Bedingungen 

angewandt. Alle Proteine wurden mit 5x Ladepuffer (reduzierend bzw. nicht-reduzierend) 

versetzt und bei 95 °C für 5 min denaturiert. Die Auftrennung erfolgte in einer vertikalen 

Laufkammer (Bio-Rad, USA) in 1x SDS-Laufpuffer (Zusammensetzung s. Tabelle 3) bei 120 V. 

Zur Identifizierung der Größe wurde zusätzlich ein Proteinstandard (Precision Plus Protein Dual 

Color Standards, Bio-Rad, USA) aufgetragen. Die Proteinbanden konnten unter Einsatz einer 

Coomassiefärbung (ROTIBlue, Carl Roth, DE) visualisiert werden. Für den Transfer der Proteine 

auf Membranen in Immunblotversuchen wurden ungefärbte SDS-Gele verwendet. 

 

2.3.6 Massenspektrometrische Analysen 

Die erstellten CD47-Fusionsproteine wurden zur Identifikation der N-terminalen Aminosäuren 

in einem massenspektrometrischen Verfahren analysiert. Für die Probenvorbereitung wurden 

17 µg des jeweiligen Proteins unter Verwendung des Deglykosylierungskits deglykosyliert und 

anschließend gelelektrophoretisch (2 µg Protein) der Größe nach aufgetrennt. Die relevanten 

Banden bei ca. 42 kDa konnten im Anschluss vorsichtig ausgeschnitten und zur weiteren 

Analyse versandt werden. Die massenspektrometrische Analyse erfolgte in Kooperation mit 

der Arbeitsgruppe von Dr. Oliver Valerius (Molekularbiologie und Genetik, Georg-August-

Universität Göttingen). 

 

 



Material & Methoden 

44 
 

2.3.7 Herstellung von Zelllysaten und Immunblotverfahren 

Für die Herstellung von Zelllysaten wurden 3 x 106 Zellen (hier MOLT-13 Ktrl., MOLT-13 QPCTL 

KO und MOLT-13 CD47 KO) mit NP40-Lysepuffer (Invitrogen, USA) nach Herstellerangaben 

lysiert. Zur Inhibition von Proteasen wurden zusätzlich PMSF (Sigma-Aldrich, USA) 

(Endkonzentration 1 mM) und ein Proteaseinhibitor-Cocktail (Sigma-Aldrich, USA) nach 

Herstellerangabe hinzugefügt. Die Zellen wurden zweimal mit kaltem PBS gewaschen, 

abzentrifugiert und das Pellet für 30 min bei 4 °C im Lysepuffer (30 µl) inkubiert. Während der 

Inkubation wurde die Zellsuspension alle 10 min durchmischt. Eine Trennung der Zelltrümmer 

vom Lysat erfolgte anschließend durch einen Zentrifugationsschritt (13000 rpm, 4 °C, 10 min). 

Die Proteinkonzentrationen wurden im Anschluss mit einem BCA-Test bestimmt. Bis zur 

Verwendung wurden die Lysate bei -80 °C gelagert. 

Für den Immunblot wurden die Proteine über eine SDS-PAGE unter reduzierenden 

Bedingungen aufgetrennt (vgl. 2.3.5, 60 µg pro Spur) und anschließend unter Anwendung des 

Semi-Dry-Immunblotverfahrens (Trans-Blot SD, Bio-Rad, USA) auf eine zuvor mit Methanol 

aktivierte Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Bio-Rad, USA) transferiert (90 min bei 

konstanten 20 A). Die Membran wurde im Anschluss für 1 h bei RT in einer Blockadelösung (1x 

TBS + 5 % Magermilchpulver) inkubiert und der HRP-gekoppelte QPCTL-Antikörper (Santa Cruz 

Biotechnologies, USA, 0,4 µg/ml in Blockadelösung) hinzugegeben. Nach einer Inkubation 

über Nacht bei 4 °C unter konstanter Rotation wurde die Membran dreimal mit TBST-

Pufferlösung (Zusammensetzung s. Tabelle 3) gewaschen. Die Detektion des gebundenen 

Antikörpers erfolgte durch Zugabe des Chemilumineszenzsubstrats (SuperSignal West Dura 

Extended Duration Substrat, Thermo Fisher Scientific, USA) und Visualisierung in einem 

Transilluminator (Gel Doc XR + Gel Documentation System, Bio-Rad, USA). Als Ladekontrolle 

diente der Nachweis von β-Tubulin mit einem anti-β-Tubulin-Antikörper (Abcam, UK, 

0,5 µg/ml in 1x TBS + 5 % Magermilchpulver) und anschließender Inkubation (1 h bei RT) mit 

einem einem HRP-gekoppelten Sekundärantikörper (anti-Maus IgG, Jackson 

ImmunoResearch, USA, 1:5000 in 1x TBS + 5 % Milchpulver). 
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2.3.8 Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (ELISA) zur Bestimmung der 
Bindungskapazitäten von CD47-Fusionsproteinen 

 

Zur Qualitätskontrolle der löslichen CD47-Fusionsproteine wurde im ELISA (engl. enzyme-

linked immunosorbent assay) die Bindungskapazität an rekombinantes SIRPα und an CD47-

Antikörpern überprüft. Hierfür wurden ELISA-Platten (MaxiSorb ELISA-Plates, Nunc, USA) mit 

der rekombinant hergestellten Ektodomäne des humanen SIRPα (SinoBiological, CN) oder mit 

den CD47-Antikörpern Klon CC2C6 (BioLegend, USA) bzw. Klon B6H12 (Thermo Fisher 

Scientific, USA) mit jeweils 0,5 µg/ml in PBS für 1 h bei RT beschichtet. Nach dreimaligem 

Waschen der Wells mit ELISA-Waschpuffer (Zusammensetzung s. Tabelle 3) wurden freie 

Bindungsstellen auf dem Plastikboden mit ELISA-Blockadepuffer (Zusammensetzung s. Tabelle 

3) für 1 h bei 37 °C abgedeckt. Es folgten weitere drei Waschschritte und die Hinzugabe der 

CD47-Fusionsproteine huCD47-wt-Fc oder huCD47-Q1A-Fc in unterschiedlichen Konzen-

trationen (0 µg/ml – 50 µg/ml). Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei RT wurden die nicht-

gebundenen Moleküle herausgewaschen (drei Waschschritte). Zur Detektion der gebundenen 

Fusionsproteine wurde ein HRP-gekoppelter polyklonaler Ziege anti-human IgG-Antikörper 

(ImmunoReagents, USA, 1:5000) eingesetzt. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 1 h bei 

RT und abermaligem Waschen wurde die Substratlösung (TMB Substrate Solution, Thermo 

Fisher Scientific, USA) nach Herstellerangabe hinzugefügt. Die Absorbtionsmessung (Sunrise 

Basic Microplate Reader, Tecan, CH) erfolgte bei 450 nm (540 nm Referenzwellenlänge) in 

Triplikaten. 

 

2.3.9 Herstellung von Knock-Out-Mutanten mit der CRISPR/Cas-Methode 

Die Herstellung von CD47- und QPCTL Knock-Out-Mutanten der humanen T-ALL-Zelllinie 

MOLT-13 fand in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. Lorenz Bastian (Klinik für Innere 

Medizin II, Universitätsklinikum Schleswig-Holstein, Kiel) statt. Es wurden synthetisch 

hergestellte sgRNAs (Synthego, USA) herangezogen, wobei je Gen (QPCTL bzw. CD47) zwei 

sgRNAs verwendet wurden, die unterschiedliche Bereiche der DNA binden.  
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QPCTL_1: 5’GCUUCCGAUCAAUGGGACCU3‘ 

QPCTL_2: 5’UAAGUGCUCCAGAGACGCUG3‘ 

CD47_1: 5’AUGCUUUGUUACUAAUAUGG3‘ 

CD47_2: 5’AAUAGUAGCUGAGCUGAUCC3‘ 

Je Transfektionsansatz wurden 0,15 x 106 MOLT-13-Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 

das Pellet anschließend in 11 µl Elektroporationspuffer R (NEON Transfection System, 

Invitrogen, USA) aufgenommen. Nach Zusammenfügen der zu transfizierenden sgRNAs mit 

dem Cas9-Protein in einem finalen Volumen von 2 µl je Ansatz (1,2 µl Cas9 [5 µg/µl] + 0,4 µl 

sgRNA_1 [1,6 µg/µl] + 0,4 µl sgRNA_2 [1,6 µg/µl]) und einer Inkubation für 10 min bei RT 

wurden die sgRNA-Cas9-Komplexe den Zielzellen hinzugefügt. Es folgte die Elektroporation 

mit dem NEON Transfection System (Invitrogen, USA) mit einer sofortigen Überführung der 

Zellen in serumhaltiges Zellkulturmedium und einer Inkubation bei 37 °C bis zur Vereinzelung 

der Klone. Ein erfolgreicher Knock-Out konnte für CD47 über eine durchflusszytometrische 

Messung (vgl. Kapitel 2.4.4) und für QPCTL im Immunblotverfahren (vgl. Kapitel 2.2.6) 

nachgewiesen werden. 

 

2.4 Zellbiologische Methoden 

2.4.1 Zellkultur 

Die verwendeten Tumorzelllinien wurden unter sterilen Bedingungen bei 37 °C und einer 

relativen Luftfeuchtigkeit von 95 % kultiviert. Solide Tumorzelllinien wachsen vornehmlich 

adhärent. Bei Erreichen einer Konfluenz von 70 % - 80 % wurden die Zellen zunächst mit PBS 

gewaschen und anschließend mit Trypsin-EDTA oder Accutase (Gibco / Life Technologies, USA) 

vom Zellkulturflaschenboden gelöst. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 535 x g (RT) 

wurden die Zellen in frischem Zellkulturmedium resuspendiert und in eine neue Zellkultur-

flasche überführt. Die Dichte der Suspensionstumorzelllinien wurden alle zwei bis drei Tage 

auf 0,5 x 106 Zellen/ml in frischem Zellkulturmedium eingestellt. 
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2.4.2 Behandlung von Tumorzellen mit SEN177 oder all-trans Retinsäure (ATRA) 

Solide Tumorzelllinien wurden mit der niedermolekularen Substanz SEN177 (gelöst in DMSO, 

Sigma Aldrich, USA) behandelt, um die Isoglutaminylzyklase selektiv zu inhibieren. Hierbei 

wurden 0,15 x 106 Zellen/ml unter sterilen Bedingungen ausgesät und mit der entsprechenden 

Konzentration an SEN177 (0 – 50 µM) für 24 h bis 72 h behandelt. Als Kontrolle wurden Zellen 

mit DMSO (volumenäquivalent zur maximalen SEN177-Konzentration) versetzt.  

Zur Erhöhung der Expression von CD38 auf der T-ALL-Zelllinie HSB-2 wurden die Zellen mit 

dem Vitamin A-Derivat all-trans Retinsäure (ATRA) (gelöst in DMSO, Sigma Aldrich, USA) 

behandelt. Die Zellen wurden mit einer Dichte von 0,3 x 106 Zellen/ml ausgesät und mit ATRA 

in Konzentrationen zwischen 0 nM und 1000 nM für 24 h bis 72 h versetzt. Als Kontrolle diente 

ebenfalls eine Behandlung mit DMSO (volumenäqivalent zur maximalen ATRA-Konzentration). 

 

2.4.3 Produktion von CD47-Fusionsproteinen in CHO-S Zellen 

Die CD47-Fusionsproteine wurden in CHO-S-Zellen unter Einsatz des MaxCyte STx 

Elektroporationssystems (MaxCyte, USA) produziert. Für die Transfektion eines Proteins 

wurden 8 x 106 Zellen benötigt, wobei diese zuvor ca. zwei Wochen in serumfreiem CD-CHO 

Medium (vgl. Tabelle 9, Gibco/Life Technologies, USA) bei 37 °C schüttelnd (145 rpm) kultiviert 

und alle drei Tage auf eine Zelldichte von 0,3 x 106 Zellen/ml passagiert wurden. Um am Tag 

der Transfektion eine gewünschte Zelldichte von 4 x 106 Zellen/ml zu erreichen, mussten die 

Zellen am Tag vor der Transfektion auf 2 x 106 Zellen/ml eingestellt werden. Nach einem 

Aufteilen der Zellen in zehn Transfektionsansätze (plus einem GFP-Ansatz als Transfektions-

kontrolle) und einmaligem Waschen mit Elektroporationspuffer (MaxCyte, USA) wurden die 

Zellen in jeweils 400 µl Elektroporationspuffer aufgenommen. Nach Hinzugabe von 120 µg der 

entsprechenden Plasmid-DNA (huCD47-IgG1σ bzw. huCD47-Q1A-IgG1σ oder GFP) konnte die 

Elektroporation in einer Küvette (OC-400, MaxCyte, USA) erfolgen. Die transfizierten Zellen 

wurden anschließend in einem Well einer 6-Well-Platte gesammelt, für 30 min bei 37 °C 

inkubiert und in 150 ml CD-OptiCHO Medium (Gibco/Life Technologies, USA) aufgenommen. 

Die weitere Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37 °C (schüttelnd, 145 rpm). Am Tag nach der 

Transfektion wurde die Temperatur auf 32 °C herabgesenkt und einmalig 1 mM Natrium-

butyrat zur Inhibition der Zellteilung hinzugegeben. 



Material & Methoden 

48 
 

Bis zum Beenden der Produktion bei einer Vitalität <50 % (hier nach neun Tagen) wurden die 

Zellen täglich mit 5,25 ml MaxCyte-Futterlösung (Zusammensetzung s. Tabelle 3) versorgt. 

Zudem fand ein tägliches Monitoring der Zellvitalität und der Zellzahl statt. Die nachfolgenden 

Schritte zur Gewinnung und Reinigung der Proteine sind bereits in den Abschnitten 2.3.3 und 

2.3.4 zusammengefasst. 

 

2.4.4 Durchflusszytometrie zum Nachweis von Oberflächenproteinen und 
Bestimmung der Bindung von Antikörpern 

 

Die Expression von Antigenen auf der Oberfläche von Zellen sowie die Bindungskapazitäten 

monoklonaler Antikörper und der CD47-Fusionsproteine konnten mit Hilfe indirekter 

Färbungen in durchflusszytometrischen Experimenten bestimmt werden. Hierbei wurden 

0,15 x 106 Zellen/Well in einer 96-Well-Platte (Sarstedt, DE) mit 100 µl FACS-Puffer dreimal 

gewaschen und anschließend der Primärantikörper bzw. das Fusionsprotein in gegebener 

Konzentration (Konzentration in korrespondierender Abbildung bzw. Bildunterschrift ange-

geben, in 50 µl PBS gelöst) hinzugefügt. Als Kontrolle diente ein nicht-bindender muriner oder 

humaner Antikörper. Nach einer Inkubation von 1 h bei 4 °C und abermaligem Waschen wurde 

der korrespondierende Sekundärantikörper (anti-human Kappa FITC 1:20, anti-human IgG 

FITC/PE 1:50, anti-human IgA FITC 1:50) in einem Volumen von 50 µl hinzugegeben. Die 

Inkubationszeit betrug ebenfalls 1 h (4 °C). Anschließend wurden die nicht-gebundenen 

Moleküle über drei Waschschritte entfernt, die Zellen in 400 µl FACS-Puffer aufgenommen 

und in 5 ml Probenröhrchen überführt. Für die Bestimmung der Moleküldichte pro Zelle wurde 

das QIFIKIT (Dako, DK) nach Herstellerangaben angewandt. Die Messung der Fluoreszenz-

intensität erfolgte am Durchflusszytometer (FC500, Beckman Coulter, USA) bei 520 nm, die 

Auswertung der Daten unter Zuhilfenahme des Programms KALUZA Analysis Software 1.2 

(Beckman Coulter, USA) oder FlowJo 10.1 (Becton, Dickinson and Company, USA). 

 

2.4.5 Messung des Zellwachstums 

Die Messung des Zellwachstums basiert auf der Verstoffwechselung des Tetrazolimsalzes 3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium 

(MTS) zu Formazan und ist äquivalent zur Anzahl vitaler Zellen.228 In der vorliegenden Arbeit 
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diente der Test sowohl zur Bestimmung der Vitalität solider Tumorzellen nach Behandlung mit 

SEN177 als auch zum Nachweis der Cetuximab-vermittelten direkten Effekte auf DiFi-Zellen. 

Zunächst wurden die Tumorzellen mit einer Dichte von 0,1 x 106 Zellen/ml (2 x 104 Zellen/Well) 

in einer 96-Well-Platte ausgesät und mit unterschiedlichen Konzentrationen an SEN177 oder 

DMSO als Kontrolle für 72 h behandelt. Die Hinzugabe des MTS (Promega, USA) erfolgte nach 

Herstellerangabe. Nach der Absorptionsmessung bei 490 nm (Sunrise Basic Microplate 

Reader, Tecan, CH) wurde die prozentuale Vitalität nach folgender Formel berechnet: 

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑤𝑎𝑐ℎ𝑠𝑡𝑢𝑚 % =
Absorption mit SEN177 bzw. CTX

Absorption ohne SEN177 bzw. CTX
 𝑥 100 

 

2.4.6 Isolierung von Effektorzellen, Präparation von humanem Serum aus 
peripherem Blut und Generierung von Makrophagen 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Effektorzellen als auch das humane Serum wurden aus dem 

peripheren Blut gesunder Spender isoliert. 

Für die Gewinnung von mononukleären Zellen (engl. peripheral blood mononuclear cells, 

PBMC) wurden Leukozytenreduktionskammern (LRSC) aus dem Blutspendezentrum des 

Universitätsklinikums Schleswig-Holstein, Kiel, verwendet. Hierbei wurde zunächst das in der 

Kammer enthaltene Blut auf 40 ml mit PBS verdünnt und davon anschließend 10 ml vorsichtig 

auf 10 ml Ficoll-Lösung (Ficoll-Paque Plus, Cytiva, USA) geschichtet. Nach einem Zentrifu-

gationsschritt bei 1306 x g für 20 min ohne Bremse (RT) konnte der PBMC-Ring unter 

Verwendung einer serologischen Pipette abgenommen und nach Auffüllen auf 50 ml mit PBS 

gewaschen werden (Zentrifugation bei 677 x g, 5 min, RT). Die noch enthaltenen Erythrozyten 

wurden unter hypotonen Bedingungen durch die Hinzugabe von kaltem dH2O (hier 45 ml) für 

30 Sekunden lysiert, zur Wiederherstellung einer isotonen Lösung wurde anschließend 

10x PBS (hier 5 ml) hinzugegeben. 

Die mononukleären Zellen wurden für 51Chromfreisetzungstests herangezogen oder es 

folgten weitere Schritte zur Generierung von Makrophagen oder NK-Zellextraktion. Die 

Isolierung von NK-Zellen erfolgte über eine Magnetseparation (MACS) unter Verwendung des 

NK-Zell-Isolationskits (Miltenyi Biotec, DE) nach Herstellerangaben. Nach einer Kultivierung 

über Nacht bei 37 °C in Zellkulturmedium konnten die Zellen im 51Chromfreisetzungstest 

eingesetzt werden.  
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Für die Isolierung von Neutrophilen wurden 7 ml unverdünntes Vollblut auf 5 ml 

Polymorphpreplösung (ProteoGenix, FR) geschichtet und anschließend ein Zentrifugations-

schritt bei 836 x g (30 min, RT, ohne Bremse) durchgeführt. Mit einer serologischen Pipette 

konnte die Neutrophilenfrakion entnommen und auf 50 ml mit PBS aufgefüllt werden. Nach 

dem Waschschritt (677 x g, 5 min, RT) wurden die zurückgebliebenen Erythrozyten lysiert 

(s.o.). 

Für die Isolierung des humanen Serums wurde peripheres Blut in Monovetten für 30 min auf 

Eis zum Agglutinieren gebracht und die zellulären Bestandteile im Anschluss mittels 

Zentrifugation (836 x g, 30 min, 4 °C) pelletiert. Das Serum konnte anschließend im 

51Chromfreisetzungstest eingesetzt oder bei -80 °C gelagert werden. 

Von Monozyten abstammende Makrophagen konnten durch Adhärenz mononukleärer Zellen 

generiert werden. Hierbei wurden 50 x 106 PBMC in 5 ml Monocyte Attachment Medium 

(PromoCell, DE) resuspendiert und in eine EasYFlask Zellkulturflasche (Nunc, USA) gegeben. 

Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 37 °C wurden nicht-adhärierte Zellen entfernt und 

die adhärenten Zellen in X-VIVO 15-Zellkulturmedium (Lonza, CH) bei 37 °C kultiviert. Zur 

Generierung des unpolarisierten M0-Typus wurden 50 ng/ml M-CSF (PeproTech, USA) am 

Folgetag zugegeben. Das Zellkulturmedium mit frischem M-CSF wurde alle drei Tage erneuert. 

Vor Einsatz in Experimenten wurden die Makrophagen mindestens zehn Tage in Kultur 

gehalten. 

 

2.4.8 Antikörperabhängige zellvermittelte Phagozytose 

Die antikörperabhängige zellvermittelte Phagozytose wurde sowohl über manuelle 

Auszählung als auch im späteren Verlauf der Arbeit mittels automatisierter Hochdurchsatz-

fluoreszenzmikroskopie bestimmt. 

Für die manuelle Auszählung wurden Tumorzellen zunächst unter Verwendung vom 

Carboxyfluoresceinsuccinimidylester CSFE (CSFE Cell Division Tracker Kit, Biolegend, USA) nach 

Herstellerangaben markiert. Die Makrophagen wurden durch Inkubation mit 5 ml 

Zelldissoziationspuffer für 20 min bei 37 °C (Gibco/Life Technologies, USA) vom Flaschen-

boden gelöst, pelletiert (535 x g, 5 min, RT), auf 4 x 104 Zellen/ml in X-VIVO 15 eingestellt und 

für 30 min bei RT zum Adhärieren in µ-slide-Platten (Ibidi, DE) gebracht. Nach Hinzugabe der 
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einzusetzenden Antikörper in der entsprechenden Konzentration wurden die Tumorzellen in 

einem Effektor- zu Tumorzell (E:T)-Verhältnis von 1:2 hinzugegeben und die Co-Kultur für 2 h 

bei 37 °C inkubiert. Die manuelle Auszählung der fluoreszenzmarkierten, phagozytierten 

Tumorzellen erfolgte im Fluoreszenzmikroskop bei einer Anregungswellenlänge von 492 nm 

(Emissionswellenlänge; 517 nm). Der phagozytische Index (PI) wurde nach folgender Formel 

berechnet (Auszählung von mindestens 50 Makrophagen): 

𝑝ℎ𝑎𝑔𝑜𝑧𝑦𝑡𝑖𝑠𝑐ℎ𝑒𝑟 𝐼𝑛𝑑𝑒𝑥 =
Anzahl phagozytierte Tumorzellen

Anzahl Makrophagen
 𝑥 100 

Bei der antikörperabhängigen zellvermittelten Phagozytose über die automatisierte Hoch-

durchsatzfluoreszenzmikroskopie wurden die Tumorzellen (1 x 106 Zellen/ml in PBS) mit dem 

pH-sensitiven Fluorophor pHRodo (0,5 µg/ml, Invitrogen, USA) für 1 h bei RT unter 

Lichtausschluss markiert. Zum Herauswaschen des überschüssigen Farbstoffes wurden die 

Tumorzellen mit dem fünffachen Volumen an Zellkulturmedium versetzt und zentrifugiert 

(535 x g, 5 min, RT). Nachdem die Zellen noch einmal mit PBS gewaschen wurden, wurde die 

Zellzahl auf 0,4 x 106 Zellen/ml in X-VIVO 15 eingestellt. Die abgelösten Makrophagen (s.o.) 

wurden mit einer Konzentration von 0,1 x 106 Zellen/ml (2 x 104 Zellen pro Well) in einer 96-

Well-Platte für 30 min inkubiert um zu adhärieren. Anschließend konnten die Antikörper in 

der gegebenen Konzentration hinzugefügt werden. Der Start der Phagozytose erfolgte nach 

Hinzugabe der Tumorzellen (2 x 104 Zellen pro Well) in einem E:T-Verhältnis von 1:1. 

 

Zur Bestimmung der basalen Phagozytose wurden ebenfalls Wells mit Tumorzellen plus 

Makrophagen ohne Antikörper und für die Hintergrundfluoreszenz die Tumorzellen alleine 

vorbereitet. Die Messung erfolgte im IncuCyte System (Sartorius, DE). Dabei wurden im 

Abstand von jeweils 20 min über einen Zeitraum von fünf Stunden mikroskopische 

Fluoreszenzaufnahmen gemacht, die mit der IncuCyte Basic Analysis Software (Sartorius, DE) 

analysiert werden konnten. Dabei kam es zur Ermittlung der Anzahl an rot fluoreszierenden 

Objekten pro Bild (red fluorescent objects per image, ROI), die die phagozytierten Tumorzellen 

darstellen. Die Werte der Hintergrundfluoreszenz wurden durch Einstellung der Mindest-

fluoreszenzintensität herausgerechnet, um die spezifische Phagozytose abzubilden. 
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2.4.9 Antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizitäten und 
komplementabhängige Zytotoxizität in 51Chromfreisetzungstests  

 

Die antikörperabhängige zellvermittelte als auch komplementabhängige Zytotoxizität wurde 

in 51Chromfreisetzungstests bestimmt. Hierfür wurden 0,6 x 106 Tumorzellen in 50 µl 51Chrom 

(als Natriumchromat gelöst in 1xPBS) für 2 h bei 37 °C radioaktiv markiert. Das überschüssige 

51Chrom konnte durch Hinzugabe von Zellkulturmedium mit einem anschließenden 

Zentrifugationsschritt bei 535 x g für 5 min (RT) entfernt werden. Nach zwei weiteren Wasch-

schritten wurden die Tumorzellen auf eine Zellzahl von 0,1 x 106 Zellen/ml in Zellkulturmedium 

eingestellt und davon 50 µl (entspricht 5 x 103 Tumorzellen) in die Wells einer 96-Well-Platte 

pipettiert. Als Effektoren dienten GM-CSF (50 U/ml) stimulierte Neutrophile (E:T = 40:1 und 

80:1), NK-Zellen (E:T = 10:1), PBMC (E:T = 40:1) oder humanes Serum (25 % v/v). Zusammen 

mit den Antikörpern betrug das Endvolumen pro Well 200 µl. 

Für die Bestimmung einer maximalen Lyserate wurden Tumorzellen mit 2 %-iger Triton X-

Lösung versetzt, die basale Lyserate wurde durch Co-Kultivierung von Effektoren und 

Tumorzellen ohne Antikörperzusatz ermittelt. Nach einer Inkubation von 3 h bei 37 °C wurden 

die Zellen bzw. Zelltrümmer bei 836 x g für 5 min (RT) pelletiert und 25 µl des 51Chrom 

enthaltenden Überstandes in 150 µl Szintillationslösung Optiphase HiSafe 3 (PerkinElmer, 

USA) überführt. 

Es folgte eine weitere Inkubation für 15 min (schüttelnd bei RT) bis die entstandenen 

Lichtsignale im Lumineszenzmessgerät 1450 MicroBeta TriLux LSC & Luminescence Counter 

(Perkin Elmer, USA) als counts per minute (cpm) gemessen wurden. Die prozentuale Lyse lässt 

sich anhand der folgenden Formel berechnen:  

𝐿𝑦𝑠𝑒 % =
𝑐𝑝𝑚 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑒𝑙𝑙𝑒 𝐿𝑦𝑠𝑒 −  𝑐𝑝𝑚 𝑏𝑎𝑠𝑎𝑙𝑒 𝐿𝑦𝑠𝑒

cpm maximale Lyse − cpm basale Lyse
 𝑥 100 

 

2.5 In vivo-Experimente 

Zur Ermittlung des Einflusses einer Isoglutaminylzyklaseinhibition in der antikörperbasierten 

Tumorimmuntherapie im lebenden Organismus wurden in vivo-Experimente in Kooperation 

mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jeanette H. W. Leusen (Universitätsklinikum Utrecht, NL) 
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durchgeführt. Die Tierversuche fanden nach internationalen Richtlinien mit Zustimmung des 

Tierethikausschusses der Universität Utrecht statt (AVD15002016410). 

Männliche und weibliche Mäuse im SCID-Hintergrund wurden im zentralen Tierhaus der 

Universität Utrecht unter kontrollierten Temperaturbedingungen mit einem Tag-Nacht-

Rhythmus von 12 h zu 12 h und einer uneingeschränkten Trinkwasser- und Futterzufuhr 

gehalten. Sowohl nicht-transgene (nTg, CB17/lcr‐Prkdcscid/lcrlcoCrl, Charles River, USA) als 

auch transgene SCID-Mäuse, die den humanen Fcα-Rezeptor tragen (CD89 Tg)229, wurden mit 

einem Alter zwischen 11 Wochen und 34 Wochen in den Experimenten eingesetzt. Nicht-

transgene SCID-Mäuse konnten dabei für Versuche mit IgG-Molekülen herangezogen werden, 

während die Testung der IgA-Moleküle in CD89 Tg SCID-Mäusen stattfand. 

Die EGFR-positiven Tumorzielzellen (MDA-MB-468) wurden für 72 h mit SEN177 (10 µM) oder 

DMSO vorbehandelt und anschließend mit dem Fluoreszenzfarbstoff CellTrace Violet (4 µM, 

Invitrogen, USA) für 15 min bei RT markiert. Unbehandelte, murine EGFR-negative Ba/F3-

Zellen wurden ebenfalls mit dem Fluorophor CellTrace Violet (0,125 µM, Invitrogen, USA) 

gefärbt. Pro Maus wurden Zellen in einem Verhältnis von 5:1 (MDA-MB-468:Ba/F3) und einer 

Gesamtzellzahl von 6 x 106 intraperitoneal injiziert. Direkt nach Inokulation der Zellen wurden 

die Mäuse mit den Antikörpern CTX bzw. PANI oder CTX-IgA2 mit jeweils 100 µg für 16 h 

therapiert. Als Kontrolle diente die Injektion von PBS in dafür vorgesehene Kontrolltiere. 

Nach Ablauf von 16 Stunden wurden alle Tiere (fünf pro Gruppe) euthanasiert, die ver-

bliebenen Zellen aus der Bauchhöhle gewaschen und das Verhältnis von MDA-MB-468- zu 

Ba/F3 -Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Durch Färbung der Ba/F3-Zellen mit 

einer geringeren Konzentration an CellTrace Violet als bei der MDA-MB-468 verwendeten 

Konzentration konnten diese anhand schwacher Fluoreszenzwerte leicht von den MDA-MB-

468-Zellen unterschieden werden. 

 

2.6 Statistische Analysen 

Die graphische und statistische Auswertung der generierten Daten erfolgte mit dem 

Programm GraphPad Prism 5 (GraphPad, USA). Dabei wurden die Daten als Mittelwerte ± 

Standardfehler des Mittelwertes (engl. standard error of the mean, SEM) oder als individuelle 

Einzelwerte dargestellt. Statistisch signifikante Unterschiede mit p-Werten < 0,05 wurden 
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mittels einfaktorieller bzw. zweifaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur 

oder zweiseitigem t-Test (ungepaart) ermittelt. Der jeweils angewandte Test ist in der korres-

pondierenden Bildunterschrift angemerkt. 
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3. Ergebnisse 
 

Die Interaktion zwischen CD47 auf Tumorzellen und dem Rezeptor SIRPα auf myeloischen 

Zellen führt zu einer Inhibition der Effektorzellen und beeinträchtigt somit die Eliminierung 

des Tumors durch die körpereigenen Immunzellen. Die Kombination aus einer CD47-SIRPα-

Blockade mit einer antikörperbasierten Tumorimmuntherapie zur effektiven Aktivierung 

myeloischer Zellen wurde im Rahmen dieser Arbeit näher untersucht. 

 

3.1 CD47-SIRPα-Interaktion 
 

3.1.1 CD47-Expression auf Tumorzellen 

Tumorzellen sind in der Lage durch unterschiedliche Mechanismen einer Immunabwehr zu 

entkommen. Eine Überexpression des Oberflächenmoleküls CD47, als Ligand für den inhibitor-

ischen Rezeptor SIRPα, kann dazu führen, dass myeloische Zellen wie neutrophile 

Granulozyten und Makrophagen inhibiert werden.  

Um den Einfluss einer CD47-Blockade auf die Aktivierung myeloischer Zellen zu untersuchen, 

wurden Tumorzelllinien mit unterschiedlicher CD47-Expression eingesetzt. Während vor 

allem die solide Karzinomzelllinie A431 im Vergleich zu den anderen verwendeten Tumor-

zelllinien viel CD47 exprimiert, wurden intermediäre Expressionen bei der T-ALL-Zelllinie P12-

ICHIKAWA und den beiden Karzinomzelllinien MDA-MB-468 und Kyse-30 ersichtlich. Die 

ebenfalls der T-ALL zugehörigen Zelllinien HSB-2 und MOLT-13 wiesen die geringste CD47-

Expression auf (Abbildung 11). 
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Abbildung 11: CD47-Expression auf den verwendeten soliden und hämatologischen Tumorzelllinien. 
Die CD47-Expression der Karzinomzelllinien A431, Kyse-30 und MDA-MB-468 als auch der T-ALL Zelllinien HSB-2, MOLT-13 und 

P12-ICHIKAWA wurde mit indirekter Durchflusszytometrie bestimmt und die spezifischen Antigenbindungsstellen pro Zelle 

(specific antigen binding sites per cell, SABC) unter Verwendung des QIFIKIT® ermittelt. Eingesetzt wurde der CD47-Antikörper 

B6H12 unter sättigenden Bedingungen (10 µg/ml). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus drei unabhängigen Versuchen. 

 

3.1.2 Expression von Fc-Rezeptoren und SIRPα auf myeloischen Zellen 

Die Voraussetzung für eine Aktivierung von Immunzellen über Antikörper ist die Expression 

von aktivierenden Fc-Rezeptoren auf der Zelloberfläche. Die hier verwendeten myeloischen 

Zellen, Makrophagen und Neutrophile, wurden aus dem peripheren Blut gesunder Spender 

isoliert bzw. generiert. 

Unpolarisierte Makrophagen (M0-Typus) zeigten dabei eine erhöhte Expression der aktivier-

enden Fcγ-Rezeptoren CD32a und CD64 im Vergleich zu CD16 und CD32b. Auch der 

aktivierende Fcα-Rezeptor CD89 ist auf Makrophagen exprimiert (Abbildung 12 A). Im 

Gegensatz dazu exprimieren Neutrophile in hohem Maße CD16, wobei es sich in diesem Fall 

ausschließlich um den decoy-Rezeptor CD16b handelt.56 Zusätzlich zu CD32a exprimieren auch 

Neutrophile den IgA-bindenden Fcα-Rezeptor CD89 (Abbildung 12 A). 

Zum Schutz einer unkontrollierten Überaktivierung exprimieren myeloische Zellen Immun-

checkpoint-Moleküle, wie z. B. SIRPα. Der inhibitorische Rezeptor SIPRα wurde sowohl von 

den in dieser Arbeit verwendeten Makrophagen als auch von Neutrophilen exprimiert,  

wobei die Fluoreszenzintensitätswerte bei den Makrophagen wesentlich höher lagen 

verglichen mit denen der Neutrophilen (Abbildung 12 B). 
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Abbildung 12: Expression von Fc-Rezeptoren und SIRPα auf humanen Makrophagen und Neutrophilen.  
Die Expression der Fc-Rezeptoren CD16, CD32a, CD32b, CD64 und CD89 (A) und SIRPα (B) auf humanen Makrophagen (M0-
Typus) und Neutrophilen wurde mit indirekter Durchflusszytometrie bestimmt. Die Antikörper wurden mit einer Konzentration 
von 10 µg/ml eingesetzt und die Bindung mit FITC-konjugierten Ziege anti-Maus IgG F(ab‘)2-Fragmenten detektiert (CD16: 
Klon 3G8, CD32a: Klon IV.3, CD32b: Klon S18005H, CD64: Klon 4A10-1, CD89: Klon A59, SIRPα: Klon 15-414, Ktrl. IgG = muriner 
IgG1: Klon MOPC-21). Dargestellt sind die einzelnen Experimente plus Mittelwert ± SEM sowie ein exemplarisches Histogramm 
der SIRPα-Expression auf Makrophagen und Neutrophilen eines Spenders. RFI = relative Fluoreszenzintensität. 

 

3.2 Untersuchungen zur Rolle des N-terminalen Pyroglutamats 

Eine Induktion des don’t eat me-Signals über SIRPα erfolgt nach Bindung seines Liganden 

CD47. Die Bindung scheint dabei maßgeblich von dem Vorliegen eines Pyroglutamats am N-

Terminus des CD47 abzuhängen.187 Im folgenden Abschnitt soll der Einfluss des N-terminalen 

Pyroglutamats auf die Bindungsaktivität genauer betrachtet werden. 



Ergebnisse 

58 
 

3.2.1 Herstellung und Charakterisierung unterschiedlicher CD47-Fusionsproteine 

Um den Einfluss des N-terminalen Pyroglutamats zu untersuchen, wurden zwei Fusions-

proteine erstellt: huCD47-wt-Fc und huCD47-Q1A-Fc. Diese bestanden aus einem mutierten 

Fc-Teil eines IgG1, der keine Fc-Bindung aufweist225 und entweder der nativen Ektodomäne 

des CD47 (huCD47-wt-Fc) oder einer modifizierten Ektodomäne, bei der ein Aminosäure-

austausch (Glutamin zu Alanin, Q1A) die Ausbildung eines N-terminalen Pyroglutamats 

verhindern sollte (huCD47-Q1A-Fc). Die ausgehend von der Aminosäuresequenz (vgl. Material 

& Methoden Punkt 2.3.1) errechnete durchschnittliche Masse des monovalenten Moleküls 

(ein Bindungsarm) liegt bei 42,4 kDa. 

 

3.2.1.1 Produktion und biochemische Charakterisierung 

Die Fusionsproteine wurden in CHO-S- (engl. Chinese hamster ovary) Zellen produziert. Unter 

Zuhilfenahme des MaxCyte STx Systems wurden die kodierenden Plasmide mittels 

Elektroporation in die Zellen transfiziert. Als Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde 

zusätzlich ein Plasmid kodierend für das Reportergen GFP eingebracht, dessen Fluoreszenz 

sich 24 h nach Transfektion durchflusszytometrisch bestimmen ließ (Abbildung 13). 

CHO-S untransfiziert

CHO-S GFP-transfiziert

GFP [FI]
 

Abbildung 13: Durchflusszytometrische Messung von untransfizierten und GFP-transfizierten CHO-S-Zellen. 
Die Effizienz der Transfektion wurde 24 h nach Transfektion durchflusszytrometrisch bestimmt. Mediane Fluoreszenz-

intensitäten von 0,9 x 103 bei den untransfizierten CHO-S-Zellen (grau) und 1,05 x 106 bei den GFP-transfizierten Zellen (türkis) 

wurden ermittelt. FI = Fluoreszenzintensität. 
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Nach einer neuntägigen Kultivierung wurden die Fusionsproteine affinitätschromatographisch 

über den Fc-Teil (CaptureSelect IgG Fc XL Matrix) aus dem Zellkulturüberstand extrahiert und 

anschließend die vollständig assemblierten Fusionsproteine über eine Größenausschluss-

chromatographie isoliert (Elutionsvolumen: 170 ml, Abbildung 14). Die Proteinkonzen-

trationen beider Fusionsproteine wurden im BCA-Test bestimmt. 

 

Abbildung 14: Größenausschlusschromatographie von CD47-Fusionsproteinen.  
A) Schematische Darstellung eines monomeren, bivalenten CD47-Fusionsproteins. B) Gezeigt sind die Elutionsprofile der 

monomeren, bivalenten CD47-Fusionsproteine huCD47-wt-Fc (links) und huCD47-Q1A-Fc (rechts) nach Affinitätschromato-

graphie mit Fc-gerichteter Sepharosematrix (anti-human IgG Fc XL). mAU = milli Absorptionseinheit. 

 

Die Assemblierung als auch die Molekülgrößen konnten im Anschluss über die SDS-PAGE und 

Coomassiefärbung gezeigt werden (Abbildung 15). Bei den nicht-reduzierten Proteinen lagen 

die Banden bei ca. 150 kDa (vollständig assembliert, zweiarmig), während die reduzierten 

Proteine eine Masse von ca. 60 kDa aufwiesen (einarmig, monovalentes Fusionsprotein, 

Abbildung 15 links). 

Das erhöhte Molekulargewicht bei der Gelelektrophorese im Vergleich zum berechneten 

Gewicht (60 kDa vs. 42,4 kDa) resultiert aus der Glykosylierung des Proteins (Abbildung 15 

rechts). In der nicht-reduzierten Fraktion sind des Weiteren keine Banden bei ca. 60 kDa zu 

verzeichnen, was darauf schließen lässt, dass nur vollständig zusammengefügte Fusions-

proteine isoliert wurden. Die zusätzlichen Banden bei ca. 32 kDa in den deglykosylierten 

Proben stellt das im Deglykosylierungskit enthaltene Enzym PNGase F dar. 
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Abbildung 15: Gelelektrophorese (SDS-PAGE) von CD47-Fusionsproteinen.  
Die CD47-Fusionsproteine huCD47-wt-Fc (1) und huCD47-Q1A-Fc (2) wurden in der SDS-PAGE (10 % Polyacrylamid) nach ihrer 
Größe aufgetrennt und anschließend mit Coomassie gefärbt. Der Vergleich zwischen reduziertem und nicht-reduziertem 
Protein ist links dargestellt. Reduzierte Proteine mit und ohne Glykosylierung sind auf der rechten Seite abgebildet. 
Auftragsmenge = 2 µg pro Fusionsprotein, M = Marker, kDa = Kilodalton. 

 

Als Resultat lässt sich festhalten, dass sich die Differenz in einer Aminosäure zwischen den 

Fusionsproteinen in den chromatographischen und gelelektrophoretischen Untersuchungen 

nicht als ein Größenunterschied abbilden lässt. Aus diesem Grund wurde eine massenspekto-

metrische Analyse durchgeführt. Die zu erwartenden Fragmente nach Tryptaseverdau sind in 

Abbildung 16 dargestellt.  
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Abbildung 16: Peptidfragmente für die massenspektrometrische Analyse beider CD47-Fusionsproteine. 
Zur Generierung von Peptidfragmenten wurden die CD47-Fusionsproteine für die massenspektrometrische Analyse mit 

Tryptase verdaut. Die zu erwartenden Fragmente des relevanten Bereichs am N-Terminus sind pGluLLFNK bzw. ALLFNK. 

(pGlu = Pyroglutamat, A = Alanin, L = Leucin, F = Phenylalanin, N = Asparagin, K = Lysin) 

 

Anhand der massenspektrometrischen Analyse konnte die Existenz der zu erwartenden Frag-

mente bestätigt werden (Abbildung 17). Mit einem Masse-zu-Ladungsverhältnis (m/z) von 

705,4301 (einfach geladen) bzw. 353,2813 (zweifach geladen) wurde das N-terminale Peptid-

fragment 1ALLFNK6 der mutierten CD47-Variante des huCD47-Q1A-Fc identifiziert (, ). Das 

Peptidfragment 1pGluLLFNK6 des nativen CD47 beim huCD47-wt-Fc wurde mit einem Masse-

zu-Ladungsverhältnis von 745,4243 () oder 373,2158 () vorgefunden. Zusätzlich ließen 

Peaks mit einem m/z-Verhältnis von 706,4141 () bzw. 353,7103 () und 746,4083 () bzw. 

373,7078 () auf deaminierte Fragmente (N5 Rest der Probenfragmente) schließen, die aus 

der vorausgegangenen enzymatischen Deglykosylierung mittles PNGase entstanden sind. 
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Abbildung 17: Massenspektrometrische Analyse der CD47-Fusionsproteine. 
Dargestellt sind die Strukturformeln (oben) der zu erwartenden Peptidfragmente 1pGluLLFNK6 (huCD47-wt-Fc) und 1ALLFNK6 

(huCD47-Q1A-Fc). Im unteren Teil gezeigt sind sowohl das Chromatogramm inklusive identifizierter Peaks der massen-

spektrometrischen Analyse als auch die Charakteristika der gefundenen Fragmente von einfach bzw. zweifach geladenen 

Peptiden. 

 

 



Ergebnisse 

63 
 

3.2.1.2 Bindungsverhalten der CD47-Fusionsproteine an rekombinantes und 
natives SIRPα 

 

Das Ziel der Produktion von CD47-Fusionsproteinen war die Untersuchung des Einflusses eines 

N-terminalen Pyroglutamats auf die Bindungsaktivität von CD47. Diese wurde sowohl mit 

ELISA-basierten als auch in durchflusszytrometrischen Experimenten analysiert. 

Im ELISA zeigte sich eine konzentrationsabhängige Bindung des Fusionsproteins huCD47-wt-

Fc an die Ektodomäne des rekombinanten SIRPα mit einer einsetzenden Sättigung ab 5 µg/ml 

(EC50 = 0,36 µg/ml). Im Gegensatz dazu kam es lediglich zu einer vergleichsweise sehr 

geringen Bindung des huCD47-Q1A-Fc, auch in höheren Konzentrationen (EC50 = 5,40 µg/ml) 

(Abbildung 18 links). Da bis auf die N-terminale Aminosäure identische Moleküle vorliegen, 

lässt sich die SIRPα-Bindung auf das Pyroglutamat am huCD47-wt-Fc zurückführen. Die 

Bindungsreaktionen bei hohen Konzentrationen des huCD47-Q1A-Fc könnten auf eine Pyro-

glutamat-unabhängige Bindung zurückzuführen sein. 

Analog zur Bindung an SIRPα zeigte sich auch eine differenzielle Bindung der Fusionsproteine 

an den Pyroglutamat-abhängig bindenden CD47-Antikörper CC2C6 (Abbildung 18 Mitte). Mit 

einem EC50-Wert von 0,03 µg/ml (huCD47-wt-Fc) scheint die Affinität von CC2C6 zu huCD47-

wt-Fc höher zu sein als bei SIRPα. Weitaus geringer war dementsprechend die Bindung des 

huCD47-Q1A-Fc an CC2C6, auch in hohen Konzentrationen. Möglicherweise ist dieser Anti-

körper stärker vom Vorhandensein eines Pyroglutamats im Bindeepitop abhängig als humanes 

SIRPα. 

Zum Nachweis des Vorliegens einer intakten CD47-Ektodomäne bei beiden Fusionsproteinen 

wurden zusätzlich ELISA-Experimente mit einem spezifischen CD47-Antikörper (Klon B6H12) 

durchgeführt (Abbildung 18 rechts). Der Antikörper bindet dabei ein distales Epitop 

(Pyroglutamat-unabhängig). Nahezu identische Kurvenverläufe mit EC50-Werten von 

0,11 µg/ml (huCD47-wt-Fc) und 0,18 µg/ml (huCD47-Q1A-Fc) bestätigen das Vorhandensein 

einer korrekt gefalteten CD47-Ektodomäne sowohl beim huCD47-wt-Fc als auch beim 

huCD47-Q1A-Fc. 
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Abbildung 18: Bindungskapazitäten der CD47-Fusionsproteine im ELISA.  
Dargestellt sind die Bindungen des huCD47-wt-Fc und huCD47-Q1A-Fc in unterschiedlichen Konzentrationen an 

rekombinantes SIRPα (extrazelluläre Domäne) bzw. an die CD47-Antikörper CC2C6 und B6H12. SIRPα, CC2C6 und B6H12 

wurden in einer Konzentration von 0,5 µg/ml eingesetzt (n=3). Die Detektion fand über HRP-gekoppelte IgG-Fc-gerichtete 

Antikörper statt. Statistik: zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur, # statistisch signifikanter 

Unterschied der Fusionsproteine bei angegebener Konzentration. rel. U = relative Einheit. 

 

Nachdem die Bindung der Fusionsproteine an rekombinantes SIRPα und die CD47-Antikörper 

untersucht wurde, sollte die Bindung an natives SIRPα auf myeloischen Zellen analysiert 

werden. 

Das Fusionsprotein huCD47-wt-Fc mit nativer CD47-Ektodomäne zeigte sowohl an Makro-

phagen (Abbildung 19 oben) als auch an Neutrophilen (Abbildung 19 unten) eine signifikant 

erhöhte Bindung im Vergleich zur Kontrolle. Im Gegensatz dazu war keine Bindung des 

Fusionsproteins mit mutierter CD47-Ektodomäne (huCD47-Q1A-Fc) ersichtlich. Interessanter-

weise deuten die unterschiedlichen Fluoreszensintensitätswerte auf eine stärkere Bindung an 

Makrophagen als an Neutrophile. Diese Beobachtung könnte auf die höhere Expression von 

SIRPα auf Makrophagen zurückzuführen sein (Abbildung 12).  
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Abbildung 19: Bindung der CD47-Fusionsproteine an Makrophagen und Neutrophile. 
Die Bindung der CD47-Fusionsproteine an Makrophagen bzw. Neutrophile wurde durchflusszytometrisch ermittelt. Eingesetzt 
wurden 50 µg/ml. Die Detektion fand unter Zuhilfenahme von IgG-gerichteten FITC-konjugierten F(ab)2-Fragmenten statt. 
Inkubation der Zellen nur mit Sekundärantikörper diente als Kontrolle. Exemplarisch dargestellt sind die Histogramme einer 
Messung (links), die mittleren Fluoreszenzintensitäten aller Messungen n=5 (Mitte) und die prozentuale Bindung n=5 (rechts) 
der CD47-Fusionsproteine (Bindung von huCD47-wt-Fc = 100 % Bindung). Statistik: einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit 
Bonferroni-Korrektur, * statistisch signifikanter Unterschied, n.s. nicht signifikant. FI = Fluoreszenzintensität, MFI = mittlere 
Fluoreszenzintensität. 

 

Zusammenfassend bestätigen die Ergebnisse, dass das Fehlen des Aminosäurederivats 

Pyroglutamat am N-terminalen Ende von CD47 zu einem Ausbleiben der Bindung von CD47 an 

SIRPα bzw. an myeloische Zellen führt. Somit wurde Pyroglutamat als essentieller Bestandteil 

des Bindeepitops verifiziert. 
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3.2.2 Pharmakologische Inhibition der Isoglutaminylzyklase in soliden Tumoren 

Die Ausbildung des N-terminalen Pyroglutamats wird durch das im Golgi-Apparat sitzende 

Isoenzym der Glutaminylzyklase (Isoglutaminylzyklase, engl. glutaminyl-peptide cyclotrans-

ferase like, QPCTL) katalysiert.195,196  

Studien zeigten bereits, dass eine Inhibition des Enzyms auf pharmakologischer Ebene zu einer 

Bindungsreduktion an SIRPα führte.195,196 Die niedermolekulare Verbindung SEN177 wurde 

dabei als spezifischer Inhibitor der Isoglutaminylzyklase verwendet. Folglich könnte eine 

pharmakologische Inhibition der Isoglutaminylzyklase einen neuartigen Therapieansatz 

darstellen. 

Im Folgenden soll der Einsatz des QPCTL-Inhibitors SEN177 bei den soliden Tumorzelllinien 

A431, MDA-MB-468 und Kyse-30 unter Verwendung der gegen den EGFR zugelassenen 

Antikörper Cetuximab (CTX, IgG1) und Panitumumab (PANI, IgG2), als auch einer optimierten 

IgA2-Variante im IgA2.0-Hintergrund37 von Cetuximab (CTX-IgA2) untersucht werden. Alle drei 

Zelllinien exprimieren sowohl den EGFR als auch CD47 (Abbildung 20).  

 

Abbildung 20: Expression von EGFR und CD47 auf soliden Tumorzelllinien.  
Die Expression des EGFR und CD47 auf den Tumorzelllinien A431, Kyse-30 und MDA-MB-468 wurde mittels indirekter 

Durchflusszytometrie bestimmt und die spezifischen Antigenbindungsstellen pro Zelle (specific antigen binding sites per cell, 

SABC) unter Verwendung des QIFIKIT® ermittelt. Eingesetzt wurden die Antikörper m425 (EGFR) und B6H12 (CD47) unter 

sättigen Bedingungen (10 µg/ml). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus drei unabhängigen Versuchen. 
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3.2.2.1 Einfluss von SEN177 auf die Expression von CD47 und EGFR 

Als erstes wurden MDA-MB-468-Zellen mit 10 µM SEN177 für 72 h behandelt und die 

Expression von CD47 unter Einsatz des Antikörpers B6H12 durchflusszytometrisch ermittelt. 

Der Antikörper B6H12 bindet ein distales Epitop der CD47-Ektodomäne, so dass das N-

terminale Pyroglutamat die Bindung nicht beeinflusst.195,196 Es konnte gezeigt werden, dass 

die Behandlung der Tumorzellen mit SEN177 die CD47-Expression nicht wesentlich verändert 

(Abbildung 21 A).  

Damit therapeutische Antikörper wirken, muss ebenfalls eine ausreichende Expression der 

Zielantigene vorliegen. Der Verlust von Antigenen nach einer Therapie, beispielsweise mit 

monoklonalen Antikörpern über Internalisierung, konnte unter anderem bei CD20 beobachtet 

werden.230 Um zu untersuchen, ob eine SEN177-Behandlung die Expression des EGFR beein-

flusst, wurden die drei Tumorzelllinien A431, Kyse-30 und MDA-MB-468 mit dem QPCTL-

Inhibitor (10 µM) für 72 h behandelt und anschließend die Bindung von CTX durchfluss-

zytometrisch bestimmt. Die in Abbildung 21 B dargestellten Ergebnisse zeigen, dass es bei 

keiner Zelllinie zu einem Verlust der Antigenexpression nach SEN177-Behandlung im Vergleich 

zu DMSO behandelten Zellen kommt. Durch die Verwendung des therapeutischen Antikörpers 

CTX in diesen Experimenten zeigte sich zudem, dass auch die spezifische Bindung des EGFR-

gerichteten Antikörpers nicht beeinträchtigt wurde. 

 

Abbildung 21: CD47- und EGFR-Expression auf soliden Tumorzelllinien nach Behandlung mit SEN177. 
Die Zellen wurden mit 10 µM SEN177 oder DMSO für 72 h behandelt und danach die Antikörperbindung in der indirekten 

Durchflußzytometrie bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM dreier unabhängiger Experimente. Die Bindung an die 

DMSO-Kontrolle wurde auf 100 % gesetzt. A) Bindung des Antikörpers B6H12 (10 µg/ml) an MDA-MB-468 Zellen. Zur Detektion 

dienten FITC-konjugierte anti-Maus IgG-Fc F(ab‘)2-Fragmente. B) Bindung von CTX an die Tumorzelllinien A431, Kyse-30 und  
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Abb. 21 ff. 

MDA-MB-468. Die CTX-Bindung (10 µg/ml) wurde durchflusszytometrisch unter Verwendung von FITC-konjugierten anti-

human IgG-Fc F(ab‘)2-Fragmenten bestimmt. Statistik: zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur, n.s. 

nicht signifikant. 

 

3.2.2.2 Einfluss auf die CD47-SIRPα-Interaktion 

An den soliden Tumorzelllinien A431, Kyse-30 und MDA-MB-468 wurde untersucht, ob die 

Hemmung der Isoglutaminylzyklase einen Einfluss auf die Bindung von CD47 an SIRPα hat. Aus 

eigenen Vorarbeiten im Rahmen der Masterarbeit ging hervor, dass eine Konzentration von 

10 µM SEN177 über einen Zeitraum von 72 h die maximale Bindungsreduktion eines 

rekombinanten SIRPα-Fusionsproteins an die soliden Tumorzelllinien herbeiführt (Anhang: 

Abbildung 48), so dass dieses Behandlungsschema als Grundlage der Experimente diente. Das 

Fusionsprotein besteht aus der Ektodomäne des SIRPα und einem mutierten Fc-Teil eines IgG2 

ohne Fc-Rezeptorbindung (SIRPα-Fc) und ist eine modifizierte Variante, die eine stärkere 

Affinität als das native SIRPα besitzt.226 Eingesetzt wurde das SIRPα-Fc in einer sättigenden 

Konzentration von 5 µg/ml, die zuvor an der Zelllinie A431 ermittelt wurde (Anhang: 

Abbildung 49). Auch höhere Konzentrationen an SIRPα-Fc konnten die QPCTL-Inhibition nicht 

überwinden (Abbildung 49). 

In Abbildung 22 ist ersichtlich, dass eine signifikante Reduktion der SIRPα-Fc-Bindung nach 

SEN177-Behandlung bei allen untersuchten Tumorzelllinien vorliegt. Die Bindungsreduktion 

im Vergleich zu DMSO behandelten Kontrollzellen belief sich bei A431 auf 36,2 ± 10,0 %, bei 

Kyse-30 betrug sie 56.9 ± 7.5 % und bei der MDA-MB-468 war eine Reduktion von 56,9 ± 8,3 % 

vorhanden. Die Daten lassen darauf schließen, dass SEN177 sich für eine effektive und 

konsistente Inhibition der QPCTL in unterschiedlichen Tumorzellen eignet.  
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Abbildung 22: Reduktion der SIRPα-Fc Bindung auf soliden Tumorzelllinien nach Behandlung mit SEN177. 
Die Tumorzelllinien A431, Kyse-30 und MDA-MB-468 wurden für 72 h mit 10 µM SEN177 oder DMSO behandelt und 

anschließend die Bindung des SIRPα-Fc (5 µg/ml) durchflusszytometrisch bestimmt. Zur Detektion dienten PE-konjugierte anti-

human IgG-Fc F(ab‘)2-Fragmente. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus drei unabhängigen Experimenten. Die Bindung 

wurde auf die DMSO-Kontrolle normiert. Statistik: zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur, # 

statistisch signifikanter Unterschied zur DMSO-Kontrolle. 

 

3.2.2.3 Einfluss auf die Zellvitalität und direkte Antikörpereffekte 

EGFR-bindende therapeutische Antikörper wie CTX sind in der Lage über unterschiedliche 

Mechanismen Tumorzellen zu eliminieren. Beispielsweise ermöglicht CTX die Induktion einer 

direkten Zellwachstumsinhibition.231 Um zu überprüfen, ob SEN177 per se die Zellvitalität 

beeinträchtigt bzw. die Induktion von direkten Antikörpereffekten verändert, wurden 

Proliferationstests mit den drei Zelllinien A431, Kyse-30 und MDA-MB-468 durchgeführt und 

die kolorektale Karzinomzelllinie DiFi zur Ermittlung der direkten Effekte eingesetzt. 

Eine Behandlung der Zelllinien mit steigender SEN177-Konzentration führte bei keiner der 

eingesetzten Konzentrationen zu einem beeinträchtigten Zellwachstum (Abbildung 23). In 

einem Bereich bis 50 µM wirkt SEN177 somit nicht toxisch auf die eingesetzten humanen 

Tumorzellen. 
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Abbildung 23: Zellwachstum von EGFR-positiven Tumorzelllinien nach Behandlung mit SEN177. 
Die Tumorzelllinien A431, Kyse-30 und MDA-MB-468 wurden mit DMSO oder unterschiedlichen Konzentrationen an SEN177 

für 72 h behandelt und anschließend die Zellvitalität in einem kolorimetrischen MTS-basierten Test nachgewiesen. Dargestellt 

sind die Mittelwerte ± SEM des prozentualen Zellwachstums (DMSO-Kontrolle/0 µM SEN177 = 100 %) von drei unabhängigen 

Experimenten. 

 

Bei DiFi-Zellen führt der EGFR-gerichtete Antikörper CTX zu einer konzentrationsabhängigen 

Wachstumsinhibition (Abbildung 24). Der direkte Effekt des Antikörpers blieb nach SEN177-

Behandlung unverändert (Abbildung 24). Die halbmaximalen inhibierenden Konzentrationen 

liegen mit 0,055 µg/ml (IC50DMSO) und 0,062 µg/ml (IC50SEN177) nah beieinander. Somit bewirkt 

der QPCTL-Inhibitor SEN177 in Kombination mit CTX weder eine Beeinträchtigung noch eine 

Förderung des Tumorzellwachstums. 
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Abbildung 24: Ermittlung der direkten Effekte von CTX auf das Wachstum von DiFi-Zellen ohne und nach Behandlung mit 
SEN177. 
DiFi-Zellen wurden mit 10 µM SEN177 oder DMSO zusammen mit unterschiedlichen Konzentrationen an CTX für 72 h 

behandelt. Das Zellwachstum wurde anschließend im MTS-Test bestimmt (DMSO-Kontrolle+ 0 µg/ml CTX = 100 % 

Zellwachstum). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen Experimenten. 
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3.2.2.4 Einfluss auf die antikörperabhängige komplement- und zellvermittelte 
Tumorzelleliminierung 

 

Die indirekten Effekte von Antikörpern spielen eine wichtige Rolle in der antikörperbasierten 

Tumorimmuntherapie. Der in der Klinik eingesetzte EGFR-gerichtete Antikörper CTX ist 

beispielsweise in der Lage das Komplementsystem im Zusammenspiel mit einem weiteren 

EGFR-gerichteten Antikörper zu aktivieren (CDC) oder zellvermittelte Zytotoxizitäten (ADCC) 

zu induzieren.101 

Die Isoglutaminylzyklase katalysiert die Ausbildung des Pyroglutamats unterschiedlicher 

Proteinsubstrate200, so dass möglicherweise diverse Effektorfunktionen beeinflusst sind. In 

diesem Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob eine Behandlung von Tumorzellen mit 

SEN177 einen Einfluss hat auf die CDC oder ADCC, vermittelt durch mononukleäre Zellen des 

peripheren Bluts (PBMC) bzw. isolierte NK-Zellen. 

Als Zielzellen wurden A431-Zellen benutzt, die mit dem QPCTL-Inhibitor SEN177 behandelt 

wurden. Die Antikörper wurden unter sättigenden Bedingungen (10 µg/ml) eingesetzt. 

Bindungstitrationen des Cetuximab und Matuzumab (MTZ) auf A431 zeigten, dass ab 10 µg/ml 

eine Absättigung des EGFR eintritt (Anhang: Abbildung 50). Im CDC wurde eine antikörper-

vermittelte Aktivierung des Komplementsystems lediglich unter Einsatz einer Kombination der 

Antikörper CTX und MTZ beobachtet (Abbildung 25 A). Dabei lag kein Unterschied zwischen 

der DMSO-Kontrolle und den SEN177-behandelten Zellen vor. Im Gegensatz dazu ist CTX 

alleine in der Lage PBMC bzw. isolierte NK-Zellen zu aktivieren und eine spezifische Tumor-

zelllyse zu induzieren (Abbildung 25 B, C). Ähnlich wie bei der CDC unterscheidet sich diese 

nicht zwischen den DMSO- und SEN177-behandelten Zellen. 
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Abbildung 25: 51Chromfreisetzungstests mit Cetuximab bei SEN177-behandelten A431-Zellen. 
A431 Zellen wurden mit 10 µM SEN177 oder DMSO für 72 h behandelt und fungierten als Zielzellen in 51Chromfreisetzungs-

tests. Als Effektoren dienten (A) humanes Serum (25 % v/v, CDC), (B) isolierte mononukleäre Zellen aus peripherem Blut (E:T = 

40:1, PBMC ADCC) oder (C) aus peripherem Blut isolierte NK-Zellen (E:T = 10:1, NK-Zell ADCC). Die Konzentrationen der 

eingesetzten Antikörper beliefen sich auf 10 µg/ml (Ktrl. IgG1 = Rituximab). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei 

(NK-Zell & PBMC ADCC) bzw. sieben (CDC) unabhängigen Experimenten. Statistik: zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit 

Bonferroni-Korrektur, * statistisch signifikanter Unterschied zum Kontrollantikörper, n.s. nicht signifikant. 

 

Da Monozyten als myeloische Zellen in der PBMC-Fraktion vorliegen und SIRPα expri-

mieren203, wäre ein Anstieg der Tumorzelllyse nach SEN177-Behandlung in PBMC ADCC-

Versuchen denkbar gewesen. Möglicherweise ist die prozentuale Anzahl der Monozyten in 

der PBMC-Fraktion mit 10-20 %232 zu gering, um einen solchen Effekt zu erkennen und die 

generierte Lyse wurde durch die sich in der PBMC-Fraktion befindlichen NK-Zellen verursacht. 

Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass eine Inhibition der QPCTL keine Effekte auf 

nicht-myeloische Effektoren (Komplementsystem, NK-Zellen) hat. 

Im nächsten Schritt sollten nun myeloische Zellen in Form von Makrophagen und neutrophilen 

Granulozyten als Effektorzellen herangezogen werden. 

Für die Phagozytose wurden Makrophagen (M0-Typus) durch Adhärenz von Monozyten aus 

dem peripheren Blut gesunder Spender unter Zugabe von M-CSF generiert. Antikörper 

wurden unter sättigenden Bedingungen (50 µg/ml) eingesetzt, wobei aus Bindungstitrationen 

hervorging, dass der sättigende Bereich ab einer Konzentration von 10 µg/ml (CTX, PANI, CTX-

IgA2) einsetzt (Anhang: Abbildung 51 exemplarisch auf MDA-MB-468). 
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Die Phagozytose von Kyse-30- und MDA-MB-468-Zellen wurde mikroskopisch ermittelt 

(manuelle Auszählung) und als phagozytischer Index (PI) angegeben. A431-Zellen ließen sich 

nicht phagozytieren. Möglicherweise sind hier unterschiedliche Zellcharakteristika, wie die im 

Vergleich zu MDA-MB-468- und Kyse-30-Zellen erhöhte Zellgröße, wichtige Faktoren, die die 

Phagozytose beeinflussen.233 

Die Phagozytose der Tumorzelllinien MDA-MB-468 und Kyse-30 konnte nach Behandlung der 

Zellen mit SEN177 unter Verwendung aller Antikörper im Vergleich zu den DMSO-behandelten 

Kontrollzellen signifikant gesteigert werden (Abbildung 26). Die stärkste Phagozytose wurde 

durch den IgG2-Antikörper Panitumumab sowohl bei den MDA-MB-468- (PI = 73,23 ± 5,49 vs. 

34,00 ± 5,03 bei Kontrollzellen) als auch den Kyse-30-Zellen (PI = 59,23 ± 20,89 vs. 27,25 ± 

6,34) induziert. Cetuximab als IgG1 führte mit PI-Werten von 60,23 ± 8,78 bei MDA-MB-468 

(PI = 26,67 ± 7,06 bei Kontrollzellen) bzw. 51,25 ± 11,86 bei Kyse-30 (PI = 28,00 ± 5,48 bei 

Kontrollzellen) zur zweitstärksten Tumorzellphagozytose. Eine QPCTL-Inhibition konnte auch 

die antikörperabhängige zellvermittelte Phagozytose durch die IgA2-Variante des Cetuximab 

(CTX-IgA2) steigern. Die phagozytischen Indizes beliefen sich hierbei auf 57,00 ± 8,96 (MDA-

MB-468) und 33,75 ± 3,71 (Kyse-30), wobei ohne QPCTL-Inhibition phagozytische Indizes von 

lediglich 22,90 ± 5,23 (MDA-MB-468) und 19,70 ± 3,30 ermittelt wurden. 
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Abbildung 26: Antikörperabhängige Makrophagen-vermittelte Phagozytose von EGFR-positiven Zellen ohne und mit SEN177-
Behandlung. 
Die Zelllinien MDA-MB-468 und Kyse-30 wurden mit 10 µM SEN177 oder DMSO für 72 h behandelt und fungierten als 

Zielzellen. Unpolarisierte humane Makrophagen (M0-Typus) dienten als Effektoren (E:T = 1:2). Alle Antikörper wurden mit 

einer Konzentration von 50 µg/ml eingesetzt (Ktrl. IgG1 = Rituximab). Nach zweistündiger Co-Kultur wurde die Phagozytose 

mikroskopisch ermittelt und der phagozytische Index (PI) berechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei (MDA-

MB-468) bzw. vier (Kyse-30) unabhängigen Experimenten. Statistik: zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni- 
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Abb. 26 ff. 

Korrektur, * statistisch signifikanter Unterschied zum Kontrollantikörper, # statistisch signifikanter Unterschied zwischen 

DMSO- und SEN177-behandelten Zellen. 

 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Makrophagen-vermittelte Phagozytose von 

EGFR-positiven Tumorzellen in Gegenwart von therapeutischen Antikörpern in vitro durch 

eine pharmakologische Inhibition der QPCTL in Tumorzellen verstärkt werden kann. 

Da Neutrophile neben den Makrophagen ebenfalls SIRPα exprimieren, könnten auch diese 

Effektoren von einer Inhibition der QPCTL in Tumorzellen und einer damit einhergehenden 

Blockade der SIRPα-CD47-Interaktion profitieren. Um dies in ADCC-Experimenten zu unter-

suchen, wurden die EGFR-positiven Tumorzelllinien A431, MDA-MB-468 und Kyse-30 für 72 h 

mit SEN177 (10 µM) oder DMSO behandelt und als Zielzellen eingesetzt. Die Zugabe von GM-

CSF während der Experimente diente der zusätzlichen Aktivierung der Neutrophilen. Nach 

Titration der Antikörper in ADCC-Versuchen, exemplarisch mit der Zelllinie MDA-MB-468 

(Anhang: Abbildung 52), wurden die Antikörper unter sättigenden Bedingungen mit einer 

Konzentration von 1 µg/ml eingesetzt. 

Vergleichbar mit den vorangegangen ADCP-Versuchen konnte die Tumorzelllyse durch den 

IgG2-Antikörper PANI auf allen untersuchten Zelllinien durch eine QPCTL-Inhibition signifikant 

verbessert werden (Abbildung 27). Für A431 betrugen die Lyseraten 35,85 ± 6,56 % (vs. 21,43 

± 1,82 % DMSO-Kontrolle), für MDA-MB-468 waren sie 62,25 ± 14,17 % (vs. 41,75 ± 13,16 % 

DMSO-Kontrolle) und bei Kyse-30 betrugen sie 33,76 ± 8,87 % (vs. 21,64 ± 7,54 % DMSO-

Kontrolle). Ein signifikanter Anstieg der Tumorzelllyse nach SEN177-Behandlung konnte auch 

mit dem CTX-IgA2 bei den Zelllinien MDA-MB-468 und Kyse-30 beobachtet werden. Die 

Lyseraten lagen bei 67,93 ± 10,92 % (vs. 41,31 ± 11,04 % DMSO-Kontrolle) für MDA-MB-468 

und 52,30 ± 3,58 % (vs. 38,91 ± 8,86 % DMSO-Kontrolle) für Kyse-30. Die Lyse der A431-Zellen 

belief sich auf 61,58 ± 6,93 % (SEN177) und war bereits bei den Kontrollzellen mit 58,45 ± 

5,57 % (DMSO) relativ hoch. Im Vergleich induzierte der IgG1 (CTX) die geringste Tumorzell-

lyse, wobei kein signifikanter Einfluss der QPCTL-Inhibition zu vermerken war. Die Lyseraten 

betrugen 28,45 ± 1,19 % (SEN177) und 21,90 ± 5,29 % (DMSO) bei A431, bei MDA-MB-468 

waren sie 26,25 ± 8,19 % (SEN177) und 17,25 ± 8,34 % (DMSO) und bei Kyse-30 betrugen die 

Lyseraten 6,57 ± 2,54 % (SEN177) bzw. 3,24 ± 2,04 % (DMSO). 
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Die Aktivierung der Neutrophilen nach QPCTL-Inhibition über PANI oder CTX-IgA2 ist im 

Vergleich zu CTX-IgG1 signifikant höher (indiziert durch §). 
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Abbildung 27: Antikörperabhängige Neutrophilen-vermittelte Zytotoxizität gegenüber EGFR-positive Tumorzellen ohne und 
nach SEN177-Behandlung.  
A431-, MDA-MB-468- und Kyse-30-Zellen wurden mit 10 µM SEN177 oder DMSO für 72 h behandelt und dienten als Zielzellen 

in 51Chromfreisetzungstests. Aus dem peripheren Blut isolierte Neutrophile fungierten als Effektorzellen (E:T = 40:1 [A431, 

Kyse-30] und 80:1 [MDA-MB-468]). Die Antikörper wurden mit einer Konzentration von 1 µg/ml eingesetzt. Die 

Kontrollantikörper sind Varianten auf der Basis von Rituximab. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei (A431, Kyse-

30) bzw. vier (MDA-MB-468) unabhängigen Experimenten mit unterschiedlichen Spendern. Statistik: zweifaktorielle 

Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur, * statistisch signifikanter Unterschied zum Kontrollantikörper, # statistisch 

signifikanter Unterschied zwischen DMSO- und SEN177-behandelten Zellen, § statistisch signifikanter Unterschied zwischen 

CTX und PANI bzw. CTX und CTX-IgA2 (SEN177-behandelte Zellen). 

 

Die Neutrophilen-vermittelte Tumorzelllyse von EGFR-positiven Tumorzellen kann folglich 

über eine Inhibition der QPCTL, insbesondere unter Verwendung von PANI oder CTX-IgA2, in 

vitro gesteigert werden. 

 

3.2.2.5 Tumorzelleliminierung in vivo 

Von essentieller Bedeutung ist die Frage, ob eine QPCTL-Inhibition einen Effekt auf die Tumor-

zelleliminierung in vivo hat. Da Mäuse keinen Rezeptor besitzen, der humane IgA-Moleküle 

bindet, wurden für die Ermittlung der IgA2-induzierten Effekte huCD89 transgene SCID-

Mäuse229 eingesetzt. Es wurden MDA-MB-468-Zellen mit SEN177 (10 µM, 72 h) oder DMSO 

vorbehandelt, mit einem Fluorophor markiert und in nicht-transgene (nTg) oder für das 

huCD89 transgene (CD89 Tg) SCID-Mäuse zusammen mit murinen Ba/F3-Zellen im Verhältnis 

von 5:1 intraperitoneal injiziert. 
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Anschließend wurden den Mäusen jeweils 100 µg der EGFR-gerichteten Antikörper CTX, PANI 

(in nicht-transgenen SCID Mäusen) und CTX-IgA2 (in huCD89 transgenen SCID-Mäusen) als 

Einmaldosis appliziert. Nach 16 Stunden wurden die Tiere euthanasiert und die injizierten 

Zellen aus der Bauchhöhle isoliert. Das Verhältnis der humanen Tumorzellen zu den murinen 

Ba/F3 wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Da die murinen Ba/F3-Zellen als syngene 

Zellen nicht eliminiert werden, gibt ein verändertes/reduziertes Verhältnis der MDA-MB-468-

Zellen zu den Ba/F3-Zellen Aufschluss auf die Tumorzellelimierung in vivo. 

Da SEN177 eine Toxizität in Mäusen aufweist (Gefahrenbezeichnung GHS06), wurden die 

Tumorzellen mit dem QPCTL-Inhibitor in vitro vorbehandelt und der Inhibitor vor Injektion der 

Tumorzellen herausgewaschen. Demzufolge sollte zunächst die Persistenz der QPCTL-

Inhibition nach dem Waschen analysiert werden. Gemessen wurde die Bindung von 

rekombinantem SIRPα-Fc an die behandelten Tumorzellen im zeitlichen Verlauf (Abbildung 

28). Aus den Versuchen ging hervor, dass nach 24 h eine signifikante Bindungsreduktion des 

SIRPα-Fc von 63 % (Restbindung 37 %) im Vergleich zu DMSO-behandelten Zellen vorlag. Die 

anfängliche Bindungsreduktion zum Zeitpunkt Null lag bei 81 % (Restbindung 19 %). Nach 96 h 

ließ sich nur noch eine Reduktion von 20 % verzeichnen (Abbildung 28). Eine verbleibende 

signifikante Inhibition der Pyroglutamatbildung war folglich für Kurzzeitversuche über 16 h 

gewährleistet.  
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Abbildung 28: Zeitabhängige Wiederherstellung der SIRPα-Fc Bindung nach SEN177 Behandlung.  
MDA-MB-468-Zellen wurden mit 10 µM SEN177 oder DMSO für 72 h behandelt und anschließend der Inhibitor ausgewaschen. 

Nach einer weiteren Kultivierung von 24 h, 48 h, 72 h oder 96 h wurde die Bindung von SIRPα-Fc (5 µg/ml) an die Zellen mittels 

indirekter Durchflusszytometrie bestimmt. Als Sekundärantikörper fungierten PE-konjugierte anti-human IgG F(ab‘)2-

Fragmente. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen Experimenten. Statistik: zweifaktorielle Varianz-

analyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur, # statistisch signifikanter Unterschied zur DMSO-Kontrolle (100 %). 

 



Ergebnisse 

77 
 

Die SEN177-Behandlung von Tumorzellen auf die antikörperabhängige Tumorzelleliminierung 

in den Mäusen hatte eine im Vergleich zur PBS-Kontrolle signifikante Reduktion der Tumor-

zellbelastung zur Folge. Dies war bei allen eingesetzten EGFR-Antikörpern der Fall (Abbildung 

29). In Hinblick auf die QPCTL-Inhibition zeigte sich eine Tendenz zu einer stärkeren Tumor-

zelleliminierung der SEN177-behandelten Zellen im Vergleich zu den DMSO-behandelten 

Kontrollzellen. Statistisch signifikante Unterschiede waren hier jedoch nicht erkennbar. 

Möglicherweise lag dies an den geringen Gruppengrößen (fünf Tiere pro Behandlungsgruppe).  
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Abbildung 29: Antikörpervermittelte Eliminierung von humanen MDA-MB-468-Zellen im xenogenen Mausmodel.  
MDA-MB-468-Zellen wurden mit 10 µM SEN177 oder DMSO für 72 h behandelt und anschließend intraperitoneal zusammen 

mit murinen Ba/F3-Zellen im Verhältnis 5:1 in SCID-Mäuse injiziert. Die Tiere wurden nach Inokulation der Zellen mit 100 µg 

Antikörper oder PBS als Kontrolle behandelt (CTX und PANI in nicht transgene SCID-Mäuse, CTX-IgA2 in huCD89 Tg SCID-

Mäuse). Nach 16 h wurden die Mäuse euthanasiert und die Anzahl der inokulierten Zellen aus der peritonealen Flüssigkeit 

durchflusszytometrisch bestimmt. Aufgetragen ist das mediane Verhältnis der MDA-MB-468- zu den Ba/F3-Zellen von jeweils 

fünf Tieren pro Gruppe. Statistik: zweiseitiger t-Test (ungepaart), * statistisch signifikante Unterschiede zur PBS-Kontrolle, n.s. 

nicht signifikant. 

 

Zur Visualisierung des Effekts einer größeren Versuchstierpopulation wurden folglich alle 

Einzeltiere zusammengefasst (Abbildung 30). Hierbei wird ersichtlich, dass eine QPCTL-

Behandlung ohne Verwendung von spezifischen Antikörpern (Abbildung 30, links) nicht zu 

einer Tumorzelleliminierung führte. Erst die Kombination mit den EGFR-Antikörpern resul-

tierte in einer signifikant reduzierten Tumorzelllast verglichen mit der DMSO-Kontrolle 

(Abbildung 30, rechts).  
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Abbildung 30: Zusammengefasste Darstellung der Tumorzellbelastung aller mit PBS oder antikörperbehandelten Einzeltiere.  
Die Gruppengröße für PBS/DMSO beträgt n=5, für PBS/SEN177 n=10 und für antikörperbehandelte Tiere (DMSO bzw. SEN177) 
jeweils n=15 Mäuse. Statistik: zweiseitiger t-Test (ungepaart), # statistisch signifikanter Unterschied zwischen DMSO und 
SEN177, n.s. nicht signifikant, mAK = monoklonaler Antikörper. 

 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass eine QPCTL-Inhibition in der antikörperbasierten 

Tumorzelleliminierung sowohl in vitro, mit Makrophagen und Neutrophilen als Effektorzellen, 

als auch in vivo verstärkte antitumorale Effekte erzielte. Eine pharmakologische Inhibition der 

Isoglutaminylzyklase könnte somit eine interessante Option für die Blockade der SIRPα-CD47-

Achse darstellen. 

Eine weitere Alternative ist die biologische Blockade der SIRPα-CD47-Achse, die im nächsten 

Abschnitt genauer untersucht wird. 
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3.3 Biologische Blockade der CD47-SIRPa-Achse  

Die Kombination aus einer antikörperbasierten Tumorimmuntherapie mit einer myeloischen 

Checkpoint-Blockade ist eine potenzielle und bereits in der Klinik getestete Option.217  

Im Modellsystem der T-ALL sollte die Tumorzelleliminierung durch myeloische Zellen mit dem 

monoklonalen CD38-Antikörper Daratumumab in Kombination mit einer CD47-Blockade 

untersucht werden. Als Zielzellen fungierten hierbei die T-ALL-Zelllinien HSB-2, MOLT-13, P12-

ICHIKAWA, die sowohl CD38 als auch CD47 exprimieren (Abbildung 31). Als therapeutische 

Antikörper wurde der für das Multiple Myelom zugelassene monoklonale Antikörper 

Daratumumab (DARA) als auch eine IgA2-Variante im IgA2.0-Hintergrund (DARA-IgA2) 

eingesetzt.  

 

Abbildung 31: CD38- und CD47-Expression auf T-ALL-Tumorzelllinien.  
Die CD38- und CD47-Expression auf den Tumorzelllinien HSB-2, MOLT-13 und P12-ICHIKAWA wurde mittels indirekter 
Durchflusszytometrie bestimmt und die spezifischen Antigenbindungsstellen pro Zelle (specific antigen binding sites per cell, 
SABC) unter Verwendung des QIFIKIT® ermittelt. Eingesetzt wurden die Antikörper HB-7 (CD38) und B6H12 (CD47) unter 
sättigenden Bedingungen (10 µg/ml). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus drei unabhängigen Versuchen. 

 

3.3.1 Eliminierung von T-ALL-Zellen durch myeloische Effektorzellen mit CD38-
gerichteten Antikörpern 

 

Zur Therapie der T-ALL ist bis dato in Europa und den USA noch keine antikörperbasierte 

Immuntherapie zugelassen, jedoch liegen mögliche Zielstrukturen (u. a. CD38) vor.234 Aus 

diesem Grund sollte zunächst untersucht werden, ob der CD38-gerichtete Antikörper 

Daratumumab als IgG1 bzw. IgA2 zu einer Tumorzellphagozytose bzw. Lyse durch myeloische 

Zellen (Makrophagen und Neutrophile) führt. Die Produktion und initiale Charakterisierung 
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des DARA-IgA2 sind Bestandteile einer weiteren aktuellen Promotionsarbeit und werden 

deshalb hier nicht weiter aufgegriffen. 

Im Laufe der vorliegenden Dissertation wurde die manuelle, mikroskopische Auszählung der 

Makrophagen-vermittelten Phagozytose durch ein automatisiertes Verfahren auf Basis der 

Hochdurchsatzfluoreszenzmikroskopie substituiert. Dadurch war eine zeitabhängige Be-

stimmung der Phagozytose möglich. Abbildung 32 zeigt Fluoreszenzaufnahmen der 

zeitabhängigen Phagozytose von MOLT-13-Zellen nach Einsatz des spezifischen Antikörpers 

DARA-IgA2 oder einer Isotypkontrolle. Durch das saure Milieu im Phagolysosom kommt es 

zum Intensitätsanstieg des tumorzellgebundenen, pH-sensitiven Fluorophors. Gemessen 

wurde die Phagozytose anhand der rot-fluoreszierenden Objekte pro Bild (ROI, red objects per 

image). Für eine optimale Visualisierung wurden die phagozytierten Tumorzellen in Abbildung 

32 in grün anstatt rot dargestellt. 

DARA-IgA2

2
 h

4
 h

6
 h

Ktrl. IgA2

0
 h

phagozytierte MOLT-13
 

Abbildung 32: Fluoreszenzaufnahmen der antikörperabhängigen Makrophagen-vermittelten Phagozytose von MOLT-13-
Zellen im zeitlichen Verlauf.  
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Abb. 32 ff. 

MOLT-13-Zellen wurden mit dem pH-sensitiven Fluorophor pHrodo markiert (0,5 µg/ml) und als Zielzellen eingesetzt. 

Unpolarisierte humane Makrophagen (M0-Typus) dienten als Effektoren (E:T = 1:1). Der CD38-gerichtete Antikörper DARA-

IgA2 als auch der Kontrollantikörper (CTX-IgA2) wurden mit einer Konzentration von 10 µg/ml eingesetzt. Die zeitabhängige 

Phagozytose wurde mittels automatisierter Hochdurchsatzfluoreszenzmikroskopie über das IncuCyte-System analysiert. 

Dargestellt sind Beispielfluoreszenzaufnahmen nach 0 h, 2 h, 4 h, 6 h, in denen in Grün die phagozytierten MOLT-13-Zellen 

gezeigt sind. 

 

In den ADCP-Versuchen wurden die Antikörper unter sättigenden Bedingungen eingesetzt 

(10 µg/ml). Aus Bindungstitrationen der Daratumumab-Varianten an MOLT-13-Zellen ging 

hervor, dass der IgG1 und der IgA2 gleiche Bindungskapazitäten aufweisen und eine Ab-

sättigung von CD38 ab einer Konzentration von 2 µg/ml eintritt (Anhang: Abbildung 53). 

Für die HSB-2-Zellen konnte weder mit Daratumumab als IgG1 noch als IgA2 eine spezifische 

Phagozytose über M0-Makrophagen verzeichnet werden (Abbildung 33, links). Im Gegensatz 

dazu induzierten DARA und DARA-IgA2 die Phagozytose von MOLT-13-Zellen, wobei hier die 

IgA2-Variante signifikant besser als die IgG1-Variante war (maximale ROI bei 4 h: 860,15 ± 

284,53 bei DARA-IgA2 vs. 325,56 ± 25,53 bei DARA; Abbildung 33, Mitte). Die P12-ICHIKAWA-

Zellen wurden am effektivsten unter Einsatz des DARA als IgG1 phagozytiert (maximale ROI 

bei 4h: 347,78 ± 11,35; Abbildung 33, rechts). Obwohl signifikante Unterschiede zu DARA-IgA2 

(maximale ROI bei 4h: 189,94 ± 16,42) ersichtlich waren, lag insgesamt eine geringe 

Phagozytose im Vergleich zu den MOLT-13-Zellen vor.  

HSB-2 MOLT-13 P12-ICHIKAWA
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Abbildung 33: Antikörperabhängige Makrophagen-vermittelte Phagozytose von CD38-positiven T-ALL-Zellen. 
Die T-ALL-Tumorzelllinien HSB-2, MOLT-13 und P12-ICHIKAWA dienten als Zielzellen. Als Effektoren wurden humane 

unpolarisierte Makrophagen (M0-Typus) herangezogen (E:T = 1:1). Die CD38-gerichteten Antikörper DARA und DARA-IgA2 

bzw. die Kontrollantikörper (Ktrl. IgG1, Ktrl. IgA2) wurden mit 10 µg/ml eingesetzt (Kontrollantikörper = Cetuximab-Varianten).  
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Abb. 33 ff. 

Die zeitabhängige Phagozytose wurde mittels Hochdurchsatzfluoreszenzmikroskopie (IncuCyte-System) analysiert. Dargestellt 

sind die Mittelwerte ± SEM je Zeitpunkt von drei unabhängigen Experimenten. Statistik: zweifaktorielle Varianzanalyse 

(ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur, * statistisch signifikanter Unterschied zu Kontrollantikörpern, & statistisch signifikanter 

Unterschied zwischen DARA-IgG1 und DARA-IgA2, n.s. nicht signifikant. ROI = red object counts per image. 

 

In der Neutrophilen-vermittelten ADCC fand keine Lyse von HSB-2- bzw. MOLT-13-Zellen statt, 

unabhängig vom verwendeten Daratumumab-Isotyp (Abbildung 34). Lediglich die P12-

ICHIKAWA-Zellen konnten mithilfe des DARA-IgA2 spezifisch durch Neutrophile eliminiert 

werden (Abbildung 34, rechts, maximale Lyse von 22,33 ± 4,80 % bei 10 µg/ml).  
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Abbildung 34: Antikörperabhängige Neutrophilen-vermittelte Zytotoxizität gegen T-ALL-Zellen.  
Als Zielzellen im 51Chromfreisetzungstest fungierten die Tumorzelllinien HSB-2, MOLT-13 und P12-ICHIKAWA. Neutrophile 
wurden aus dem peripheren Blut gesunder Spender isoliert und dienten als Effektoren (E:T = 80:1). Die CD38-gerichteten 
Antikörper DARA und DARA-IgA2 wurden in unterschiedlichen Konzentrationen eingesetzt, die Konzentration der 
Kontrollantikörper (Cetuximab-Varianten) betrug 10 µg/ml. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei (P12-ICHIKAWA) 
bzw. vier (HSB-2 und MOLT-13) unabhängigen Experimenten. Statistik: zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit 
Bonferroni-Korrektur, * statistisch signifikanter Unterschied zu Kontrollantikörpern, & statistisch signifikanter Unterschied 
zwischen DARA-IgG1 und DARA-IgA2, n.s. nicht signifikant. 
 

Die CD38-Antikörper basierend auf Daratumumab eignen sich somit generell für die 

Eliminierung von T-ALL-Zellen durch myeloische Zellen, jedoch scheint die Aktivität limitiert zu 

sein. Ein Grund hierfür könnte die im Vergleich zu CD38 hohe Expression an CD47 der 

verwendeten Zelllinien sein (Abbildung 31), wodurch die myeloischen Zellen in ihrer Funktion 

inhibiert werden. Um die zytotoxische Aktivität der myeloischen Zellen zu erhöhen, bietet sich 

folglich eine Blockade des CD47-SIRPα-Checkpoints zusätzlich zum Einsatz von therapeu-

tischen Antikörpern an.  
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3.3.2 Einfluss der genetischen Ablation von CD47 und QPCTL in T-ALL-Zellen auf 
die antikörperinduzierte zytotoxische Aktivität myeloischer Zellen 

 

Um die CD47-SIRPα-Achse zu unterbinden wurden zunächst CD47- und QPCTL-Knock-Out-

Mutanten der Zelllinie MOLT-13 nach dem CRISPR/Cas-Verfahren hergestellt. In die MOLT-13-

Kontrollzelllinie (Ktrl.) wurde die Cas9 ohne spezifische guide RNA (gRNA) transfiziert.  

Der CD47-Knock-Out (CD47 KO) ließ sich durchflusszytometrisch über die fehlende Bindung 

eines CD47-Antikörpers bestätigen (Abbildung 35). Die CD38-Expression der Knock-Out-

Varianten im Vergleich zur Kontrollzelllinie blieben hingegen unverändert (Abbildung 35). Dies 

ist relevant, um einen adäquaten Vergleich der MOLT-13-Varianten untereinander zu gewähr-

leisten. 
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Abbildung 35: CD38- und CD47-Expressionen von MOLT-13-Zellen mit genetischer Ablation der QPCTL und von CD47 im 
Vergleich zu Kontrollzellen. 
Die CD38- und CD47-Expression auf MOLT-13 QPCTL KO und MOLT-13 CD47 KO im Vergleich zu Kontrollzellen (Ktrl.) wurde 
mittels indirekter Durchflusszytometrie bestimmt. Eingesetzt wurde der CD38-Antikörper HB-7 und der CD47-Antikörper 
B6H12 (jeweils 10 µg/ml). Zur Detektion dienten FITC-konjugierte anti-Maus IgG-Fc F(ab‘)2 -Fragmente. Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± SEM der relativen Fluoreszenzintensität (RFI) von drei unabhängigen Experimenten. 

 

Da die Expression der QPCTL nicht durchflusszytometrisch analysiert werden konnte, wurden 

Zelllysate der MOLT-13-Varianten generiert und anschließend die QPCTL über einen Immun-

blot nachgewiesen (Abbildung 36). Während schwache, jedoch spezifische Banden der QPCTL 

bei den Kontrollzellen und der CD47 KO-Zellen ersichtlich waren, deutet das Fehlen der Bande 

bei den QPCTL KO-Zellen auf einen erfolgreichen genetischen Knock-Out hin. 
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Abbildung 36: Immunblot zum Nachweis der Isoglutaminylzyklase QPCTL in MOLT-13-Varianten.  
Zelllysate der MOLT-13-Kontrollzellen, QPCTL KO und CD47 KO wurden elektrophoretisch (60 µg pro Spur) aufgetrennt und die 
Proteine anschließend über das Halbtrocken-Blotverfahren auf eine PVDF-Membran transferiert. Zur Detektion der QPCTL 
wurde ein HRP-gekoppelter QPCTL-gerichteter Antikörper verwendet. Β-Tubulin diente als Ladekontrolle. kDa = Kilodalton. 

 

Nichtsdestotrotz lässt sich über die Durchflusszytometrie ein QPCTL Knock-Out indirekt 

vermuten: die differenzielle Bindung des SIRPα-Fc als auch des CD47-gerichteten mono-

klonalen Antikörpers CC2C6, die beide Pyroglutamat-abhängig binden195,196, weisen auf ein 

Fehlen des Pyroglutamats in den QPCTL KO-Zellen hin (Abbildung 37). Dass das SIRPα-Fc eine 

noch vergleichsweise starke Bindung aufzeigt, liegt möglicherweise an der höheren Affinität 

des SIRPα-Fc im Gegensatz zum nativen SIRPα.226 Mit dem CC2C6-Antikörper war hingegen 

eine deutliche Bindungsreduktion von 78 % bei den QPCTL KO-Zellen im Vergleich zur 

Kontrolle zu verzeichnen. Bei den CD47 KO-Zellen war weder eine Bindung mit dem SIRPα-Fc 

noch mit dem CC2C6 zu detektieren, was eindeutig auf eine erfolgreiche Ablation des CD47-

Gens hinweist. 
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Abbildung 37: Bindung von SIRPα-Fc und des CD47-Antikörpers CC2C6 an MOLT-13-Varianten. 
Die konzentrationsabhängige Bindung des Antikörpers CC2C6 und SIRPα-Fc wurde mittels indirekter Durchflusszytometrie 
analysiert. Zur Detektion wurden FITC-konjugierte anti-human IgG bindende F(ab)2-Fragmente (SIRPα-Fc) oder FITC-
konjugierte anti-Maus IgG-bindende F(ab‘)2-Fragmente (CC2C6) verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM der 
relativen Fluoreszenzintensitäten (RFI) aus drei unabhängigen Experimenten. 

 

Als nächster wichtiger Schritt wurde die antikörperabhängige zytotoxische Aktivität von 

Makrophagen und Neutrophilen gegenüber den Knock-Out-Mutanten im Vergleich zu den 

Kontrollzellen untersucht.  

In den ADCP-Versuchen wurde ersichtlich, dass beide Knock-Out-Mutanten eine signifikant 

erhöhte Phagozytose (dargestellt ist die maximale Phagozytose bei 4 h) im Vergleich zu den 

Kontrollzellen sowohl mit DARA als IgG1 (indiziert durch %) als auch DARA-IgA2 (indiziert 

durch §) aufweisen. Dabei lagen die ROI-Werte der Kontrolle bei 54,83 ± 17,89 (DARA) und 

69,06 ± 21,83 (DARA-IgA2). Bei den Phagozytosewerten der KO-Varianten waren keine großen 

Unterschiede zu verzeichnen: ROI (DARA) = 217,61 ± 47,12 (QPCTL KO) vs. 206,95 ± 33,31 

(CD47 KO) und ROI (DARA-IgA2) = 242,22 ± 95,52 (QPCTL KO) vs. 232,89 ± 64,17 (CD47 KO). 
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Abbildung 38: Antikörperabhängige Makrophagen-vermittelte Phagozytose von MOLT-13-Zellen. 
Die Phagozytose von MOLT-13 KO-Varianten und Kontrollzellen wurde mittels automatisierter Hochdurchsatz-

fluoreszenzmikroskopie analysiert. Unpolarisierte humane Makrophagen (M0-Typus) wurden als Effektoren herangezogen 

(E:T = 1:1). Die Antikörper wurden mit einer Konzentration von 10 µg/ml eingesetzt (Kontrollantikörper = Cetuximab-

Varianten). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM der maximalen Phagozytoseraten nach 4 h von drei unabhängigen 

Experimenten. Statistik: zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur, * statistisch signifikante 

Unterschiede zum Kontrollantikörper, %/§ statistisch signifikante Unterschiede zwischen MOLT-1- Kontrollzellen und MOLT-

13 KO-Varianten mit DARA-IgG1 (%) und DARA-IgA2 (§), ROI = red object counts per image. 

 

Bei der Neutrophilen-vermittelten Zytotoxizität (Abbildung 39) zeigte sich, dass lediglich 

DARA-IgA2 eine spezifische Tumorzelllyse bei beiden Knock-Out-Zellen induziert, die signi-

fikant höher im Vergleich zur Kontrollzelllinie war. Die Lyseraten beliefen sich auf 11,02 ± 4,46 

(QPCTL KO) und 27,58 ± 10,16 (CD47 KO). Somit war die Lyse der CD47 KO-Zellen um das 2,5-

Fache höher als die der QPCTL KO-Zellen. 
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Abbildung 39: Antikörperabhängige Neutrophilen-vermittelte Zytotoxizität gegenüber MOLT-13-Zellen. 
Als Zielzellen in 51Chromfreisetzungstests fungierten die MOLT-13 QPCTL KO- und CD47 KO-Varianten sowie die Kontrollzellen. 
Aus peripherem Blut isolierte Neutrophile dienten als Effektoren (E:T = 80:1). Die Antikörper wurden mit einer Konzentration 
von 10 µg/ml eingesetzt (Kontrollantikörper = Cetuximab-Varianten). Dargestellt sind die Mittelwerte der Lyseraten ± SEM 
von drei unabhängigen Experimenten. Statistik: zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur, * 
statistisch signifikanter Unterschied zum Kontrollantikörper, § statistisch signifikanter Unterschied zwischen Kontrollzellen 
und KO-Varianten mit DARA-IgA2. 
 

Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass eine Inhibition der QPCTL eine potenziell gute 

Strategie darstellt, um die Makrophagen-vermittelte ADCP zu erhöhen. Es zeigte sich jedoch 

auch, dass bei der Neutrophilen-vermittelten ADCC der Gesamtverlust der CD47-Expression 

die größtmögliche Aktivierung der Effektoren begünstigt.  
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3.3.3 Blockade der CD47-SIRPα-Interaktion mit CD47-Antikörpern 

Nachdem die genetische Ablation von CD47 die Aktivität der Effektorzellen in Kombination 

mit CD38-gerichteten Antikörpern in vitro steigern konnte, sollte der Einfluss einer 

biologischen Blockade der CD47-SIRPα-Interaktion mit CD47-Antikörpern auf die ADCP und 

auf die Neutrophilen-vermittelte ADCC untersucht werden. Als spezifischer CD47-Blockade-

antikörper wurde der im Labor produzierte Antikörper hu5F9-IgG2σ76 eingesetzt, dessen 

variable Regionen aus dem in klinischen Studien getesteten Magrolimab (hu5F9-IgG4) 

stammen216, wobei hu5F9-IgG2σ eine modifizierte IgG2-Variante ist, die keine Fc-Rezeptor-

bindung aufweist (indiziert durch σ). 

 

3.3.3.1 Einfluss der CD47-Blockade auf die antikörperabhängige zellvermittelte 
Phagozytose von Tumorzellen 

 

Für die ADCP wurde das Magrolimab-Derivat hu5F9-IgG2σ unter sättigender Konzentration 

(20 µg/ml) eingesetzt. Aus Bindungstitrationen auf der Zelllinie MOLT-13 ging hervor, dass 

eine Sättigung ab 2 µg/ml eintritt (Anhang: Abbildung 53). Die Konzentrationen der 

Daratumumab-Varianten als auch der Kontrollantikörper beliefen sich wie bei den initialen 

ADCP-Versuchen (Kapitel 3.4.1) auf 10 µg/ml.  

Aus den ADCP-Versuchen ging hervor, dass die CD47-Blockade die Phagozytose von HSB-2-, 

MOLT-13- und P12-ICHIKAWA-Zellen unabhängig vom Daratumumab-Isotyp signifikant zu den 

Versuchen ohne CD47 Block steigerte (Abbildung 40). Mit gleichzeitiger CD47-Blockade war 

bei den HSB-2-Zellen kaum ein Unterschied zwischen DARA (ROI = 38,93 ± 4,84) und DARA-

IgA2 (ROI = 42,04 ± 9,90) zu verzeichnen. Im Gegensatz dazu war DARA-IgA2 (ROI = 939,32 ± 

210,82) auf den MOLT-13-Zellen tendenziell leicht dem DARA (ROI = 669,56 ± 193,47) 

überlegen, wobei hier keine statistische Signifikanz resultierte. Bei den P12-ICHIKAWA indu-

zierte DARA mit CD47 Block (ROI = 876,83 ± 88,30) eine signifikant höhere Phagozytose als die 

IgA2-Variante (ROI = 647,72 ± 66,54). Anhand der ROI-Werte ist des Weiteren ersichtlich, dass 

die HSB-2-Zellen insgesamt weniger phagozytiert werden als die MOLT-13- bzw. P12-

ICHIKAWA-Zellen. Möglicherweise ist dies auf die geringe CD38-Expression zurückzuführen. 
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Abbildung 40: Antikörperabhängige Makrophagen-vermittelte Phagozytose von T-ALL-Zellen mit biologischer CD47-Blockade.  
Die Phagozytose wurde mit automatisierter Hochdurchsatzfluoreszenzmikroskopie analysiert. Unpolarisierte humane 

Makrophagen (M0-Typus) wurden als Effektorzellen herangezogen (E:T = 1:1). Die DARA- und Kontrollantikörper (Cetuximab-

Varianten) wurden mit einer Konzentration von 10 µg/ml eingesetzt. Der CD47-Blockadeantikörper hu5F9-IgG2σ mit 20 µg/ml. 

Dargestellt sind die ROI-Mittelwerte ± SEM der maximalen Phagozytoseraten nach 4 h von drei (P12-ICHIKAWA), vier (HSB-2) 

bzw. fünf (MOLT-13) unabhängigen Experimenten. Statistik: zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-

Korrektur, * statistisch signifikante Unterschiede zum Kontrollantikörper, # statistisch signifikante Unterschiede zwischen 

­CD47 Block und +CD47 Block, & statistisch signifikanter Unterschied zwischen DARA und DARA-IgA2 jeweils mit CD47 Block, 

n.s. nicht signifikant, ROI = red object counts per image. 

 

Da Tumorzelllinien nur bedingt die Heterogenität von Tumorzellen aus Patienten wider-

spiegeln, sollte nachfolgend überprüft werden, ob eine CD47-Blockade die antikörper-

abhängige Phagozytose von Patientenproben steigern kann. Publizierte Daten ließen bereits 

erkennen, dass eine CD47-Blockade mit hu5F9-IgG2σ in Kombination mit DARA die 

Phagozytose von T-ALL-Patientenproben erhöht.235 Deshalb konzentrierten sich die Unter-

suchungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit speziell auf die IgA2-Variante von 

Daratumumab. Es konnte Material von drei unterschiedlichen T-ALL-Patienten (eingefrorene 

Patiententumorzellen, die zuvor in immundefizienten Mäusen expandiert wurden) herange-

zogen werden, die sowohl CD38 als auch CD47 exprimieren (Abbildung 41). 
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Abbildung 41: Expression der Oberflächenproteine CD38 und CD47 auf Tumorzellen von drei T-ALL-Patienten.  
Die CD38- und CD47-Expression wurde mit indirekter Durchflusszytometrie bestimmt und die spezifischen Antigen-
bindungsstellen pro Zelle (specific antigen binding sites per cell, SABC) unter Verwendung des QIFIKIT® ermittelt. Eingesetzt 
wurden die Antikörper HB-7 (CD38) und B6H12 (CD47) unter sättigenden Bedingungen (10 µg/ml). Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± SEM aus drei unabhängigen Versuchen. 

 

Die Ergebnisse der Phagozytoseversuche mit unpolarisierten Makrophagen gesunder Spender 

sind in Abbildung 42 dargestellt. Während DARA-IgA2 alleine lediglich eine spezifische 

Phagozytose bei einer Patientenprobe induzierte, konnte durch den Einsatz des CD47-

Blockadeantikörpers die DARA-IgA2 induzierte Phagozytose in fünf von sechs Fällen signifikant 

gesteigert werden. Interessanterweise war die Phagozytose aller drei Patientenproben mit 

dem Kontrollantikörper und CD47-Blockade mit Makrophagen von Spender 1 bereits höher 

als mit DARA-IgA2 ohne CD47-Blockade. Möglicherweise führte bei diesem Spender der CD47-

Blockadeantikörper zu einer moderaten Aktivierung der Makrophagen durch die Blockade der 

cis-Interaktion zwischen dem Makrophagen-ständigen CD47 und SIRPα.236 Die hier generier-

ten Daten zeigen das Potential der Kombination bestehend aus DARA-IgA2 plus CD47-

Blockadeantikörper, da jedoch nur eine limitierte Anzahl an Patientenproben/Material zur 

Verfügung stand, sind weitere Versuche mit mehreren Patientenproben nötig, um den Trend 

zu bestätigen. 
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Abbildung 42: Antikörperabhängige Makrophagen-vermittelte Phagozytose von T-ALL-Patientenzellen mit biologischer CD47-
Blockade. 
Die Phagozytose wurde mittels automatisierter Hochdurchsatzfluoreszenzmikroskopie analysiert. Unpolarisierte humane 
Makrophagen (M0-Typus) zweier Spender (MΦ 1 und MΦ 2) wurden als Effektoren herangezogen (E:T = 1:1). Die Antikörper 
wurden mit einer Konzentration von 10 µg/ml, der CD47-Blockadeantikörper hu5F9 IgG2σ mit 20 µg/ml, eingesetzt 
(Kontrollantikörper = CTX-IgA2). Dargestellt sind die jeweiligen Phagozytoseraten in Abhängigkeit von der Zeit. Statistik: 
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur, * statistisch signifikante Unterschiede zum Kontroll-
antikörper, # statistisch signifikante Unterschiede zwischen -CD47 Block und +CD47 Block, ROI = red object counts per image. 

 

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass sich die Makrophagen-vermittelte Phagozytose von T-

ALL-Zelllinien und Patientenproben über CD38-gerichtete Antikörper unter Zuhilfenahme 

einer biologischen Blockade der CD47-SIRPα-Interaktion erhöhen ließ. 
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3.3.3.2 Einfluss der CD47-Blockade auf die antikörperabhängige Neutrophilen-
vermittelte Lyse von T-ALL-Zellen 

 

Im nächsten Schritt sollte nun untersucht werden, in wie weit die biologische Blockade der 

CD47-SIRPα-Interaktion auch die Zytotoxizität von Neutrophilen gegenüber T-ALL-Zellen nach 

Einsatz von CD38-gerichteten Antikörpern beeinflusst. In diesem Abschnitt ließen sich nur die 

proliferierenden Tumorzelllinien analysieren, da sich die Patientenproben aufgrund einer 

fehlenden Chromierung nicht für 51Chromfreisetzungexperimente eigneten. Analog zu 

vorhergehenden Versuchen in Kapitel 3.3.3.1 wurde der hu5F9-IgG2σ als CD47-Blockade-

antikörper mit 20 µg/ml sowie die Daratumumab-Varianten DARA und DARA-IgA2 bzw. 

korrespondierende (auf Cetuximab-basierende) Kontrollantikörper mit 10 µg/ml nach 

Ermittlung der maximalen Lyse in Kapitel 3.3.1 eingesetzt.  

In ADCC-Versuchen ohne CD47-Blockade wurde ersichtlich, dass lediglich die P12-ICHIKAWA-

Zellen unter Verwendung des DARA-IgA2 durch Neutrophile lysiert werden konnten 

(Abbildung 34). Eine Kombination dieses Antikörpers mit dem CD47-Blockadeantikörper 

zeigte nun, dass sich eine spezifische Lyse von allen untersuchten Zelllinien induzieren ließ 

(Abbildung 43). Für die HSB-2 wurden Lyseraten von 15,25 ± 2,85 % generiert. Die MOLT-13-

Zellen konnten zu 31,06 ± 4,46 % und die P12-ICHIKAWA sogar zu 49,39 ± 2,07 % lysiert 

werden. Neben Daratumumab als IgA2 profitierte ebenfalls die IgG1-Variante von einer CD47-

Blockade, jedoch nur bei den P12-ICHIKAWA-Zellen mit Lyseraten von 25,80 ± 5,48 %. 
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Abbildung 43: Antikörperabhängige Neutrophilen-vermittelte Zytotoxizität gegenüber T-ALL-Zellen mit biologischer Blockade 
der CD47-SIRPα-Interaktion. 
Als Zielzellen in 51Chromfreisetzungstests fungierten die T-ALL-Zelllinien HSB-2, MOLT-13 und P12-ICHIKAWA. Humane 

Neutrophile dienten als Effektoren (E:T = 80:1). Die Antikörper wurden mit einer Konzentration von 10 µg/ml, CD47-

Blockadeantikörper hu5F9-IgG2σ mit 20 µg/ml, eingesetzt (Kontrollantikörper = Cetuximab-Varianten). Dargestellt sind die 

Mittelwerte ± SEM von fünf (HSB-2) bzw. sechs (MOLT-13 und P12-ICHIKAWA) unabhängigen Experimenten. Statistik: 

zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur, * statistisch signifikanter Unterschied zum Kontroll-

antikörper, # statistisch signifikanter Unterschied zwischen -CD47 Block und +CD47 Block, & statistisch signifikanter 

Unterschied zwischen DARA-IgG1 + CD47 Block und DARA-IgA2 + CD47 Block, n.s. nicht signifikant. 

 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass eine biologische Blockade der CD47-SIRPα-

Interaktion die Neutrophilen-vermittelte Zytotoxizität gegenüber T-ALL-Zellen vor allem unter 

Verwendung des Daratumumab als IgA2 verbessert.  

 

3.3.4 Behandlung von T-ALL-Zellen mit Retinsäure führt zur gesteigerten 
Tumorzelleliminierung durch Daratumumab-Varianten in Kombination mit 
einer CD47-Blockade 

 

Obwohl eine CD47-Blockade einen positiven Effekt auf die Eliminierung der HSB-2-Zellen 

durch Makrophagen bzw. Neutrophile zeigte, sind die Phagozytose- und Lyseraten im Ver-

gleich zu MOLT-13 und P12-ICHIKAWA relativ gering. Ein möglicher Grund hierfür könnte die 

vergleichsweise niedrige Expression von CD38 sein. Studien zeigten, dass nach Behandlung 



Ergebnisse 

94 
 

von Myelomzellen mit Retinsäure (all-trans retinoic acid, ATRA) die Expression von CD38 

erhöht und die Aktivität von Daratumumab verbessert werden konnte.237 

Im letzten Abschnitt der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss einer Behandlung von T-ALL-

Zellen, hier am Beispiel der Zelllinie HSB-2, mit ATRA auf die Daratumumab-vermittelte 

Tumorzelleliminierung untersucht werden. 

Zur Ermittlung der optimalen ATRA-Konzentration bzw. des Behandlungszeitraums wurden 

HSB-2-Zellen mit unterschiedlichen Mengen an ATRA und für unterschiedliche Zeiten be-

handelt. Anschließend wurde die Expression von CD38 durchflusszytometrisch bestimmt 

(Abbildung 44). Der größte Anstieg war bei einer Konzentration von 1 µM zu verzeichnen und 

setzte bei einer Behandlungsdauer zwischen 48 h und 72 h ein. Signifikante Unterschiede zu 

nicht-behandelten Zellen waren bereits ab einer Konzentration von 1 nM ATRA ersichtlich.  
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Abbildung 44: Zeitabhängiger Anstieg der CD38-Expression auf HSB-2-Zellen nach Behandlung mit unterschiedlichen 
Konzentrationen an ATRA.  
HSB-2-Zellen wurden für 24 h, 48 h und 72 h mit unterschiedlichen Konzentrationen an ATRA behandelt. Die CD38-Expression 

wurde mittels indirekter Durchflusszytometrie bestimmt. Als Primärantikörper fungierte der CD38-gerichtete Antikörper HB-

7, dessen Bindung mit FITC-konjugierten anti-Maus IgG-F(ab‘)2-Fragmenten nachgewiesen wurde. Dargestellt sind die 

Mittelwerte der relativen Fluoreszenzintensitäten (RFI) ± SEM von drei unabhängigen Experimenten. Statistik: zweifaktorielle 

Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur, * statistisch signifikanter Unterschied zur Null-Kontrolle (0 nM ATRA). 

 

Für die nachfolgenden Experimente wurden die Zellen mit 1 µM ATRA für 72 h vorbehandelt. 

In der quantitativen durchflusszytometrischen Analyse konnte die CD38-Expression durch 

ATRA von anfänglichen 10972 ± 45 SABC um das 25-Fache auf 276678 ± 990 SABC gesteigert 

werden (Abbildung 45). 
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Als Derivat des Vitamin A ist ATRA in der Lage an Retinoidrezeptoren, die zur Familie der 

Kernrezeptoren zählen, zu binden. Sobald Kernrezeptoren an Retinoide gebunden vorliegen, 

wirken sie als Transkriptionsfaktoren und verändern die Expression unterschiedlicher 

Gene.238–240 

Um einen Einfluss von ATRA auf die CD47-Expression auszuschließen, wurde diese ebenfalls 

durchflusszytometrisch ermittelt. Dabei ergab sich keine Veränderung der CD47-Expression 

nach ATRA-Behandlung. Ebenfalls keinen Einfluss scheint ATRA auf die Aktivität der QPCTL zu 

haben, da die Bindung des Pyroglutamat-abhängigen CD47-Antikörpers CC2C6 unverändert 

vorlag (Abbildung 45). 

 

Abbildung 45: Die ATRA-Behandlung auf HSB-2-Zellen führt zum Anstieg der CD38-Expression, während die CD47-Expression 
unverändert bleibt. 
HSB-2-Zellen wurden mit 1 µM ATRA oder DMSO für 72 h behandelt und die Antigenexpression durchflusszytometrisch 

bestimmt. Die spezifischen Antigenbindungsstellen pro Zelle (specific antigen binding sites per cell, SABC) wurden unter 

Verwendung des QIFIKIT® ermittelt. Als Primärantikörper dienten die Antikörper HB-7 (CD38), B6H12 (CD47 gesamt) und 

CC2C6 (CD47 mit N-terminalem Pyroglutamat) jeweils mit 10 µg/ml. Dargestellt sind die Ergebnisse der jeweiligen 

Experimente (n=3) nach DMSO-Kontroll- oder ATRA-Behandlung. Statistik: zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit 

Bonferroni-Korrektur, * statistisch signifikanter Unterschied zwischen DMSO und ATRA, n.s. nicht signifikant. 

 

In den ADCP-Versuchen mit HSB-2-Zellen wurden die Antikörper mit einer Konzentration von 

10 µg/ml eingesetzt, der CD47-Antikörper hu5F9-IgG2σ mit 20 µg/ml. Abbildung 46 zeigt die 

Makrophagen-vermittelte Phagozytose von HSB-2-Zellen nach 4 h, der Zeitpunkt an dem die 

maximale Phagozytose erreicht wurde. Wichtig zu erwähnen ist, dass die ATRA-Behandlung 

die Bindungskapazität des CD47-Blockadeantikörpers hu5F9-IgG2σ nicht beeinflusst (Anhang: 

Abbildung 54). 
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Die Phagozytosewerte waren mit der Kombination aus ATRA-Behandlung und CD47-Blockade 

am höchsten, und zwar mit beiden DARA-Isotypen. Die ROI-Werte beliefen sich auf 156,50 ± 

41,38 für DARA und 198,75 ± 58,91 für DARA-IgA2. Bei DARA reichte auch die ATRA-Be-

handlung alleine für eine, wenn auch geringe, Steigerung der Phagozytose aus (ROI 85,17 ± 

32,22), während die alleinige CD47-Blockade hier keinen Effekt hatte (ROI 43,33 ± 11,67). 

Ohne ATRA und CD47-Blockade (DMSO) war praktisch keine Phagozytose zu verzeichnen (ROI 

30,50 ± 3,78). Die zusätzliche ATRA-Behandlung in Kombination mit einer CD47-Blockade 

führte folglich zu einem Anstieg um das 3,6-Fache gegenüber der CD47-Blockade alleine. 

Unter Einsatz von DARA-IgA2 waren geringe Steigerungen der Phagozytose mit einer CD47-

Blockade alleine (ROI 85,17 ± 30,63) als auch ATRA-Behandlung alleine (ROI 83,5 ± 29,76) im 

Vergleich zur DMSO-Kontrolle (ROI 26,50 ± 4,90) zu sehen. Ein Anstieg um das 2,3-Fache 

gegenüber der CD47-Blockade alleine konnte mit ATRA plus CD47 Block verzeichnet werden. 
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Abbildung 46: Antikörperabhängige Makrophagen-vermittelte Phagozytose von HSB-2-Zellen nach ATRA-Behandlung mit 
biologischer CD47-Blockade. 
HSB-2-Zellen wurden für 72 h mit ATRA (1 µM) oder DMSO behandelt. Die Phagozytose der Tumorzellen wurde mittels 
automatisierter Hochdurchsatzfluoreszenzmikroskopie analysiert. Unpolarisierte humane Makrophagen (M0-Typus) wurden 
als Effektoren herangezogen (E:T = 1:1). Die Antikörper wurden mit einer Konzentration von 10 µg/ml, CD47-Blockade-
antikörper hu5F9 IgG2σ mit 20 µg/ml, eingesetzt. Als Kontrollantikörper dienten Cetuximab-Varianten. Dargestellt sind die 
Mittelwerte ± SEM der maximalen Phagozytoseraten nach 4 h von drei unabhängigen Experimenten. Statistik: zweifaktorielle 
Varianzanalyse (ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur, * statistisch signifikante Unterschiede zum Kontrollantikörper, # statistisch 
signifikante Unterschiede zwischen verschiedenen Behandlungen, n.s. nicht signifikant, ROI = red object counts per image. 
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Bei den Neutrophilen-vermittelten ADCC-Versuchen mit HSB-2-Zellen konnte lediglich die 

IgA2-Variante des Daratumumabs eine spezifische Tumorzelllyse induzieren (Abbildung 47). 

Auch hier wurden die Antikörper mit einer Konzentration von 10 µg/ml bzw. 20 µg/ml (hu5F9-

IgG2σ) eingesetzt. 

Ähnlich wie in den ADCP-Experimenten generierte die Kombination bestehend aus einer 

ATRA-Behandlung und einer CD47-Blockade mit 68,03 ± 6,44 % die größte Tumorzelllyse. 

ATRA alleine war in der Lage eine Lyse von 45,07 ± 7,92 % zu induzieren, während die CD47-

Blockade alleine lediglich auf 6,27 ± 2,00 % kam. Somit ist ATRA plus CD47-Blockade um das 

10,9-Fache potenter als die CD47-Blockade ohne ATRA-Behandlung. 
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Abbildung 47: Antikörperabhängige Neutrophilen-vermittelte Zytotoxizität gegenüber HSB-2-Zellen. 
HSB-2-Zellen wurden mit 1 µM ATRA oder DMSO für 72 h behandelt und fungierten als Zielzellen in 51Chromfreisetzungstests. 
Humane Neutrophile dienten als Effektoren (E:T = 80:1). Die Antikörper wurden mit einer Konzentration von 10 µg/ml bzw. 
20 µg/ml (CD47-Blockadeantikörper hu5F9-IgG2σ) eingesetzt. Als Kontrollantikörper dienten Cetuximab-Varianten. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen Experimenten. Statistik: zweifaktorielle Varianzanalyse 
(ANOVA) mit Bonferroni-Korrektur, * statistisch signifikanter Unterschied zum Kontrollantikörper, # statistisch signifikante 
Unterschiede zwischen verschiedenen Behandlungen, n.s. nicht signifikant. 
 

Die Versuchsergebnisse zeigen, dass eine Kombination bestehend aus der Behandlung von T-

ALL-Zellen mit ATRA und der zusätzlichen Blockade der CD47-SIRPα-Interaktion eine stark 

ausgeprägte Tumorzellphagozytose bzw. Lyse durch myeloische Zellen induziert, vor allem 

unter Verwendung der DARA-IgA2 Variante. 
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4. Diskussion 
 

Die initiale Therapie von Tumorerkrankungen basiert im Allgemeinen auf der chirurgischen 

Entfernung des Tumors, Chemotherapie oder Strahlentherapie. Nach einer anfänglich 

erfolgreichen Behandlung des Primärtumors unterliegen Patienten oftmals einem Rezidiv, da 

nicht alle im Organismus vorliegenden Tumorzellen wie Metastasen oder dormante Tumor-

zellen eliminiert werden.173,241 

Des Weiteren führt die fehlende Spezifität vor allem der Chemo- und Strahlentherapie zu 

schwerwiegenden Nebenwirkungen. Zusätzlich zu den Tumorzellen werden hier 

körpereigene, proliferierende Zellen wie etwa hämatopoetische Stammzellen ange-

griffen.242,243 Durch die Anwendung von antikörperbasierten Tumorimmuntherapien lässt sich 

der Angriff auf gesunde Zellen reduzieren und Tumorzellen gezielter durch die Aktivierung des 

Immunsystems zerstören. 

Da Tumorzellen jedoch in der Lage sind eine Immunantwort abzuschwächen, beispielsweise 

durch die Expression von Immuncheckpoint-Molekülen162, und nicht jede Immunzell-

population gleichermaßen von den eingesetzten Antikörpern rekrutiert wird, besteht 

weiterhin ein großer Bedarf an Optimierung bestehender Therapien. Insbesondere Neutro-

phile profitieren nur bedingt von den in der Klinik eingesetzten IgG-Antikörpern, so dass 

Strategien für eine verbesserte Aktivierung der myeloischen Zellen entwickelt werden sollten. 

Die Kombination aus einer Immuncheckpoint-Blockade und dem Einsatz therapeutischer 

Antikörper könnte hierbei vielversprechende Erfolge erzielen. Aus diesem Grund wurde im 

Rahmen dieser Arbeit eine CD47-SIRPα-Interaktionsblockade über die Verwendung eines 

CD47-Blockadeantikörpers oder der pharmakologischen Inhibition der Isoglutaminylzyklase 

zusammen mit therapeutischen IgG-Antikörpern oder deren IgA2-Derivate präklinisch 

getestet.  
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4.1 Das Potential von IgA-Antikörpern zur effektiven Aktivierung myeloischer 
Zellen in der Tumorimmuntherapie 

 

4.1.1 Vergleich der IgG- und IgA-vermittelten Rekrutierung 

In der antikörperbasierten Tumorimmuntherapie werden vor allem Antikörper des IgG-

Isotyps, vorzugsweise IgG1 bei der Immunsystemaktivierung, eingesetzt. Grund hierfür sind 

unter anderem eine lange Serumhalbwertszeit, die einfache Produktion sowie Reinigung und 

die effiziente Aktivierung von beispielsweise NK-Zellen oder des Komplementsystems.20,21,244  

Im Rahmen der Arbeit wurde beobachtet, dass IgA-Antikörper myeloische Zellen effizient 

aktivieren. Dabei induzierte eine IgA2-Variante des EGFR-gerichteten Antikörpers Cetuximab 

in ADCP-Versuchen mit den soliden Tumorzelllinien MDA-MB-468 und Kyse-30 gleichwertige 

Phagozytoseraten verglichen mit den IgG-Antikörpern Cetuximab und Panitumumab. 

Bei den T-ALL-Zelllinien waren die Ergebnisse heterogener: während die IgA2-Variante des 

CD38-gerichteten Antikörpers Daratumumab eine signifikant erhöhte Phagozytose von MOLT-

13-Zellen im Vergleich zu Daratumumab als IgG1 induzierte, erzielte der IgG1 eine stärkere 

ADCP gegenüber P12-ICHIKAWA-Zellen. 

Weitaus eindeutiger waren die Resultate bei den Neutrophilen-vermittelten ADCC-Versuchen. 

Die CTX-IgA2-Variante ermöglichte die höchste Tumorzelleliminierung aller verwendeten 

EGFR-positiven Tumorzelllinien (A431, MDA-MB-468, Kyse-30). Bei den T-ALL-Zelllinien 

konnte nur P12-ICHIKAWA durch Neutrophile lysiert werden. Auch hier zeigte sich, dass DARA-

IgA2 dem IgG1-Isotyp von Daratumumab überlegen war. Zudem wurde bei den Karzinom-

zelllinien beobachtet, dass der IgG2-Antikörper Panitumumab stärkere Effekte in ADCC-

Versuchen induziert als der IgG1-Antikörper Cetuximab. 

Diese Ergebnisse decken sich mit bereits veröffentlichen Daten. In Bezug auf die unter-

schiedliche Aktivierung von IgG2 und IgG1 in Neutrophilen-vermittelten Experimenten konnte 

gezeigt werden, dass Panitumumab bei Zelllinien mit geringer EGFR-Antigendichte Cetuximab 

überlegen ist.66 Davon unabhängige Versuche zeigten ebenfalls, dass eine IgA-Variante von 

Cetuximab wesentlich effizienter Neutrophile aktiviert als der parentale IgG-Antikörper.68 

Neben EGFR-gerichteten IgA-Antikörpern konnten auch IgA-Varianten des HER2-gerichteten 

Antikörpers Trastuzumab Neutrophile gegen beispielsweise die Mammakarzinomzelllinie 

SKBR3 aktivieren.245 
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Des Weiteren induzieren IgA-Varianten der CD20-gerichteten Antikörper Rituximab, 

Ofatumumab und Obinutuzumab die Eliminierung unterschiedlicher B-Lymphomzelllinien 

durch Makrophagen und Neutrophile. Dabei führten die IgA2-Varianten, insbesondere die von 

Obinutuzumab, auch in vivo, zu einer effektiven Reduktion der Tumorzelllast.76 Neuro-

blastomzellen konnten effizienter mit einem anti-GD2 IgA-Antikörper als mit dem parentalen 

IgG durch Neutrophile lysiert werden246 und IgA-Antikörper gegen HLA Klasse-II-Moleküle 

bewirkten ebenfalls eine effektive Lyse von chronisch lymphatischen Leukämiezellen.75  

Dass IgA-Moleküle potente Aktivatoren für myeloische Zellen sind, liegt an dem IgA-

bindenden Fcα-Rezeptor (CD89). Dieser ist ausschließlich auf myeloischen Zellen exprimiert 

und induziert eine starke intrazelluläre Signalkaskade.247,248 Untersuchungen in Neutrophilen 

zeigten, dass IgA-Moleküle mehr aktivierende Signale hervorbringen als IgG-Antikörper. Ein 

IgA-Molekül kann über seinen Fc-Teil zwei Fcα-Rezeptoren kreuzvernetzen und dadurch 

weitaus mehr Signale generieren als IgG-gebundene, aktivierende Fcγ-Rezeptoren (ein IgG-

Molekül bindet einen Fcγ-Rezeptor).248  

Das in dieser Arbeit generierte Fc-Rezeptorexpressionprofil von M0-Makrophagen und 

Neutrophilen zeigte, dass Neutrophile weniger an aktivierenden Fcγ-Rezeptoren CD32a und 

CD64 exprimieren als Makrophagen. Die hohe CD16-Expression der Neutrophilen besteht aus 

CD16b249, einem Fcγ-Rezeptor, der keine ITAM-Domäne besitzt und als decoy-Rezeptor 

beschrieben wird.250 Die geringe Aktivierungskapazität der IgG-Moleküle lässt sich somit unter 

anderem auch auf das Abfangen der therapeutischen IgG-Antikörper durch CD16b 

zurückführen. Dies konnte auch durch Experimente belegt werden, in denen eine Blockade 

von CD16b auf Neutrophilen zu einer erhöhten CD32a-vermittelten ADCC gegenüber EGFR-

und HER2-positive Tumorzellen unter Verwendung der therapeutischen IgG-Antikörper 

Cetuximab und Trastuzumab führte.251 

Aus den hier generierten Daten ging zudem hervor, dass Makrophagen besser durch IgG-

Moleküle aktiviert werden können als Neutrophile. Die Beobachtung lässt sich ebenfalls 

anhand der Fcγ-Rezeptorexpression erklären. Während der inhibitorische Rezeptor CD32b 

vergleichsweise niedrig und kein CD16b exprimiert ist, werden vor allem CD32a und CD64 

exprimiert, die eine Aktivierung begünstigen. 
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4.1.2 Modifikationen von IgA-Antikörpern zur Verbesserung der 
Serumhalbwertszeit 

 

Obwohl IgA-Moleküle potente Aktivatoren myeloischer Zellen sind, ist zum derzeitigen 

Zeitpunkt noch kein therapeutischer IgA-Antikörper in der Klinik. Ein Grund hierfür ist die im 

Gegensatz zum IgG-Isotyp vergleichsweise geringe Serumhalbwertszeit (4-7 Tage vs. 21 

Tage),21,252,253 aus der eine oftmalige Applikation des Antikörpers resultieren würde. 

Die geringe Halbwertszeit ist vor allem auf die Bindung des IgA an den Asialoglykoprotein-

rezeptor (ASGPR) der Hepatozyten in der Leber zurückzuführen, der die N-Glykosylierungen 

an Asparaginresten (zwei bei IgA1 und 4-5 bei IgA2 vs. eine bei IgG) erkennt und die Moleküle 

internalisiert70 und der fehlenden Bindung an den neonatalen Fc-Rezeptor (FcRn), der eine 

Degradierung von IgG-Molekülen über die Rückführung der Antikörper in die Zirkulation 

ermöglicht.254 

Durch die Substitution der Asparagine N166 und N337 des IgA2 mit den korrespondierenden 

Aminosäuren des IgA1 an gleicher Position (G166 und T337) konnte die Serumhalbwertszeit 

in Mäusen verlängert werden.37 Der optimierte Antikörper wurde folglich als IgA2.0 

bezeichnet, die Variante, die in den Versuchen dieser Arbeit zum Einsatz kam. Wichtig zu 

erwähnen ist hierbei, dass sich die Fab- und Fc-vermittelten Effektorfunktionen der 

Wildtypvariante und dem optimierten IgA2.0 in vitro nicht unterscheiden.37  

Neben dem Austausch von Asparaginen beim IgA2.0-Format wurden IgA-Moleküle mit 

Albuminresten fusioniert oder Tandemmoleküle, bestehend aus einem IgG- und einem IgA-

Fc-Teil, generiert, um die Halbwertszeit zu verlängern. Hierbei wird sich der Recyclingprozess 

über die Bindung von IgG oder Albumin an den neonatalen Fc-Rezeptor (FcRn) zu Nutze 

gemacht.245,255,256 

Eine Aktivierung des Fcα-Rezeptors kann auch über die Bindung des Fab-Teils eines 

Antikörpers erfolgen. Somit lassen sich beispielsweise bispezifische Antikörper im IgG-Format 

generieren, die jeweils mit einem Arm monovalent sowohl das Tumorantigen als auch CD89 

binden.67,257,258Durch die Verwendung eines HER2xCD89 bispezifischen Antikörpers wird die 

Polarisation von tumorassoziierten Makrophagen in Richtung antitumoraler M1-Makro-

phagen gesteuert und es kommt zu einer verstärkten Antigenpräsentation, wie in aktuellen in 

vivo-Experimenten gezeigt werden konnte.259  
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Eine weitere Hürde zum klinischen Einsatz von IgA-Molekülen ist die Produktion und Isolation. 

Während IgG-Antikörper mit Protein A isoliert werden können260, kommt diese Methode bei 

IgA-Molekülen, obwohl Protein A an die VH3 Domäne vom IgA zu binden scheint261, industriell 

nicht zum Einsatz. 

Die Bindung der kappa (sofern vorliegend) leichten Kette stellt eine alternative Methode zur 

IgA-Isolierung dar. Bei Wildtypvarianten der IgA2-Immunglobuline, genauer gesagt der 

IgA2m(1)-Antikörper (Ursprungstyp der hier eingesetzten IgA2-Moleküle), sind die leichten 

Ketten nicht kovalent mit den schweren Ketten verbunden.262 Dies hat zur Folge, dass neben 

den assemblierten Antikörpern auch viele freie leichte Ketten gebunden werden und somit 

die eingesetzten Isolationsagenzien schneller abgesättigt sind. Durch die Mutation P221R in 

einer IgA2m(1)-Variante konnte die Ausbildung kovalenter Interaktionen der leichten und 

schweren Kette begünstigt263 und somit die Ausbeute als auch die Stabilität erhöht werden. 

Neben den in dieser Arbeit verwendeten IgA2-Molekülen gegen EGFR und CD38 wurden 

mittlerweile IgA2-Antikörper gegen zahlreiche andere Oberflächenantigene wie CD20, CD19 

und HLA DR im Labor generiert (Publikation in Bearbeitung). Die Produktion findet dabei fast 

ausschließlich in CHO-S-Zellen nach transienter Transfektion statt mit anschließender Isolation 

über kommerziell erhältliche Sepharoseteilchen, die dank beladener Ein-Domänen-Anti-

körperfragmente die CH1-Domäne von IgA-Molekülen binden. Die Möglichkeit einer 

effizienten und schnellen Produktion sowie Isolation von IgA-Molekülen ist somit geschaffen. 

 

4.2 Einfluss der CD47-SIRPα-Interaktionsblockade auf die Aktivierung von 
myeloischen Zellen in der antikörperbasierten Tumorimmuntherapie 

 

Die Einführung der Blockade von Immuncheckpoints revolutionierte die Tumor-

immuntherapie. Hierbei werden vor allem T-Zellen unter Verwendung monoklonaler 

Antikörper wie Ipilimumab (anti-CTLA-4), Nivolumab (anti-PD-1), Pembrolizumab (anti-PD-1) 

und Atezolizumab (anti-PD-L1 auf Tumorzellen) aktiviert.174–176 Eine Immuncheckpoint-

Blockade zur spezifischen Aktivierung myeloischer Zellen ist derzeit Bestandteil klinischer 

Forschung. 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde die CD47-SIRPα-Interaktion indirekt über die Inhibition der 

Isoglutaminylzyklase sowie direkt mit einem CD47-gerichteten Antikörper blockiert und in 

Kombination mit therapeutischen Antikörpern hinsichtlich der Antitumoraktivität untersucht.  

 

4.2.1 Die Inhibition der Isoglutaminylzyklase 

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass unter Verwendung des kommerziell erhält-

lichen Isoglutaminylzyklaseinhibitors SEN177 die antikörperabhängige Tumorzelllyse bzw. 

Phagozytose von EGFR-positiven Karzinomzellen gesteigert werden konnte. Dabei wurde 

beobachtet, dass mit Neutrophilen insbesondere Panitumumab und Cetuximab-IgA2 von der 

zusätzlichen Isoglutaminylzyklaseinhibition profitierten (ca. 33 % Anstieg). Mit Makrophagen 

ließ sich die Phagozytose mit allen drei eingesetzten monoklonalen Antikörpern (Cetuximab, 

Panitumumab und Cetuximab-IgA2) um das Zwei-Fache steigern. 

Initiale Experimente von Logtenberg et al. zeigten, dass eine genetische Ablation der 

Isoglutaminylzyklase die antikörpervermittelte Eliminierung von murinen Ba/F3-Zellen, die 

transgen für humanes HER2 waren, in vivo unter Verwendung eines anti-HER2 IgA1-

Antikörpers signifikant zur Kontrolle erhöhte.195 Die QPCTL Knock-Out-Zellen konnten dabei 

genauso effektiv eliminiert werden wie Tumorzellen, die kein CD47 mehr aufwiesen.195 

Gleichzeitig arbeiteten Wu et al. ebenfalls an der Untersuchung des Einflusses der 

Isoglutaminylzyklase auf die CD47-SIRPα-Interaktion und dessen Wirkung in der anti-

körperbasierten Tumorzelleliminierung. Sie fanden heraus, dass humane kolorektale 

Karzinomzellen dabei stärker von Makrophagen phagozytiert wurden, wenn keine QPCTL 

vorliegt oder diese inhibiert wird.196  

Nicht nur solide sondern auch humane hämatologische Tumorzellen, in diesem Falle T-ALL-

Zellen, lassen sich weitaus besser durch Makrophagen in Daratumumab-vermittelten ADCP-

Versuchen in vitro eliminieren, sobald die QPCTL inhibiert ist.235  

Makrophagen profitieren womöglich stärker als Neutrophile von einer Inhibition der QPCTL in 

Tumorzellen. Diese Beobachtung konnte zumindest bei den in dieser Arbeit verwendeten 

MOLT-13 Knock-Out-Mutanten gemacht werden. 
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Die Phagozytose der Mutanten war genauso effektiv wie die von Zellen mit kompletter 

Ablation des CD47-Moleküls. In der Neutrophilen-vermittelten Zelllyse reichte ein QPCTL 

Knock-Out hingegen nicht aus, um maximale Lyseraten, wie sie bei CD47 Knock-Out-Zellen 

gesehen wurden, zu generieren. Durch die Bindungsexperimente mit dem nativen CD47-

Fusionsprotein huCD47-wt-Fc wird diese Theorie gestützt. Das CD47-Fusionsprotein bindet 

stärker an Makrophagen als an Neutrophile und Makrophagen exprimieren auch in stärkerem 

Maße das SIRPα-Molekül verglichen mit Neutrophilen. Eine Inhibition der QPCTL könnte 

folglich wesentlich mehr negative ITIM-Signale des SIRPα in Makrophagen (aufgrund der 

höheren SIRPα-Dichte) aufheben als dies bei Neutrophilen der Fall wäre.  

Die in dieser Arbeit genierten Daten zeigen, dass SEN177 ein effektiver QPCTL-Inhibitor ist. 

Obwohl nach QPCTL-Inhibition noch eine Restbindung des SIRPα-Fusionsproteins vorlag, 

scheint diese auf die erhöhte Affinität des gereiften SIRPα-Fusionsproteins226 gegenüber CD47 

zurückzuführen zu sein und nicht auf die Effektivität des Inhibitors. Eine Restbindung des 

SIRPα-Fusionsproteins an MOLT-13-Zellen mit komplettem Knock-Out der Isoglutaminyl-

zyklase ist ein weiteres Indiz für die erhöhte Affinität, die den Wegfall der Pyroglutamat-

formation am CD47 N-Terminus tolerieren kann. Unter Verwendung der nativen SIRPα-

Ektodomäne fand kaum eine Bindung an die Pyroglutamat-defiziente Variante des CD47-

Fusionsproteins im ELISA statt.  

Obwohl SEN177 eine hohe Effektivität in vitro zeigt, eignet sich der Inhibitor aufgrund seiner 

Toxizität im lebenden Organismus nicht für den Einsatz im Menschen oder für längere 

präklinische Behandlungsstudien. Aus diesem Grund wurden die Tumorzellen in dem durch-

geführten in vivo-Versuch vorbehandelt und ein Kurzzeitmodell gewählt, um einer Wieder-

herstellung des Pyroglutamats vorzubeugen. Die Daten lassen darauf schließen, dass eine 

QPCTL-Inhibition den Effekt einer antikörperbasierten Tumorimmuntherapie ebenfalls in vivo 

verstärken kann, sofern eine ausreichend große Versuchstierpopulation vorliegt. 

In davon unabhängigen in vivo-Studien konnte des Weiteren gezeigt werden, dass ein Knock-

Out der QPCTL zu einer Remodelierung des Tumormilieus führt, bei der weniger myeloische 

Zellen infiltieren und sich dementsprechend weniger protumorale tumorassoziierte 

myeloischen Zellen ausbilden.264,265 Durch den QPCTL Knock-Out wurde die Ausbildung des 

Pyroglutamats an den Chemokinen CCL2 und CCL7 verhindert, wodurch die Funktion der 

Chemokine unterbunden wurde.264  
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Dass eine Ablation der QPCTL auch in vivo zu einer Modifikation von CD47 führt, wurde an 

QPCTL Knock-Out-Mäusen gezeigt.266 Ebenfalls wichtig zu erwähnen ist, dass die Deletion des 

QPCTL-Gens generell keinen Einfluss auf die physiologische Aktivität des Immunsystems in den 

Mäusen hatte.266  

Für einen klinischen Einsatz wird an weiteren Inhibitoren der Isoglutaminylzyklase geforscht, 

die eine hohe Effektivität und gleichzeitig eine niedrige Toxizität aufweisen sollen. 

Das am weitesten in klinischen Studien getestete Molekül ist PQ912 (Varoglutamstat), das 

primär in der Alzheimertherapie eingesetzt werden soll.267 Aufgrund der vielversprechenden 

Resultate des Glutaminylzyklaseinhibitors wurde 2021 der Fast-Track-Status von der FDA 

erteilt, um den Wirkstoff schnellstmöglich den Patienten zur Verfügung zu stellen.268 PQ912 

ist demnach ein potentieller Kandidat zur Untersuchung der CD47-SIRPα-Interaktionsblockade 

in der Tumorimmuntherapie und sollte in zukünftigen Studien SEN177 substituieren, vor allem 

in Hinblick auf das im Vergleich zu SEN177 verbesserte Sicherheitsprofil. Abschließend lässt 

sich sagen, dass die Isoglutaminylzyklase eine interessante Zielstruktur in der Tumortherapie 

ist, da sie nicht nur in diversen Tumorentitäten überexprimiert wird, sondern die Über-

expression auch mit einem schlechteren Gesamtüberleben, z. B. bei der akuten myeloischen 

Leukämie, korreliert.196  

 

4.2.2 CD47-SIRPα-Blockade mit CD47-Antikörpern 

Unter Verwendung des CD47-Blockadeantikörpers hu5F9-IgG2σ konnte die antikörper-

vermittelte Eliminierung von T-ALL-Zellen verbessert werden. Die Phagozytose der Zelllinien 

HSB-2, MOLT-13 und P12-ICHIKAWA wurde durch den kombinatorischen Einsatz von CD38-

gerichteten Antikörpern und dem CD47-Blockadeantikörper im Vergleich zu den 

Daratumumab-Varianten alleine gesteigert. Dabei waren beide Daratumumab-Isotypen, 

sowohl IgG1 als auch IgA2, gleich gut in der Tumorzelleliminierung. Als IgA2 führte 

Daratumumab in Kombination mit dem CD47-Blockadeantikörper ebenfalls zu einer 

effektiven Phagozytose von Patientenzellen. Da hier jedoch nur wenige Daten generiert 

werden konnten, müssen zusätzliche Versuche mit weiteren Patientenproben die Ergebnisse 

validieren.  
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Bei der Neutrophilen-vermittelten Tumorzelllyse der T-ALL-Zelllinien war die Kombination aus 

DARA (IgG1) und CD47-Blockade nur gegen P12-ICHIKAWA-Zellen effektiv. Lediglich DARA-

IgA2 plus hu5F9-IgG2σ war in der Lage eine spezifische Tumorzelllyse der drei T-ALL-Zelllinien 

zu induzieren. Dies zeigt erneut, wie effektiv IgA-Antikörper in der Tumorimmuntherapie sind 

und zusätzlich zum IgG1-Isotyp eingesetzt werden sollten. Neben der Erhöhung einer T-ALL-

Zelleliminierung durch hu5F9-IgG2σ ist jedoch allgemein die Funktionalität von 

Daratumumab-Varianten gegenüber T-ALL-Zellen ein großer Erfolg, da bis dato noch kein 

Antikörper für einen immuntherapeutischen Einsatz bei der T-ALL in Europa und den USA 

zugelassen ist. 

Die Kombination aus therapeutischen Antikörpern gegen tumorassoziierte Antigene mit 

CD47-Blockadeantikörpern konnte auch in diversen aktuellen präklinischen Studien Erfolge 

erzielen. Zusammen mit dem CD47-Blockadeantikörper hu5F9-IgG2σ konnte Daratumumab 

die Eliminierung von T-ALL-Patientenzellen in einem PDX- (engl. patient derived xenograph) 

Mausmodell signifikant zur Monotherapie verbessern.235 Die Verwendung der CD20-

gerichteten Antikörper Rituximab, Ofatumumab und Obinutuzumab, sowohl als IgG1 als auch 

IgA2, in Kombination mit dem CD47-Blockadeantikörper hu5F9-IgG2σ führte zu einer ver-

besserten Phagozytose von B-Lymphomzellen durch Makrophagen. Zusätzlich waren vor 

allem die IgA2-Varianten in der Lage Neutrophile zu aktivieren.76  

Unabhängig davon wurde bereits 2010 durch Chao et al. bekannt, dass Rituximab in 

Kombination mit einem CD47-Blockadeantikörper erfolgreich die Phagozytose von B-NHL-

Zellen induziert.269 Auch Mammakarzinomzellen konnten effektiv unter Einsatz des HER2-

gerichteten Antikörpers Trastuzumab zusammen mit dem CD47-Blockadeantikörper 

Magrolimab (hu5F9-IgG4) in vitro durch Makrophagen eliminiert werden. Diese Kombination 

führte zudem zu einem verlängerten Überleben von xenotransplantierten NSG-Mäusen.270 Die 

Rituximab-vermittelte Phagozytose von Lymphomzellen konnte durch die Blockade der zwei 

myeloischen Checkpoints CD47 und LILRB1 erhöht werden.271  

Das Potential von CD47-Blockadeantikörpern konnte bereits in klinischen Studien beobachtet 

werden. Unter den CD47-Blockadereagenzien ist die Entwicklung des CD47-Antikörpers 

Magrolimab am fortgeschrittensten.  
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In einer klinischen Studie der Phase 1b erzielte die Kombination aus Magrolimab und 

Rituximab vielversprechende Resultate: die Hälfte der 22 rekrutierten Patienten mit einem 

rezidivierten oder refraktären non-Hodgkin-Lymphom, die nicht mehr auf Rituximab an-

sprachen, zeigte ein partiales oder vollständiges Ansprechen auf die Kombinationstherapie. 

Lediglich moderate Nebenwirkungen (meist Grad 1 bzw. 2), vor allem eine Anämie und 

Infusionsreaktionen, wurden beobachtet.217  

Neuste Ergebnisse aus einer klinischen Phase 1b-Studie ließen erkennen, dass die 

Kombination aus Magrolimab und dem synthetischen Nukleosid Azacitidin ein 

Ansprechverhalten von ca. 50 % (partial oder vollständig) bei Patienten mit TP53-mutierter 

akuter myeloischer Leukämie, die sich nicht für eine Chemotherapie eignen, generierte. 

Schwerwiegendere Nebenwirkungen des Grades 3 bzw. 4 waren unter anderem Anämie, 

febrile Neutropenie und Thrombozytopenie.219  

Zudem laufen derzeit weitere klinische Studien bzw. sind in Planung, die die Verwendung von 

Magrolimab mit beispielsweise dem VEGF-Antikörper Bevacizumab bei Patienten mit 

fortgeschrittenem metastasierenden kolorektalen Karzinom272, mit Daratumumab bei 

Patienten mit Multiplem Myelom273 oder mit Pembrolizumab bei Patienten mit rezidivierten 

oder refraktären Hodgkin-Lymphomen274, untersuchen. 

Da CD47 ein ubiquitär exprimiertes Oberflächenmolekül ist, sind Nebenwirkungen wie eine 

Anämie oder Thrombozytopie bei einem Einsatz von CD47-Blockadeantikörpern wie 

Magrolimab nicht auszuschließen. Zusätzlich führen diese off-tumor-Aktivitäten 

möglicherweise dazu, dass vermehrte Applikationen oder höhere Dosierungen notwendig 

sind, da der therapeutische Effekt durch das Abfangen der Blockadeantikörper gemindert 

werden kann. Um diese Problematik zu beheben bedarf es einer Optimierung der 

Tumorspezifität solcher CD47-Blockadeantikörper.  

Eine Möglichkeit könnte hierbei die Entwicklung bispezifischer Antikörper sein, die beispiels-

weise monovalent über einen Arm eine hohe Affinität zu einem tumorassoziierten Antigen 

aufweisen und zusätzlich mit einer niedrigeren Affinität über den zweiten Arm das CD47 der 

Tumorzelle blockieren.  
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Präklinische Studien konnten bereits zeigen, dass ein bispezifischer Antikörper, der sowohl 

gegen CD20 als auch gegen CD47 gerichtet ist, genauso effektiv eine Eliminierung von 

Lymphomzellen durch Makrophagen induziert wie die Kombination aus Rituximab und CD47-

Antikörper, jedoch interessanterweise keine Bindung an Erythrozyten in einer Co-Kultur 

aufzeigte.275 Ähnliche Ergebnisse wurden bei Untersuchungen eines CD19xCD47 bispezi-

fischen Antikörpers gegen B-Zell-Neoplasien erzielt.276 Hierbei zeigte sich außerdem, dass 

auch in vivo die Tumorlast genauso effizient herabgesenkt werden konnte wie mit der 

Kombination aus einem CD19- und einem CD47-Antikörper.276 Zudem wird an sogenannten 

Ein-Domänen-Antikörpern (engl. nanobodies) ohne Fc-Teil geforscht, die spezifisch CD47 

binden und keine Agglutination von Erythrozyten hervorrufen.277  

Eine off-target-Toxizität gegen beispielsweise Erythrozyten ist höchstwahrscheinlich auf einen 

funktionalen Fc-Teil des Antikörpers zurückzuführen, durch den eine Aktivierung von 

Effektorzellen resultiert. Die Fusion eines humanen IgG4-Fc-Teils an affinitätsgereifte SIRPα-

Ektodomänen führte zu einem drastischen Anstieg der Phagozytose im Vergleich zu den 

SIRPα-Ektodomänen alleine.278  

Auch in der vorliegenden Arbeit konnte beobachtet werden, dass ein CD47-Blockade-

antikörper mit nicht-funktionalem Fc-Teil alleine weder eine spezifische Tumorzelllyse noch 

Phagozytose der T-ALL-Zellen induzierte und somit eine geringere Toxizität im lebenden 

Organismus aufweisen könnte. Obwohl Magrolimab in einem humanen IgG4-Format 

konzipiert wurde, um die Interaktion zwischen Fcγ-Rezeptoren und dem Antikörper zu 

minimieren, wäre die Verwendung eines CD47-Blockadeantikörpers mit einem mutierten Fc-

Teil, der keine Fc-Rezeptorbindung225 aufweist, womöglich von Vorteil. 

Abschließend lässt sich sagen, dass die CD47-Überexpression bei einer Vielzahl an 

Tumorerkrankungen mit einer schlechten klinischen Prognose assoziiert ist279–283 und 

dementsprechend eine optimale Zielstruktur in der Tumortherapie darstellt. 
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4.2.3 Steigerung der Antigendichte mit ATRA verbessert die antikörperbasierte 
Tumorzelllyse und Phagozytose 

 

Dass die Antigendichte einen Einfluss auf die Tumorzelleliminierung, insbesondere bei der 

Neutrophilen-vermittelten ADCC, haben kann, zeigte sich bei den T-ALL-Zelllinien: während 

HSB-2-Zellen mit der geringsten CD38-Expression nicht lysiert werden konnten, ließen sich 

MOLT-13-Zellen mit einer schwachen CD38 Expression zu 5 % lysieren und die P12-ICHIKAWA-

Zellen mit der höchsten CD38-Expression bis zu 22 %.  

Diese Beobachtung wurde auch bei Karzinomzelllinien gemacht. Hier erfuhr die Tumorzelllinie 

A431 mit der höchsten EGFR-Expression die stärkste CTX-IgA2-vermittelte Lyse, Kyse-30-

Zellen mit intermediärer EGFR-Expression die zweithöchste Lyserate und MDA-MB-468-Zellen 

mit der geringsten EGFR-Expression ebenfalls die geringste Lyserate.  

Publizierte Daten konnten bereits zeigen, dass die EGFR-Expression mit der Tumorzell-

eliminierung durch NK-Zellen, Monozyten, Neutrophile und das Komplementsystem positiv 

korreliert284, so dass die hier generierten Ergebnisse die unabhängigen Beobachtungen 

bestätigen. Die Behandlung der T-ALL-Zelllinie HSB-2 mit dem Vitamin A-Derivat ATRA führte 

zu einem drastischen Anstieg der CD38-Expression (25-Facher Anstieg im Vergleich zu 

Kontroll-behandelten Zellen). Die erhöhte CD38-Expression resultierte in einem Anstieg der 

Daratumumab-induzierten Tumorzelleliminierung. Dies konnte sowohl in der Makrophagen-

vermittelten Phagozytose als auch in ADCC-Versuchen mit Neutrophilen beobachtet werden. 

Weitere Versuche mit T-ALL-Zelllinien mit unterschiedlicher CD38-Expression müssen jedoch 

noch zeigen, ob eine positive Korrelation zwischen der CD38-Antigendichte und der Tumor-

zelleliminierung vorliegt. Zukünftige Versuche müssen zudem zeigen, ob eine ATRA-Be-

handlung per se zu einem Anstieg der CD38-Expression bei T-ALL-Zellen führt und sich somit 

für einen potenziellen Einsatz in der Immuntherapie der T-ALL eignet. 

Im Gegensatz zu den Glutaminylzyklaseinhibitoren oder den CD47-Blockadeantikörpern ist 

ATRA ein bereits zugelassenes Therapeutikum, das zur Behandlung der akuten Promyelo-

zytenleukämie (APL) zum Einsatz kommt. In der Tumortherapie fördert ATRA die Ausdifferen-

zierung von malignen Promyelozyten und zeigt vor allem mit einer Dosierung von 

45 mg/m2/Tag ein hohes Gesamtüberleben.285 In Kombination mit Daratumumab konnte eine 

ATRA-Behandlung in präklinischen Studien die Eliminierung von Myelomzellen steigern, wobei 

ATRA auch hier zu einem Anstieg der CD38-Expression auf den Tumorzellen führte.237  
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In einer darauffolgenden klinischen Phase 1/2-Studie mit rezidivierten/refraktären Myelom-

patienten erzielte die Kombination leider keine vielversprechenden Ergebnisse (Gesamt-

ansprechverhalten: 5 %), jedoch wurde bei 66 % der Patienten ein stabiler Erkrankungs-

zustand erreicht und die ATRA-Gabe führte zu keinen gravierenden Nebenwirkungen.286  

Dass ATRA einen direkten zytotoxischen Effekt hat und ein Absterben von Zellen begünstigt, 

wurde auch im Rahmen dieser Arbeit nicht beobachtet. Unter Verwendung von Kontroll-

antikörpern konnte keine spezifische Phagozytose bzw. Tumorzelllyse der T-ALL-Zellen nach 

ATRA-Behandlung verzeichnet werden.  

In der klinischen Studie wurde zudem beschrieben, dass ATRA zu einer temporären Erhöhung 

der CD38-Expression auf Immunzellen führte, wobei hier Monozyten, NK-Zellen und 

Neutrophile betroffen sein können.102,286 Durch die Erhöhung der CD38-Expression auf 

sämtlichen zirkulierenden Immunzellen und auf den Tumorzellen könnte eine große Anzahl 

an Daratumumab-Molekülen abgefangen werden und somit die Effektivität beeinträchtigen.  

Möglicherweise hätte eine zusätzliche CD47-Blockade das Ansprechverhalten in der klinischen 

Studie mit Myelompatienten286 verbessert, da myeloische Zellen durch eine zusätzliche CD47-

Blockade stärker aktiviert vorliegen. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Kombination bestehend aus einer ATRA-

Behandlung, Daratumumab als therapeutischem Antikörper (IgG1 oder IgA2) und einem 

CD47-Blockadeantikörper die stärkste Lyse bzw. Phagozytose von HSB-2-Zellen durch 

myeloische Zellen induziert.  

Dieses Ergebnis entspricht den Erwartungen, da aktivierende Signale durch die gesteigerte 

CD38-Expression erhöht und inhibierende Signale über die CD47-Blockade verringert wurden. 

Für die Phagozytose muss ein Verhältnis von mindestens 10:1 zwischen aktivierenden ITAM-

Signalen (vermittelt über die Fc-Rezeptor gebundenen Antikörper) und inhibierenden ITIM-

Signalen der CD47-SIRPα-Interaktion auf Makrophagen vorliegen.287 Auch hier sollten 

wiederum Versuche mit weiteren T-ALL-Zelllinien als auch zukünftige in vivo-Studien die 

initialen Ergebnisse validieren um zu zeigen, dass die Kombination von ATRA mit 

Daratumumab und CD47-Blockadeantikörper eine effektive Strategie zur Bekämpfung der T-

ALL darstellt. 
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4.2.4 Vergleich der methodischen Ansätze zur CD47-SIRPα-Interaktionsblockade 

Sowohl die indirekte CD47-SIRPα-Interaktionsblockade durch die Inhibition der 

Isoglutaminylzyklase als auch die direkte Blockade über den Einsatz von CD47-Antikörpern 

erzielte im Rahmen dieser Arbeit einen Anstieg der antikörperabhängigen Tumorzell-

phagozytose bzw. Tumorzelllyse durch Makrophagen und Neutrophile. Für einen möglichen 

klinischen Einsatz spielen jedoch neben der rein funktionalen Evaluation der CD47-Blockade-

reagenzien weitere Faktoren wie die Produktion der Substanzen, die Applikation und Dosis, 

die biologische Verfügbarkeit bis hin zu potentiellen Nebenwirkungen eine wichtige Rolle. 

Während Isoglutaminylzyklaseinhibitoren als niedermolekulare organische Verbindungen 

leicht und kostengünstig über automatisierte Prozesse synthetisch hergestellt werden 

können288, ist die Produktion von Antikörpern weitaus kosten- und zeitintensiver. Biologische 

Systeme wie Produktionszelllinien müssen herangezogen werden, um die Komplexität und die 

Ausbildung von posttranslationalen Modifikationen der Antikörper gewährleisten zu 

können.20  

Nach erfolgreicher Herstellung der Therapeutika können diese anschließend unterschiedlich 

dem Patienten verabreicht werden. In Bezug auf die synthetischen Isoglutaminyl-

zyklaseinhibitoren bietet sich eine orale Applikation an. Im Gegensatz dazu erfolgt die 

Verabreichung von therapeutischen Antikörpern systemisch über die intravenöse oder 

subkutane Injektion. Dies hat zur Folge, dass ein erhöhtes Risiko für Infusionsreaktionen 

vorliegt. 

Im Körper müssen die Substanzen letztendlich an den Wirkungsort transportiert werden. Für 

die Bekämpfung von hämatologischen Erkrankungen, wie der in dieser Arbeit untersuchten T-

ALL, bieten sich antikörperbasierte Therapien an, da diese direkt am Wirkungsort nach Gabe 

zur Verfügung stehen und z. B. Neutrophile als myeloische Effektorzellen sofort stärker 

aktiviert werden können.  

Weitaus komplizierter gestaltet sich die biologische Verfügbarkeit von Antikörpern bei soliden 

Tumoren, da zunächst die endotheliale Barriere überwunden werden muss, um in das 

betroffene Gewebe zu gelangen.289,290 Hier haben niedermolekulare Verbindungen wie die 

Isoglutaminylzyklaseinhibitoren den möglichen Vorteil leichter an und in die Zellen des 

Tumors zu gelangen.  
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Speziell im Bereich der lokal schwer erreichbaren Tumore im Gehirn wie Gliome, kann die Blut-

Hirn-Schranke nur bedingt von Antikörpern überwunden werden. Auch hier ist der Einsatz von 

kleinen Molekülen von Vorteil. 

Am Wirkungsort angekommen sollten die Therapeutika eine hohe Effektivität mit möglichst 

geringen Nebenwirkungen aufzeigen. In Bezug auf die CD47-Blockadeantikörper wie 

Magrolimab wurde ersichtlich, dass trotz vielversprechender Resultate häufig eine Anämie als 

Nebenwirkung auftritt. Diese off-target-Aktivität wäre bei der Verwendung von Isoglutaminyl-

zyklaseinhibitoren weitaus geringer, da Erythrozyten ein limitiertes Proteom und keine 

Organellen wie einen Nukleus, ein Endoplasmatisches Retikulum oder einen Golgi-Apparat, in 

dem die QPCTL lokalisiert ist, besitzen.291 Somit existieren auf den Erythrozyten lediglich die 

bereits vorliegenden, nativen CD47-Moleküle mit N-ständigem Pyroglutamat, die mit 

myeloischen Immunzellen interagieren können. Ein weiterer Vorteil für die Verwendung von 

Isoglutaminylzyklaseinhibitoren bei soliden Tumoren ist die Remodulierung der tumor-

assoziierten myeloischen Zellen hin zu einer antitumoralen Polarisierung im Tumormilieu. 

Zudem wurde in der Arbeit ersichtlich, dass die Gesamtexpression von CD47 nach Behandlung 

der Zellen mit SEN177 nicht beeinträchtigt ist und somit weitere physiologische Interaktionen 

des Moleküls mit z. B. Thrombospondin-1 oder Integrinen aufrechterhalten werden könnten. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass eine QPCTL-Inhibition bei soliden Tumoren 

vielversprechende Ergebnisse erzielen könnte und dementsprechend weiter in klinischen 

Studien verfolgt werden sollte. In Bezug auf hämatoonkologische Erkrankungen wie 

Leukämien ist die Verwendung von CD47-gerichteten Blockadeantikörpern eine gute 

Möglichkeit, um schnell und effizient die antitumoralen Effekte myeloischer Zellen in der 

Tumorimmuntherapie zu steigern. Jedoch sollten hierbei die Nebenwirkungen berücksichtigt 

werden. Um das Risiko einer Anämie herabzusenken, könnten alternativ zu einer Kombination 

von CD47-Blockadeantikörper und tumorspezifischem Antikörper bispezifische Moleküle 

eingesetzt werden, die die tumorspezifischen Oberflächenzielstrukturen erkennen und nur 

umliegende CD47-Moleküle auf der Tumorzelle blockieren. 
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4.3 Zukünftige Vorhaben 

Die generierten Daten zeigen das Potential einer CD47-SIRPα-Interaktionsblockade in der 

antikörperbasierten Tumorimmuntherapie. Bei der indirekten Blockade über eine Inhibition 

der Isoglutaminylzyklase wurden durch die Verwendung der niedermolekularen Substanz 

SEN177 bei soliden Tumorzellen vielversprechende Ergebnisse erzielt.  

SEN177 wird jedoch aufgrund der Toxizität im Organismus keinen Einsatz im Menschen 

erfahren. Als Alternative könnte beispielsweise PQ912 als Inhibitor verwendet werden, da die 

Substanz bereits in klinischen Studien getestet wird, ein gutes Sicherheitsprofil zeigt und 

mittlerweile kommerziell erhältlich ist. Zudem kann unter Verwendung von PQ912 ein 

Langzeitmodell für in vivo-Studien gewählt werden. Vor oraler Applikation des Inhibitors sollte 

zunächst ein solider Tumor anwachsen, so dass realitätsnahe Bedingungen geschaffen 

werden. Des Weiteren lässt sich anhand eines Langzeitmodells der Einfluss einer potenziellen 

Remodellierung des Tumormikomillieus, hervorgerufen durch die Isoglutminylzyklase-

inhibition, analysieren. 

Als Modellorganismus sollte ebenfalls die für den humanen FcαR transgene Mauslinie 

herangezogen werden, um die Kombination aus Isoglutaminylzyklaseinhibitor und humanen 

IgA-Molekülen untersuchen zu können. 

In Hinblick auf die direkte Blockade der CD47-SIRPα-Interaktion müssen auch hier in vivo-

Experimente in FcαR transgenen Mäusen das Potential der Daratumumab-Varianten (vor 

allem DARA-IgA2) in Kombination mit dem CD47-Antikörper bestätigen. Des Weiteren wäre 

ein direkter Vergleich diverser Moleküle zur CD47-SIRPα-Interaktionsblockade wie SIRPα-Fc-

Fusionsproteine, SIRPα-Antikörper, neuartige Blockadepeptide und CD47-Antikörper unter-

einander jeweils in Kombination mit therapeutischen Antikörpern auf unterschiedlichen 

Tumorentitäten interessant. Somit könnte die bestmögliche Therapiestrategie gewährleistet 

werden.  

Zusätzlich ist die Evaluierung des Einflusses einer ATRA-Behandlung hoch interessant. Da der 

positive Effekt bei der Tumorzelleliminierung nur auf einer Zelllinie analysiert wurde, muss in 

einem ersten Schritt die Testung weiterer Zelllinien und idealerweise die Translation auf 

Patientenproben das Ergebnis validieren.  
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Sollte sich ein positiver Effekt bestätigen, kann auch hier das Potenzial der Kombination aus 

ATRA-Behandlung, Daratumumab (IgG1 bzw. IgA2) und CD47-Blockadeantikörper in 

zukünftigen in vivo-Studien untersucht werden.  

Insgesamt ist die myeloische Checkpoint-Inhibition über eine CD47- oder SIRPα-Blockade eine 

gute Strategie, um myeloische Zellen zu aktivieren und kann möglicherweise zu einer 

verbesserten Bekämpfung von Tumorerkrankungen in der antikörperbasierten Tumor-

immuntherapie führen.  
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5. Zusammenfassung 
 

Krebserkrankungen konnten erstmals mit der Zulassung von tumorgerichteten Antikörpern 

zielgerichtet bekämpft werden.  

Angefangen mit dem CD20-gerichteten Antikörper Rituximab im Jahr 1997 sind mittlerweile 

mehr als vierzig Antikörperprodukte für die Therapie diverser maligner Erkrankungen in der 

Anwendung. Einige davon, wie der CTLA-4-Antikörper Ipilimumab, richten sich dabei speziell 

gegen sogenannte Immuncheckpoint-Moleküle. Dies sind Oberflächenantigene auf Immun-

zellen wie T-Zellen, NK-Zellen, Makrophagen oder Neutrophilen, die nach Bindung ihrer 

Liganden ein inhibitorisches Signal in die Immunzelle leiten, so dass die interagierende Zelle 

als körpereigen erkannt und nicht angegriffen wird. 

Je nach Immunzellpopulation existieren unterschiedliche immunregulatorische Oberflächen-

moleküle. Bei den myeloischen Zellen ist der prominenteste Vertreter das signal regulatory 

protein alpha, kurz SIRPα. Es interagiert mit seinem Liganden CD47, das nahezu alle 

Körperzellen exprimieren. Da die Interaktion vor allem mit Phagozyten wie Makrophagen oder 

Neutrophilen stattfindet, ist das Signal auch als don’t eat me-Signal beschrieben. 

Viele Tumorzellen machen sich diesen Mechanismus zu Nutze und überexprimieren die 

Liganden wie CD47, um einer Immunantwort zu entkommen. Eine Blockade der CD47-SIRPα-

Achse über beispielsweise CD47-gerichtete Antikörper kann somit entscheidend zur Abtötung 

von Tumorzellen beitragen. 

Im Rahmen der Arbeit wurde gezeigt, dass der Einsatz des CD47-Blockadeantikörpers hu5F9-

IgG2σ die Eliminierung von Zellen der akuten lymphoblastischen T-Zellleukämie (T-ALL-Zellen) 

durch Varianten des CD38-gerichteten Antikörpers Daratumumab (IgG1 und IgA2) sowohl in 

Makrophagen-vermittelten ADCP-Experimenten als auch in Neutrophilen-vermittelten ADCC-

Versuchen verstärkt. Dabei stellte sich die Kombination der IgA2-Variante mit dem CD47-

Blockadeantikörper als besonders effektiv heraus. Zudem konnte die Makrophagen- und 

Neutrophilen-vermittelte Phagozytose bzw. Lyse einer T-ALL-Zelllinie mit geringer CD38-

Expression durch vorangegangene Behandlung mit dem Vitamin A-Derivat Retinsäure (all-

trans retinoic acid, ATRA), das einen Anstieg der CD38-Expression bewirkt, verbessert werden. 
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Neben der direkten Interaktionsblockade kann die CD47-SIRPα-Achse auch auf indirektem 

Wege unterbunden werden. Das Golgi-residente Enzym Isoglutaminylzyklase ist für die Aus-

bildung des an der Interaktion zu SIRPα beteiligten Pyroglutamats am N-Terminus des CD47 

beteiligt.  

Dies konnte im Rahmen der Arbeit durch die Generierung von zwei CD47-Fusionsproteinen 

bestätigt werden. Während das Fusionsprotein mit nativer CD47-Ektodomäne und N-termi-

nalem Pyroglutamat eine konzentrationsabhängige Bindung an humanes SIRPα zeigte, war ein 

mit einer Mutation ausgestattetes Fusionsprotein dazu nicht in der Lage. 

In funktionalen Experimenten erzielte eine Inhibition der Isoglutaminylzyklase mit dem 

spezifischen Inhibitor SEN177 eine Reduktion der SIRPα-Bindung an Karzinomzellen, die in 

einer verbesserten, Antikörper-vermittelten Eliminierung der Tumorzellen resultierte. Hierbei 

wurden die EGFR-gerichteten Antikörper Cetuximab, Panitumumab sowie eine IgA2-Variante 

des Cetuximab in Makrophagen-ADCP und Neutrophilen-ADCC Versuchen untersucht. Auch 

bei diesen Experimenten wurde ersichtlich, dass vor allem die Kombination aus einer SEN177-

Behandlung und Cetuximab-IgA2 oder Panitumumab (IgG2) vielversprechende Lyse- bzw. 

Phagozytoseraten generiert. 

Folglich stellt eine Blockade der CD47-SIRPα-Interaktion über einen direkten Ansatz mit CD47-

Blockadeantikörpern oder einer indirekten Methode über die Inhibition der Isoglutaminyl-

zyklase interessante Möglichkeiten dar, um die Aktivität von myeloischen Zellen gegen solide 

als auch hämatologische Tumorzellen zu erhöhen. 
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6. Summary 
 

Monoclonal antibodies as therapeutics have revolutionized tumor therapy, since they are 

considered as highly specific. 

With Rituximab being the first antibody approved in 1997, more than forty antibodies to treat 

different types of tumors are used in the clinic today. Some of them, e.g. CTLA-4 targeting 

antibody ipilimumab, bind and block so-called immune checkpoints. These are inhibitory 

molecules on the cell surface of immune cells like T cells, NK cells, macrophages or neutrophils 

and protect the body from developing autoimmunities. 

Depending on the immune cell population, different immune checkpoint molecules have been 

identified. Signal regulatory protein alpha (SIRPα), as the most prominent immune checkpoint 

on myeloid cells, enables inhibition after binding to its ligand CD47, which is expressed on 

nearly every cell in the body. Since myeloid cells are phagocytes, the inhibitory signal has also 

been described as ‘don’t eat me’ signal. 

Besides the expression of CD47 on healthy cells, tumor cells often overexpress CD47 to evade 

immune surveillance. Interruption of the CD47-SIRPα axis, e.g. by directly targeting CD47 using 

blocking antibodies, might therefore increase tumor cell killing. 

In this study we showed that application of CD47 blocking antibody hu5F9-IgG2σ enhanced 

daratumumab (IgG1 or IgA2) mediated killing of acute T cell leukemia (T-ALL) cells in 

macrophage ADCP and neutrophil ADCC experiments. Especially the combination of DARA-

IgA2 and hu5F9-IgG2σ turned out to be most efficient in tumor cell phagocytosis and tumor 

cell lysis, respectively. Moreover, treatment of T-ALL cells expressing low amounts of CD38 

with the vitamin A derivative ATRA led to increased CD38 expression, which in turn heightened 

tumor cell elimination even further. 

On the other hand, indirect approaches to interfere with CD47-SIRPα interactions are 

currently under investigation. The Golgi-resident enzyme glutaminyl-peptide cyclotransferase 

like protein (QPCTL) is an important modifier of the CD47-SIRPα axis, since it catalyzes the 

formation of N-terminal pyro-glutamic acid (pGlu) on CD47. This amino acid derivative is 

crucially involved in the binding to SIRPα. 
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Here, we were able to confirm the importance of pGlu for SIRPα binding by generating fusion 

proteins, containing either native CD47 ectodomain or a mutated version having pGlu 

substituted by an alanine residue. Furthermore, we could demonstrate that inhibition of 

QPCTL by the small molecule SEN177 boosted killing of carcinoma cells by myeloid cells in vitro 

and in vivo when combined with EGFR-targeting antibodies cetuximab, panitumumab or 

cetuximab as IgA2. Once again, the IgA2 isotype as well as IgG2 (panitumumab) induced 

highest phagocytosis and tumor cell lysis rates in vitro. 

Blocking the CD47-SIRPα axis directly with CD47 blocking antibodies or indirectly by QPCTL 

inhibition is a promising approach to enhance myeloid cell activation in immuno therapeutic 

therapies against solid and hematologic malignancies. 
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8. Abkürzungsverzeichnis 
 

A   Ampere 

ADC   antibody drug conjugate (Antikörper-Toxin-Konjugat) 

ADCC antibody dependent cell-mediated cytotoxicity (antikörperabhängige 
zellvermittelte Zytotoxizität) 

ADCP antibody dependent cell-mediated phagocytosis (antikörperabhängige 
zellvermittelte Phagozytose) 

ADP   Adenosindiphosphat 

ALL   akute lymphatische Leukämie 

AML   akute myeloische Leukämie 

ANOVA  analysis of variance (Varianzanalyse) 

APL   akute Promyelozytenleukämie 

APS   Ammoniumpersulfat 

ASGPR   Asialoglykoproteinrezeptor 

ATRA   all-trans retinoic acid (all-trans Retinsäure) 

B-ALL   akute lymphatische Leukämie der B-Zelle 

B-NHL   non-Hodgkin-Lymphom der B-Zelle 

BCA   Bicinchoninsäure 

BSA   bovines Serumalbumin 

C1q   Komplementfaktor 1q 

C3a   Komplementkomponente 3a 

C5a   Komplementkomponente 5a 

cADPR   cyclic ADP-ribose (zyklische ADP-Ribose) 

CAR   chimärer Antigenrezeptor 

CCL2/CCL5  CC-Chemokin-Ligand 2/5 

CD   cluster of differentiation (Differenzierungsgruppe) 

CDC complement dependent cytotoxicity (komplementabhängige 
Zytotoxizität) 

CDR complementary determining region (komplementaritätsbestimmende 
Region) 

CHO   Chinese hamster ovary (Ovar des chinesischen Hamsters) 
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CRISPR clustered regularly interspaced short palindromic repeats (gehäuft 
auftretende, regelmäßig unterbrochende, kurze Palindrom-
wiederholungen) 

CSFE   Carboxyfluoresceinsuccinimidylester 

CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (Oberflächenprotein auf T-
Zellen) 

CTX   Cetuximab 

DARA   Daratumumab 

DMEM   Dulbecco’s modified eagle medium (standardisiertes Zellkulturmedium) 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

DTT   Dithiothreitol 

E:T   Verhältnis von Effektorzelle zur Tumorzelle 

EC50   effektive, halbmaximale Konzentration 

EGF/EGFR (ErbB1) epidermal growth factor / epidermal growth factor receptor 
(epidermaler Wachstumsfaktor / epidermaler Wachstums-
faktorrezeptor) 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay (enzymgekoppelter 
Immunadsorptionstest) 

Fab   fragment of antigen binding (Fragment zur Antigenbindung) 

FACS   fluorescence activated cell sorting (fluoreszenzaktivierte Zellsortierung) 

Fc   fragment crystalizable (kristallisierbares Fragment) 

Fcα   Fc-Rezeptor alpha 

Fcγ   Fc-Rezeptor gamma 

FcRn   neonataler Fc-Rezeptor 

FDA Food and Drug Administration (US-Behörde für Lebens- und 
Arzneimittel) 

FITC   Fluoresceinisothiocyanat 

FKS   fötales Kälberserum 

G-CSF granulocyte-colony stimulating factor (Granulozytenkolonie-
stimulierender Faktor) 

GFP   grün fluoreszierendes Protein 

GM-CSF granulocyte-macrophage-colony stimulating factor 
(Granulozyten/Makrophagenkolonie-stimulierender Faktor) 
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h   Stunde 

HC   heavy chain (schwere Kette) 

HER2   humaner epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor 2 

HIF-1   Hypoxie-induzierter Faktor 1 

HRP   horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase) 

IAP   integrin associated protein (integrinassoziiertes Protein) 

IC50 inhibitory concentration 50 (halbmaximale, inhibierende 
Konzentration) 

Ig   Immunglobulin 

IL   Interleukin 

INFγ   Interferon gamma 

ITAM immunoreceptor tyrosine-based activation motif (tyrosinbasiertes, 
aktivierendes Motiv von Immunrezeptoren) 

ITIM immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif (tyrosinbasiertes, 
inhibierendes Motiv von Immunrezeptoren) 

kDa   Kilodalton 

KIR killer cell immunoglobulin-like receptor (Oberflächenrezeptor auf NK-
Zellen) 

KO   Knock-Out (vollständige Abschaltung eines Gens) 

Konz.   Konzentration 

Ktrl.   Kontrolle 

kV   Kilovolt 

l   Liter 

LAT   linker for activation of T-cells (Oberflächenprotein auf T-Zellen) 

LC   light chain (leichte Kette) 

LILRB1 leukocyte immunoglobulin like receptor B1 (Oberflächenprotein auf 
Leukozyten) 

LRSC   leukocyte reduction system chamber (Leukozytenreduktionskammer) 

LPS   Lipopolysaccharid 

MACS   magnetic cell separation (magnetische Zellsortierung) 

m/z   Masse/Ladung 

M-CSF macrophage colony-stimulating factor (Makrophagenkolonie-
stimulierender Faktor) 
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M   Molarität 

mAK   monoklonaler Antikörper 

mAU   milli Absorptionseinheit 

MFI   mittlere Fluoreszenzintensität 

MHC   major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilitätskomplex) 

Min   Minute 

Ml   Milliliter 

mM   Millimol 

MΦ   Makrophage 

MTS 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-Salz 

MTZ Matuzumab 

NaCl Natriumchlorid 

NAD+ Nicotinamid-Adenindinukleotid 

NHL   Non-Hodgkin-Lymphom 

NK-Zelle  natürliche Killerzelle 

nm   Nanometer 

nTg   nicht-transgen 

n.s.   nicht signifikant 

PAGE   Polyacrylamidgelelektrophorese 

PANI   Panitumumab 

PBS   phosphate buffered saline (Phosphat-gepufferte Saline) 

PD1 programmed cell death protein 1 (Oberflächenprotein auf T-Zellen und 
Pro-B-Zellen) 

PDGF platelet derived growth factor (Thrombozyten-abstammender 
Wachstumsfaktor) 

PDX   patient derived xenograft (Patienten-abgeleitetes Xenotransplantat) 

PE   Phycoerythrin 

Pen/Strep  Penicillin/Streptomycin 

pGlu   Pyroglutamat 

PI   phagozytischer Index 

pIgR polymeric immunoglobulin receptor (polymerer 
Immunglobulinrezeptor) 
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PIP3   Phosphatidylinositol (3,4,5)-Triphosphat 

PI3-K   Phosphoinositid-3-Kinase 

PLCγ   Phosphoinositid-Phospholipase C gamma 

PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 

PVDF   Polyvinylidenfluorid 

QPCTL   glutaminyl-peptide cyclotransferase like (Isoglutaminylzyklase) 

rel. U.   relative unit (relative Einheit) 

RFI   relative Fluoreszenzintensität 

ROI   red objects per image (rote Objekte pro Bild) 

rpm   revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute) 

RT   Raumtemperatur 

RTX   Rituximab 

s   Sekunde 

SABC specific antigen binding sites per cell (spezifische 
Antigenbindungsstellen pro Zelle) 

SC secretory component (sekretorische Komponente) 

SDS   sodium dodecyl sulfate (Natriumlaurylsulfat) 

SEM   standard error of the mean (Standardfehler des Mittelwertes) 

SEN177 6′′-Fluoro-4-(4-methyl-4H-[1,2,4]triazol-3-yl)-3,4,5,6-tetrahydro-2H-
[1,2′;3′,3′′]terpyridin 

SH2 Src homology 2 (Proteindomäne zur Vermittlung von 
Proteininteraktionen) 

SHP1/2 Src homology phosphotyrosyl phosphatase 1/2 (Tyrosinphosphatasen 
mit SH2-Domänen) 

SHPS-1 Src homology 2 domain-containing protein tyrosine phosphatase 
substrate 1 (Oberflächenprotein auf myeloischen Zellen) 

sIgA sekretorisches Immunglobulin A 

Siglec-10 sialic acid immunoglobulin-like lectin 10 (Sialylsäure-bindendes Lektin 
10) 

SIRPα signal regulatory protein alpha (Signal-regulierendes Protein alpha, 
Oberflächenprotein auf myeloischen Zellen) 

T-ALL akute lymphotische Leukämie der T-Zelle 

TAM tumorassoziierter Makrophage 

TAN tumorassoziierter Neutrophiler 
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TBS/T tris buffered saline/tween-20 (TRIS-gepufferte Saline/Tween-20) 

TEMED Tetramethylethylendiamin 

Tg transgen 

TGFβ transforming growth factor beta (transformierender Wachstumsfaktor 
beta) 

TH1/2 T-Helferzelle 1/2 

TMB 3,3,5,5-Tetramethylbenzidin 

TNF/α tumor necrosis factor /alpha (Tumornekrosefaktor alpha) 

TP53 tumor protein 53 (Tumorprotein 53) 

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

v/v volume by volume (Volumen-zu-Volumen) 

VEGF vascular endothelial growth factor (vaskulärer, endothelialer 
Wachstumsfaktor) 

µg Mikrogramm 

µl Mikroliter 

µM Mikromol 
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Abbildung 48: Konzentrations- und zeitabhängige Reduktion der SIRPα-Fc Bindung an MDA-MB-468-Zellen nach Behandlung 
mit SEN177.  
MDA-MB-468-Zellen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an SEN177 für 72 h (A) bzw. mit 10 µM für 

unterschiedliche Zeiten (B) behandelt und anschließen die SIRPα-Fc Bindung (5 µg/ml) mittels indirekter Durchflusszytometrie 

über Verwendung von PE-konjugierten anti-human IgG-Fc F(ab‘)2-Fragmenten bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte ± 

SEM aus drei unabhängigen Experimenten. Statistik: zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA mit Bonferroni-Korrektur), # 

statistisch signifikanter Unterschied zur DMSO-Kontrolle (0 µM SEN177 bzw. 0 h), n.s. nicht signifikant. 
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Abbildung 49: Konzentrationsabhängige Bindung von SIRPα-Fc auf A431-Zellen nach SEN177 Behandlung. 
A431-Zellen wurden für 72 h mit 10 µM SEN177 oder DMSO behandelt. Die SIRPα-Fc Bindung konnte mit indirekter 

Durchflusszytometrie bestimmt werden. Zur Detektion dienten PE-konjugierte anti-human IgG Fc F(ab‘)2-Fragmente.  
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Abb. 49 ff. 

Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM dreier unabhängiger Experimente. Statistik: zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA 

mit Bonferroni-Korrektur,. # statistisch signifikanter Unterschied zur DMSO-Kontrolle, n.s. nicht signifikant. 
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Abbildung 50: Bindungstitration von EGFR-gerichteten Antikörpern auf A431-Zellen. 
Die Bindung unterschiedlicher Konzentrationen von CTX und MTZ (Ktrl. IgG1 = RTX) auf A431-Zellen wurde mit indirekter 

Durchflusszytometrie bestimmt. Zur Detektion dienten FITC-konjugierte anti-human IgG-Fc F(ab‘)2-Fragmente. Dargestellt 

sind die Mittelwerte ± SEM dreier unabhängiger Experimente. RFI = relative Fluoreszenzintensität. 
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Abbildung 51: Bindungstitration unterschiedlicher EGFR-gerichteter Antikörper auf MDA-MB-468-Zellen. 
Die Bindung unterschiedlicher Konzentrationen von CTX, PANI und CTX-IgA2 (Ktrl. IgG1 = RTX, Ktrl. IgG2 = RTX-IgG2, Ktrl. IgA2 

= RTX-IgA2) auf MDA-MB-468-Zellen wurde in der indirekten Durchflusszytometrie bestimmt. Zur Detektion dienten FITC- 
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Abb. 51 ff. 

konjugierte anti-human Kappa-Leichtekette F(ab‘)2-Fragmente. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM dreier unabhängiger 

Experimente. RFI = relative Fluoreszenzintensität. 
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Abbildung 52: Antikörperabhängige Neutrophilen-vermittelte Zytotoxizität gegenüber MDA-MB-468-Zellen unter 
Verwendung von EGFR-gerichteten Antikörpern. 
MDA-MB-468-Zellen fungierten als Zielzellen in 51Chromfreisetzungstests. Humane Neutrophile dienten als Effektoren (E:T = 
80:1). Die Antikörper wurden mit unterschiedlichen Konzentration (0 µg/ml bis 10 µg/m)l eingesetzt (Kontrollantikörper = 
Rituximab-Varianten). Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM von drei unabhängigen Experimenten.  
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Abbildung 53: Bindung von Daratumumab-Varianten und hu5F9-IgG2σ auf MOLT-13-Zellen. 
Die Bindung unterschiedlicher Konzentrationen von DARA, DARA-IgA2 und hu5F9-IgG2σ (Ktrl. IgG1 = CTX, Ktrl. IgA2 = CTX-

IgA2) auf MOLT-13-Zellen wurde mittels indirekter Durchflusszytometrie bestimmt. Zur Detektion dienten FITC-konjugierte  
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Abb. 53 ff. 

anti-human Kappa-Leichtekette F(ab‘)2-Fragmente. Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM dreier unabhängiger Experimente. 

RFI = relative Fluoreszenzintensität. 
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Abbildung 54: Bindung von hu5F9-IgG2σ an HSB-2-Zellen nach ATRA-Behandlung. 
HSB-2-Zellen wurden für 72 h mit 1 µM ATRA oder DMSO behandelt. Die Bindung von hu5F9-IgG2σ (20 µg/ml) wurde mit 

indirekter Durchflusszytometrie bestimmt. Als Kontrollantikörper diente Panitumumab. Zur Detektion dienten FITC-

konjugierte anti-human IgG-Fc F(ab‘)2-Fragmente. Exemplarisch dargestellt sind die Histogramme eines repräsentativen 

Experiments. FI = Fluoreszenzintensität. 
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