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Einleitung

1. Einleitung

Annahernd eine halbe Million Menschen erkranken jahrlich in Deutschland an Krebs.
Dies geht aus dem zuletzt 2021 erschienenen Bericht ,Krebs in Deutschland fur
2017/2018" des Robert Koch-Instituts hervor [1]. Ein Grol3teil dieser Neuerkrankungen
sind Tumoren epithelial differenzierter Gewebe, sogenannte Karzinome. Bei
epidemiologisch besonders relevanten Karzinomentitaten wie Darm-, Lungen- und
Kopf-Hals-Tumoren ist zwar eine rucklaufige Sterblichkeit zu beobachten,
nichtsdestotrotz liegt das 5-Jahres-Uberleben fiir Darmkrebs und Kopf-Hals-Tumoren
bei knapp 50-60 %, fur Lungenkrebs bei nur ca. 20 % (Stand 2017/18). Dies bedeutet
im Umkehrschluss, dass mehr als ein bzw. zwei Drittel der Krebspatientlnnen trotz
bestmoglicher Therapie nicht geheilt werden konnen. Zielgerichtete Therapien
gewinnen daher stetig an Bedeutung.

1.1. Die ,,Hallmarks of Cancer* als Basis moderner Tumorforschung

Die heutige Sichtweise auf die Biologie und die Therapie maligner Tumoren wurde
mafgeblich von Douglas Hanahan und Robert Weinberg gepragt. Diese stellten im
Jahr 2000 mit den ,Hallmarks of Cancer® einen Kanon aus sechs grundlegenden
biologischen Merkmalen zusammen, welche allen Tumoren gemein seien. Diese
Merkmale beschreiben einen ganzheitlichen Blick auf die Entstehung und das
Wachstum von Krebs [2]. 2011 wurden die sechs initialen ,Hallmarks of Cancer® um
vier weitere Charakteristika erganzt (Abb. 1): hinzu kamen der deregulierte
Zellmetabolismus, die erhohte Genominstabilitat, ein tumorbegunstigendes
Entzindungsgeschehen, und die Umgehung der immunologischen Abwehr [3]. Zwei
der Kennzeichen finden sich als Gegenstand dieser Arbeit wieder: der epidermale
Wachstumsfaktorrezeptor (engl. epidermal growth factor receptor, EGFR) als potentes
Wachstumssignal und dessen Inhibition als therapeutische Strategie, und die
Verhinderung der Tumordestruktion durch aktive Unterdrickung des Immunsystems.
An den zehn ,Hallmarks of Cancer” zeigen die Autoren beispielhaft die modernen,
spezifischen Ansatze in der Tumortherapie auf. Dahinter steht ein detailliertes
Verstandnis maligner Tumoren und deren wechselseitigen Beziehungen mit ihrer

Umgebung. Ein Forschungsschwerpunkt der letzten Jahre ist die Tumorimmunologie,
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die langst Eingang in das therapeutische Spektrum gefunden hat. Auf diesem Gebiet
etablierte sich die Antikdrpertherapie, die 1997 mit der Zulassung von Rituximab fur
die Lymphomtherapie durch die US Food and Drug Administration (FDA) enormen
Aufschwung erhielt [4]. Seit 2003 findet die Immuntherapie mit der FDA-Zulassung des
gegen den EGFR gerichteten monoklonalen Antikorpers (mAk) Cetuximab beim
metastasierten kolorektalen Karzinom auch Anwendung bei nichthamatologischen
Neoplasien. Mit dem Vordringen in die Schnittpunkte zwischen Tumor und
Immunsystem werden zunehmend Mechanismen aufgedeckt, welche die Zerstérung
des Tumors durch das Immunsystem verhindern, die sogenannten Immune Escape-
Mechanismen [5]. Therapeutisch schlagt sich dieser Fortschritt in der wachsenden
Anzahl zugelassener ,Immunkontrollpunkt (immune checkpoint)-Inhibitoren® nieder [6,
7]. Die moderne Tumortherapie, wie sie in den ,Hallmarks of Cancer” skizziert wird,
kann letztlich als ein im Vergleich zur konventionellen Therapie zunehmend gezielteres
Eingreifen in Schlusselpositionen zellularer Malignitat verstanden werden, das sich
entweder die Inhibierung tumorbegunstigender ,Hallmarks® zunutze macht, oder aber
tumorunterdrickende Mechanismen aktiviert. Beide Aspekte liegen auch dieser Arbeit

zugrunde.
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Abbildung 1. Die ,,Hallmarks of Cancer“. Die 2011 publizierten ,Hallmarks of Cancer” fassen

Verhinderung
immunologischer

den Stand der modernen Tumorforschung und der gezielten Tumortherapie zusammen.

Adaptiert nach Hanahan und Weinberg [3].

1.2. Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor als Angriffspunkt fur die

zielgerichtete Tumortherapie

1.2.1. Biologie und Struktur des EGFR

Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) ist ein Rezeptor mit intrinsischer
Tyrosinkinaseaktivitdt und gehort zur Familie der ErbB-Rezeptoren (engl.
erythroblastic leukemia viral oncogene homolog). Neben dem EGFR (ErbB1) bzw.
Her1 (engl. human epidermal growth factor receptor 1) gehdren noch die Rezeptoren
Her2 (ErbB2), Her3 (ErbB3) und Her4 (ErbB4) dazu [8]. Her1 ist der Rezeptor fur EGF
und den transformierenden Wachstumsfaktor a (engl. transforming growth factor a,
TGFa), an Her3 und Her4 binden die sog. Neureguline. Fur Her2 sind keine Liganden
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bekannt, er kann als bevorzugter Korezeptor auch ohne Ligandenbindung dimerisieren
(s.u.) [9].

Der EGFR besteht aus vier extrazellularen Doméanen (I-1V), einer
Transmembrandomane und einer intrazellularen Tyrosinkinasedomane (Abb. 2). Die
Bindung eines Liganden an die extrazellulare Domane Ill fuhrt zu einer
Konformationsanderung und zur Zusammenlagerung entweder mit einem weiteren
EGFR-Molekul (Homodimerisierung) oder mit einem anderen Rezeptor der ErbB-
Familie (Heterodimerisierung). Dadurch werden die Tyrosinkinasedomanen beider
Partner in raumliche Nahe zueinander gebracht und es erfolgt eine wechselseitige
Autophosphorylierung an definierten Tyrosinresten. An die Phosphotyrosinreste
konnen nun Signalproteine mittels ihrer SH2-Domane binden und eine Vielzahl kurz-
und langfristiger Effekte auslosen. So kann Uber die Phospholipase C-y der zellulare
Kalziumspiegel beeinflusst werden. Fiir die Anderung der Genexpression relevant ist
uber Zwischenstationen die Aktivierung des G-Proteins RAS (engl. rat sarcoma) und
des RAS-aktivierbaren Faktors (RAF). Nachfolgend kommt es zur Aktivierung der
MAP-Kinase (engl. mitogen-activated protein kinase, syn. engl. extracellular signal
regulated kinase, ERK) und letztendlich zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und
Anderungen des Zellverhaltens. Weitere wichtige EGFR nachgeschaltete Substrate
sind STAT-5 (engl. signal transducer and activator of transcription-5) und die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), welche die Proteinkinase B (synonym zu Akt,
engl. AKR-thymoma) aktivieren kann [10, 11].
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Abbildung 2. Schematische Darstellung des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors.
Die Ligandenbindung wird tUber die Domane Il vermittelt und erfolgt Uber eine ,Tasche®, die
durch die Domanen I-lll gebildet wird. Durch Homo- oder Heterodimerisierung und
wechselseitiger Phosphorylierung der Tyrosinkinasedomanen (= TK) kann die Rekrutierung
verschiedener Signalmolekile und Transkriptionsfaktoren erfolgen. Dies vermittelt u.a.
Uberleben, DNA-Synthese und Zellwachstum [11].

1.2.2. Die Rolle des EGFR in der Tumorgenese

Die klinische Relevanz des EGFR erklart sich durch sein ubiquitares Vorkommen auf
Karzinomen. Seine Rolle als (Proto-)Onkoprotein beschrankt sich hierbei nicht nur auf
Proliferations- und Uberlebenssignale, sondern tragt auch zur Angiogenese oder
Metastasierung bei [12]. Schon frih war bekannt, dass der EGFR sich in grolierer
Menge auf Karzinomen als auf normalem Gewebe findet und eine hohe Expression
mit einer schlechteren Prognose einhergeht [8, 13]. Die Uberexpression geschieht
uber eine Genamplifikation (Lokus: 7p11.2) und ist haufig in plattenepithelialen
Lungen-, kolorektalen und Kopf-Hals-Tumoren zu finden. EGFR-Mutationen treten
gehauft bei Hirntumoren und Adenokarzinomen der Lunge auf [10]. Die
Rezeptorliganden EGF und TGFa kommen hierbei von der Tumorzelle selbst
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(autokrine Stimulation), oder von benachbarten Tumorzellen oder dem umgebenden
Stroma (parakrine Stimulation) [14]. Zudem sind Mutationen der Ligandenbindungs-
und der Kinasedomane bekannt, die den Rezeptor in einen konstitutiv aktiven Zustand
versetzen. Das therapeutische Ziel der EGFR-Signalunterdrickung kann uber zwei
Strategien erreicht werden: die Hemmung mit niedrigmolekularen Inhibitoren oder mit

monoklonalen Antikorpern.

1.2.3. EGFR-gerichtete Tyrosinkinase-Inhibitoren

Zu den in Europa zugelassenen, EGFR-gerichteten Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI)
gehoren u.a. Erlotinib (Tarceva®, Roche, Zulassung 2005), Gefitinib (Iressa®,
AstraZeneca, Zulassung 2009), Afatinib (Giotrif®, Boehringer-Ingelheim, Zulassung
2013), sowie Osimertinib (Tagrisso®, AstraZeneca, Zulassung 2016). Die Substanzen
sind fur das nichtkleinzellige Bronchialkarzinom sowie das Pankreaskarzinom (nur
Erlotinib) zugelassen. Sie konkurrieren mit dem fur die Phosphorylierung notwendigen
Adenosintriphosphat (ATP) und besetzen dessen Bindestelle am Rezeptor, die
Phosphorylierung wird reversibel (Erlotinib, Gefitinib) bzw. irreversibel (Afatinib,
Osimertinib) gehemmt [8].

1.2.4. EGFR-gerichtete Antikbrper

Den niedrigmolekularen TKI gegenuber stehen die EGFR-gerichteten Antikorper, die
ihre wachstumshemmende Wirkung Uber direkte und indirekte Mechanismen ausiben
(s.u.). In dieser Klasse existieren bis dato drei in Europa klinisch zugelassene
Medikamente. Necitumumab (Portrazza®, Eli Lilly) ist ein humaner 1gG1-Antikorper
und seit 2016 fur das Plattenepithelkarzinom der Lunge in Kombination mit den
konventionellen Chemotherapeutika Gemcitabin und Cisplatin zugelassen [15].
Cetuximab (Erbitux®, Merck/Bristol-Myers Squibb) ist ein chimarer (murin-human)
IgG1-Antikorper und der erste zugelassene EGFR-Antikorper (EU-Zulassung 2004).
Seine Zulassung erfolgte urspringlich als Spatlinientherapie beim metastasierten,
EGFR+ kolorektalen Karzinom aufgrund positiver Phase-lI-Studien [16]. Hierauf
basierend gab es wachsende Evidenz, dass der K-RAS-Mutationsstatus fur das

klinische Ansprechen mafRgeblich ist. K-RAS gehdort zur Familie der oben erwahnten
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RAS G-Proteine und ist zentral im Signalweg des EGFR. Findet sich hier eine
aktivierende Mutation (KRASmut), ist die Inhibierung des EGFR-Signals wirkungslos.
Dementsprechend fuhrte die CRYSTAL-Studie, die den K-RAS-Mutationsstatus im
Rahmen einer Phase-IlI-Studie untersuchte, zur Anpassung der Zulassung, und zwar
nun auch als Erstlinientherapie und nur bei Wildtyp-K-RAS (KRASwt) [17]. Die
Effektivitat des  Antikorpers erwies sich auch bei fortgeschrittenem
Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches zusammen mit Strahlentherapie oder
platinbasierter Chemotherapie, sodass 2006 bzw. 2008 die Zulassung fur die
Kombination mit den jeweiligen Therapieregimen erfolgte [18, 19]. Der dritte
zugelassene EGFR-Antikorper Panitumumab (Vectibix®, Amgen) ist ein humaner
lgG2-Antikorper. Die  Zulassung erfolgte 2007 als Monotherapie beim
therapierefraktaren metastasierten kolorektalen Karzinom aufgrund einer Phase-llI-
Studie, in der Panitumumab der bestmoglichen Supportivtherapie Uberlegen war. Wie
bei Cetuximab ergab eine post-hoc Analyse der Daten eine Limitierung des Effekts auf
das Kollektiv der KRASwt-Patienten [20]. Studien belegten den positiven Effekt sowohl
bei Kombination mit irinotecan- als auch platinbasierten Chemotherapien, dies jeweils
ausschlielich beim KRASut-Kollektiv [21, 22]. Es folgte daraufhin die Zulassung beim
metastasierten KRASwt-Kolonkarzinom. Bei KRASmnu-Patienten zeigte die
Kombination aus Fluoruracil, Folinsaure und Oxaliplatin mit Panitumumab hingegen
ein verkurztes progressionsfreies Uberleben. Dieser negative Effekt wurde auch bei
Kombination mit Bevacizumab gesehen, einem angiogenesehemmenden Anitkorper
gegen VEGF (engl. vascular endothelial growth factor) [23]. In einer spater
erschienenen Studie wurde diese Beobachtung auch fur Cetuximab gemacht [24]. Die
Autoren der Studien erklarten den negativen Effekt auf das Uberleben durch eventuelle
pharmakodynamische Interaktionen und verstarkter Toxizitat bei Hinzunahme eines
weiteren Antikorpers. Eine prospektive Phase-lll-Studie, die Cetuximab vs.
Panitumumab als Monotherapie verglich, zeigte als primaren Endpunkt die
Nichtunterlegenheit von Panitumumab. Es kam hier bei Cetuximab als chimarem
Antikorper zu einer hoheren Rate schwerer Infusionsreaktionen, Panitumumab zeigte
haufiger Hypomagnesiamien. Die haufigsten Nebenwirkungen beider Antikorper
waren Hautreaktionen und abdominelle Beschwerden [25]. Eine Besonderheit von
Cetuximab und Panitumumab ist, dass beim metastasierten kolorektalen Karzinom
das Auftreten einer hohergradigen Hauttoxizitat mit einem verbesserten
Gesamtuberleben und einer langsameren Progression korreliert [26].
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1.3. Antikorper-lsotypen und Subklassen

Die funf humanen Antikdrperisotypen sind, absteigend nach ihrem Anteil an der
Gesamtserummenge, IgG (75 %), IgA (15 %), IgM (10 %), IgD (0,5 %) sowie IgE (0,01
%). Bei dem IgG-Isotyp unterscheidet man die vier Subklassen (in absteigender
Serumhaufigkeit) IgG1, IgG2, IgG3 und IgG4. Der IgA-Isotyp besitzt mit dem IgA1 und
IgA2 zwei Subklassen [27]. Die Isotypen der Antikorper werden durch die Gene der
schweren Kette, die in einer Serie von Exonen auf Chromosom 14 liegen, bestimmt
(s.u.). Im Folgenden wird ausschlieBlich auf die 1gG-Isotypen eingegangen. Allen
Isotypen gemein ist der prinzipielle Aufbau, welcher schematisch anhand eines IgG1-

Molekuls aus Abbildung 3A zu entnehmen ist.

B IgG2

gg
-8:8

Abbildung 3. Schematische Darstellung eines IgG-Antikorpers. In Blau abgebildet sind

r Fab-Fragment

Leichte Kette

+ Fc-Fragment

Schwere Kette

COOH

die konstanten Regionen, in Gelb die variablen Regionen. (A) Ein Immunglobulin G (IgG)-
Molekul setzt sich aus zwei mit Disulfidbriicken (rotes ,S-S“) verbundenen Dimeren
zusammen. Diese werden wiederum aus je einer schweren und einer leichten Kette Uber eine
Disulfidbriicke gebildet. Nach enzymatischer Verdauung mit Papain entstehen zwei
antigenbindende (= Fab) - Fragmente sowie ein kristallisierbares (= Fc) - Fragment. Vi, Vu =
variable Regionen der leichten (L) bzw. schweren (H) Kette; C, CH = konstante Regionen der
leichten (L) bzw. schweren (H) Kette; Hi = Scharnierregion; COOH = carboxyterminales Ende;
NH. = aminoterminales Ende. (B) Das IgG2-Molekul unterscheidet sich vom IgG1-Subtyp in
der Anzahl der Disulfidbriicken und Aminosauren in der Scharnierregion (Hi) sowie in der

Konstitution der Disulfidverbindung zwischen schwerer und leichter Kette. Nach [27, 28].
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Grundsatzlich setzt sich ein Antikorperprotein aus jeweils zwei identischen schweren
Ketten (engl. heavy chain, H) mit einer Molekilmasse von je etwa 50 kDa und zwei
identischen leichten Ketten (engl. light chain, L) mit einer Masse von je 25 kDa
zusammen [29]. Das N-terminale Ende jeder Kette wird als variable Region (V)
bezeichnet, die sich nach carboxyterminal anschlieRenden Domanen als konstante
Regionen (C). Die schwere Kette besitzt neben der aminoterminalen variablen
Domane (VH) insgesamt drei konstante Domanen (Ch1-3). Bei IgG-Antikorpern
befindet sich zwischen den Domanen Cn1 und CH2 die sogenannte Scharnierregion
(engl. hinge region, Hi). Die leichte Kette tritt in zwei funktionell gleichwertigen Isotypen
(kappa, k und lambda, A) auf und besteht aus einem variablen (VL) und einem
konstanten Segment (C_). Die konstante Region der leichten Kette dient der
Befestigung an der Cn1-Region der schweren Kette mittels einer Disulfidbricke und
ermoglicht so die Formierung eines Heterodimers aus einer schweren und einer
leichten Kette (HL). Zwei dieser HL-Dimere verbinden sich schlie3lich zu einem I1gG-
Molekul (HzL2). Dies geschieht durch die Ausbildung einer je nach IgG-Subklasse
unterschiedlichen Anzahl an Disulfidbricken im Scharniersegment sowie
nonkovalenter Wechselwirkungen im Cx3-Segment [28]. Die wichtigsten Unterschiede

zwischen den IgG-Subtypen sind Tabelle 1 zu entnehmen.

Tabelle 1. Eigenschaften der verschiedenen IgG-Subtypen (nach [28, 29]).

Subtyp IgG1 IgG2 IgG3 IgG4
Molekilmasse (Kilodalton) 146 146 165 146
Aminosauren in der

15 12 62 12
Scharnierregion
Disulfidbriucken zwischen

2 4 11 2
den schweren Ketten
Mittlerer Serumspiegel beim

9 3 1 0,5
Erwachsenen (in mg/ml)
Serumhalbwertszeit

21 20 7 21

(in Tagen)

Verdaut man einen IgG-Antikorper mit dem Enzym Papain, welches den Antikorper
aminoterminal der Disulfidbricken in der Scharnierregion spaltet, so erhalt man zwei

identische antigenbindende Fragmente (engl. fragment antigen binding, Fab) sowie
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ein kristallisierbares Fragment (engl. fragment crystallizable, Fc) [29]. Das Fab-
Fragment beinhaltet die variablen Regionen der beiden Ketten. Diese sind, anders als
die konstanten Regionen, deutlich weniger konserviert. Sie besitzen definierte
hypervariable Bereiche, sog. complementary determining regions (CDR), deren
Grundlage eine grofRe, teils zufallsgemale genetische Variabilitat ist. Sie
reprasentieren jenen Teil des Antikorpers, der spezifisch ein Antigen bindet. Die
Bindestelle des Antigens nennt man Epitop, die komplementaritatsbestimmenden
Regionen des Antikorpers Paratop. Schatzungen zufolge betragt die
Antikorperdiversitat eines Menschen mindestens 10" Molekile [29]. Die
Aminosauresequenzen der Fc-Fragmente aller vier IgG-Subklassen zeigen tber 90 %
Homologie. Am zahlreichsten und bedeutsamsten sind die Unterschiede in der
Gelenk- und Cnx2-Region (Abb. 3 und Tabelle 1).Insbesondere der an die Gelenkregion
angrenzende Bereich von Chx2 determiniert die spezifischen Effektorfunktionen der
einzelnen Subklassen [28]. Die funktionelle Diversitat erklart sich biologisch dadurch,
dass die Art des Antigens praferenziell bestimmte Subklassen induziert. IgG1- und
lgG3-Molekule entstehen als Antwort auf (virale) Proteinantigene, wahrend 1gG2 und
weniger 1gG4 nach Kontakt mit Polysacchariden, z.B. bakteriellen Kapselantigenen,
produziert werden [27]. Fur IgG-Antikorper relevant sind die Effektorfunktionen der
Neutralisierung, Opsonierung, Komplementaktivierung sowie Immunzellaktivierung.
Bei der Neutralisierung wird ein Antigen, etwa ein Toxin oder ein Virus, durch die
alleinige Bindung des Antikdrpers unschadlich gemacht, dazu sind alle 1gG-Klassen
gleichermal3en in der Lage. Opsonierung bedeutet die Markierung einer Zielzelle und
anschliellende Aktivierung von Phagozyten. Diese Funktion wird im allgemeinen IgG1
und 1gG3 zugeschrieben. Gleiches gilt fur die Aktivierung anderer Immunzellen, meist
Naturliche Killerzellen (NK-Zellen). Den Vorgang der antikorpervermittelten
Zelldestruktion nennt man antikOrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (engl.
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity, ADCC), im Falle der Phagozytose
antikorperabhangige zellvermittelte Phagozytose (engl. antibody-dependent cell-
mediated phagocytosis, ADCP). Zur komplementabhangigen Zytotoxizitat (engl.
complement-dependent cytotoxicity, CDC) sind ebenfalls vor allem IgG1 und 1gG3
befahigt, weniger auch IgG2 (IgG3 > IgG1 > 1gG2) [29].
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1.4. Systematik und Eigenschaften humaner Fc-Rezeptoren

Fc-Rezeptoren bilden eine spezialisierte Proteinfamilie, Uber die eine Immunzelle mit
einem Antikorper Uber dessen Ch2-Domane des Fc-Teils interagiert [28]. Die
Rezeptoren, die spezifisch an IgA binden, heillen Fca-Rezeptoren (FcaR), diejenigen,
die an IgE binden, Fce-Rezeptoren (FceR) und diejenigen, die an IlgG-Molekule binden,
Fcy-Rezeptoren (FcyR). Man unterteilt die Fc-Rezeptoren aufgrund von
Strukturhomologien in zwei Gruppen, wobei der grof3te Anteil der sog. Immunglobulin-
Superfamilie zuzurechnen ist, wahrend es sich bei der kleineren Gruppe um sog.
Lektine handelt [30]. Die Immunglobulin-Superfamilie beinhaltet einige
wiederkehrende Bausteine, welche unter anderem im T-Zell-Rezeptor, in Antikorpern
oder bei Integrinliganden zu finden sind [29]. Schematisch bestehen Fcy-Rezeptoren
aus einer extrazellularen Domane, der a-Kette, die den Antikdrper nichtkovalent
bindet, und einer intrazellularen Domane, welche die Signaltransduktion initiiert (Abb.
4). Die intrazellulare Domane ist entweder eine y-Kette, die sich nichtkovalent mit der
a-Kette zusammenlagert, wie beim FcyRI und FcyRIll (s.u.), oder, wie beim FcyRllI,
eine spezialisierte, y-artige Domane der a-Kette. Die y-Kette tragt eine aktivierende
konservierte Aminosauresequenz, genannt ITAM (engl. immunoreceptor tyrosine-
based activation motif). Der intrazellulare Teil der a-Kette kann rezeptorabhangig ein
aktivierendes ITAM tragen (FcyRlla) oder aber ein inhibierendes ITIM (engl.
immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif, FcyRIIb) [29]. Im Falle der ITAMs fuhrt
die Bindung eines IgG-Antikorpers zur Phosphorylierung von Tyrosinresten durch src-
Tyrosinkinasen (engl. sarcoma). Dies ermoglicht die Rekrutierung von Kinasen der
syk-Familie (engl. spleen tyrosine kinase), welche u.a. die Phosphatidylinositol-3-
Kinase (PI3K) aktiviert. Die PI3K phosphoryliert Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
(PIP2) in der Plasmamembran zu Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3) und
erzeugt so Bindestellen fur weitere Kinasen wie die Bruton-Tyrosinkinase (BTK) und
die Phospholipase C-y (PLC-y). Deren Produkte bewirken u.a. einen intrazellularen
Kalziumanstieg und Rekrutierung weiterer Kinasen und beeinflussen die Zellmatilitat,
die Proteinexpression sowie Uberleben und Differenzierung der Zelle [31, 32]. Das
ITIM ermdglicht die Rekrutierung der Src-homology 2-haltigen Phosphatase (SHP)
sowie der SH2-haltigen Inositolphosphatase und kann die Effekte der ITAMs inhibieren
[29]. Wichtig fur die Immunregulation ist die Kreuzvernetzung vieler Fc-Rezeptoren
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durch Antigene, an denen mehrere Antikorper mit ihrem Fab-Teil binden, sog.
Immunkomplexe, und gleichzeitig mit ihnren Fc-Teilen eine Zusammenlagerung der Fc-
Rezeptoren ermdglichen. Da jeder Fc-Rezeptor nur jeweils einen Antikorper binden
kann, ist dieser Schritt der lokalen Konzentration essenziell fur die Aktivierung der
oben beschriebenen Kaskaden [33].

Alle 1gG-spezifischen Fc-Rezeptoren gehoren zur Ig-Superfamilie und befinden sich in
einem Gencluster auf Chromosom 1 [34]. Man unterscheidet anhand von Struktur,
Vorkommen auf den Immunzellentypen und Bindeaffinitat drei Gruppen von Fcy-
Rezeptoren. Der FcyRI (CD64, engl. cluster of differentiation) wird auch als hochaffiner
Fcy-Rezeptor bezeichnet, er kann im Gegensatz zu den anderen beiden Gruppen
auch monomeres IgG (aulder IgG2) binden, das nicht in Immunkomplexen vorliegt [35].
Er findet sich vornehmlich auf Monozyten und Makrophagen, induzierbar auch auf
Neutrophilen. Die niedrigaffine Gruppe des FcyRII besteht aus dem aktivierenden
FcyRlla (CD32a), der auf myeloischen Zellen zu finden ist, dem inhibierenden FcyRIIb
(CD32b), welcher vor allem bei B-Zellen und selten bei myeloischen Zellen auftritt,
sowie dem aktivierenden FcyRlIc (CD32c), der bei 20 % der Population auf NK-Zellen,
Monozyten und Neutrophilen vorkommt [34]. Der FcyRlla ist der einzige Fc-Rezeptor,
der IgG2 bindet. Bei dem niedrigaffinen FcyRIIl unterscheidet man den FcyRllla
(CD16a) und den FcyRIlIb (CD16b). Der FcyRllla ist der wichtigste aktivierende Fc-
Rezeptor auf NK-Zellen, kommt aber auch auf Makrophagen vor. Er bindet IgG1 und
IgG3 [35]. Der FcyRIlIb kommt auf neutrophilen Granulozyten am zahlreichsten aller
Fc-Rezeptoren vor. Der Rezeptor besitzt statt einer intrazellularen Signaldomane
einen Membrananker aus Glykophosphatidylinositol (GPIl-Anker) und dient
wahrscheinlich als ,Signalverstarker®, kann aber ohne FcyRIla-Koaktivierung keine
ADCC vermitteln [36-38]. Bekannt sind zudem einige Polymorphismen der
extrazellularen Domane von Fc-Rezeptoren, die z.B. mit rheumatischen Erkrankungen
und verandertem Ansprechen auf die Antikorpertherapie bei Tumoren in Verbindung
gebracht werden [35, 39]. Am relevantesten in diesem Kontext ist zum einen ein
Polymorphismus des FcyRlla an Aminosaureposition 131, genannt ,low responder”
(H131) und ,high responder” (R131), der im Falle des H131-Allels zu geringerer 1gG1-
und verstarkter 1gG2-Bindung fuhrt [40]. Zum anderen weist der FcyRllla einen
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Polymorphismus an Position 158 auf, genannt V1ss und F1ss, wobei das V1sg-Allel eine
hohere Affinitat zu 1IgG1 und IgG3 aufweist [41].

FcyRI (CD64) FcyRlla (CD32a) | FcyRIlb (CD32b) |FcyRllla/b (CD16a/b)
a go - 70 kDa
72 kDa .
40 kDa L:der
N T L R R L T foz
GPI-Anker
v mit ITAM Firr:/lrl::i)cohrﬁéne L v mit ITAM
Affinitat: Affinitat: Affinitat: Affinitat:
1) 1gG1 =1gG3 1) 1gG1 1) 1gG1 =1gG3 IgG1 = 1gG3
2) IgG4 2) 1gG2 =1gG3 2) 1gG4
3) 1gG2 3) IgG4 3) IgG2

Abbildung 4. Schematische Darstellung der humanen Fcy-Rezeptoren (FcyR). Die drei
Gruppen weisen zueinander ein molekular variables Erscheinungsbild auf. So besitzt der
FcyRI drei extrazellulare Untereinheiten (a-Kette) und assoziiert mit einer intrazellularen y-
Kette mit aktivierenden Tyrosinmotiven (engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif,
ITAM). Die restlichen Fcy-Rezeptoren besitzen jeweils zwei extrazellulare Untereinheiten,
wobei die a-Kette intrazellular mit ihrer aktivierenden ITAM oder inhibierenden ITIM-Region
(engl. immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) die Funktion der y-Kette Ubernimmt.
Der FcyRIlIl kann mit einer y-Kette assoziieren (FcyRIlla) oder mit einem Anker aus
Glykophosphatidylinositol (GPI) (FcyRIlIb) ohne Signalgebung. Darunter aufgestellt sind die
Affinitdten zu den IgG-Subklassen in absteigender Reihenfolge (nach [29]). kDa = Kilodalton.
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1.5. Monoklonale Antikorper

Naturlicherweise induziert ein Krankheitserreger eine Mischung verschiedener
Antikorperklassen gegen unterschiedliche Epitope, selbst Antikorper gegen das
gleiche Epitop konnen sehr unterschiedlich sein. Antikorper, die das gleiche Antigen
binden, aber aus verschiedenen B-Zell-Klonen stammen, nennt man polyklonal. Den
meisten wissenschaftlichen und medizinischen Zwecken gentgen polyklonale
Antikorper aufgrund qualitativer und quantitativer Limitationen nicht. Georges Kohler
und Cesar Milstein gelang mit der Hybridomtechnik der entscheidende Schritt in der
Massenproduktion monoklonaler Antikorper. Hierbei fusioniert man B-Zellen aus einer
gegen ein bestimmtes Antigen immunisierten Maus mit einer murinen Myelomzelllinie.
In den entstandenen sogenannten Hybridomzellen erfullen die Milzzellen die Funktion
der Antikorperproduktion und die Myelomzellen verleihen der Zelllinie Immortalitat. In
einem Selektionsmedium selektioniert man die fusionierten Hybridomzellen, vereinzelt
und selektioniert dann die Klone, die den AntikOrper mit der gewlnschten Spezifitat
produzieren. Den gewulnschten Klon gibt man in Kultur und kann den monoklonalen
Antikérper aus dem Uberstand aufreinigen [42]. Da sich diese Technik fiir humane
Antikorper als insuffizient herausgestellt hat, greift man zunehmend auf gentechnische
Verfahren zurtck, die sich mit der Hybridomtechnik Uberlappen. Aufgrund hoher
Immunogenitat artfremder Eiweil3e ist es hierbei vorteilhaft, einen moglichst geringen
murinen Anteil am produzierten Antikdrper zu erreichen. Nach diesem Anteil richtet
sich auch die Nomenklatur monoklonaler Antikorper (Abb. 5) [29].

WA

Komplett murin Chimar Humanisiert Komplett human
-omab -ximab -zumab -umab

Abbildung 5. Die Nomenklatur monoklonaler Antikorper. Sie richtet sich nach dem
murinen Anteil (in Blau). Beim chimaren Antikérper bestehen die kompletten variablen
Regionen aus murinem Protein, beim humanisierten Antikérper lediglich die hypervariablen

Regionen (nach [29]).
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1.6. Wirkmechanismen therapeutischer EGFR-Antikorper

Therapeutische Antikorper konnen Uber zwei grundsatzliche Mechanismen ihre
Wirkung vermitteln: zum einen Uber die Bindung an ihr Epitop mittels des Fab-Teils,
zum anderen Uber zellulare und nichtzellulare Effektormechanismen, die durch ihren
Fc-Teil vermittelt werden. Mit unterschiedlicher Wichtung in Abhangigkeit ihres Isotyps
werden beide Mechanismen fur die Wirkung der EGF-gerichteten Antikorper diskutiert
[43].

1.6.1. Fab-vermittelte direkte Mechanismen

Bei CD20-Antikorpern (z.B. Rituximab) ist bekannt, dass die Bindung an das Antigen
und eine folgende Kreuzvernetzung mehrerer CD20-Molekule den programmierten
Zelltod einleiten kann [44]. Auch die Effekte der Immunkontrollpunkt-Inhibitoren wirken
uber die Bindung des Antikorpers an bestimmte immunologische ,Bremsen® (s.u.) [45].
Die direkten Effekte EGFR-gerichteter Antikorper beruhen auf der Inhibition der
ligandenabhangigen Signaltransduktion (Abb. 6 links). Die Epitope von Cetuximab und
Panitumumab befinden sich beide auf der Ligandenbindungsdomane lll. Sie sind nicht
identisch, zeigen aber Uberlappende Bereiche zueinander und auch zur
Bindungsdoméane des Liganden EGF [46]. Dadurch, dass die Antikrper mit hoherer
Affinitat (Panitumumab > Cetuximab) als EGF an den EGFR binden, wird die
Rezeptoraktivierung und somit die Signaltransduktion verhindert. Matuzumab, ein
weiterer EGFR-Antikorper, der nicht klinisch zugelassen ist, bindet nicht an der EGF-
Bindedomane, sondern verhindert die Rezeptordimerisierung. Vermutlich kommt es
nach Antikorperbindung zur Internalisierung des EGFR-Antikorper-Komplexes und
damit zu einer Reduktion der EGFR-Molekile auf der Zelloberflache. Durch
Inhibierung der Phosphorylierungskaskaden nach intrazellular konnen die zentralen
Kinasewege nicht aktiviert werden. Konsekutive Effekte sind Zellzyklusarrest und

Apoptose sowie die Verhinderung von Angiogenese und Metastasierung [43].

1.6.2. Fc-vermittelte indirekte Mechanismen

Uber ihren Fc-Teil sind gebundene Antikdrper in der Lage, die Elimination der Zielzelle

Uber zwei Mechanismen einzuleiten. Zum einen kann ein Antikorper das
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Komplementsystem rekrutieren (CDC). Zum anderen konnen uber Fc-Rezeptoren
diverse Effektorzellen aktiviert werden, welche opsonierte Zellen durch Ausschuttung
toxischer Substanzen (ADCC) oder Phagozytose (ADCP) unschadlich machen (Abb.
6) [43].

1.6.2.1. Komplementabhéngige Zytotoxizitat (CDC)

Das Komplementsystem besteht aus >30 im Serum befindlichen Faktoren, die
uberwiegend von der Leber sezerniert werden und als inaktive Vorstufen (sog.
Zymogene) im Blut zirkulieren. Deren Aktivierung basiert wie die Gerinnungskaskade
auf proteolytischen Amplifikationsschritten. Die Aktivierung des Komplementsystems
durch Bindung des Faktors C1 an den Fc-Teil des Antikdrpers ermoglicht die
Formierung des membranangreifenden Komplexes aus C5-C9, der Poren in die
Zellmembran setzt und dadurch die Lyse der Zelle hervorruft [29]. Das
Komplementsystem wird zwar zum angeborenen Immunsystem gezahlt, dennoch
weist es funktionelle Verbindungen zum Immunsystem auf: einige Komponenten der
Komplementkaskade konnen — ahnlich wie ein  Antikorper — von
Komplementrezeptoren auf Phagozyten erkannt werden und die Phagozytose
einleiten oder als sogenannte Anaphylatoxine weitere Immunzellen anlocken.
Theoretisch sind 1gG1 und IgG2 imstande, Komplement zu aktivieren, wobei in
friheren Untersuchungen nur IgG1 einen relevanten Effekt zeigte [47]. Bei den EGFR-
gerichteten Antikorpern ist die klinische Relevanz der CDC nicht geklart.

1.6.2.2. Zellvermittelte Effekte (ADCC und ADCP)

Dem Komplementsystem gegenuber stehen die zellvermittelten indirekten Effekte. Flr
die ADCC und ADCP relevant sind v.a. die Zellen der angeborenen Immunabwehr,
also NK-Zellen und polymorphkernige Leukozyten (PMN bzw. Neutrophile) sowie
Makrophagen [29]. NK-Zellen gehoéren der lymphatischen Zellreihe an und kénnen
Tumorzellen durch Ausschuttung zytotoxischer Granula abtoten. Sie zerstoren die
Zellmembran der Tumorzelle und leiten die Apoptose ein. PMN und Makrophagen sind
Zellen der myeloischen Zellreine. Fur Makrophagen ist die Phagozytose von

Tumorzellen (ADCP) als Mechanismus beschrieben worden [48]. Aufgenommene
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Zellen werden durch ein in Granula gespeichertes Gemisch aus reaktiven
Sauerstoffprodukten und Enzymen lysiert, die Inhalte der Granula kénnen auch
sezerniert werden [29]. Die Mechanismen der PMN-vermittelten Zytotoxizitat sind
unklarer. Es zeigte sich, dass opsonierte Tumorzellen nicht mittels freigesetzter
toxischer Stoffe lysiert werden, sondern Uber einen neuartigen Zelltodmechanismus
namens ,Trogoptose®. Diese basiert auf dem Konzept der Trogozytose, ein
Mechanismus zum Membrantransfer zwischen Zellen. Bei der Trogoptose kommt es
zur Bildung einer Integrin-vermittelten immunologischen Synapse zwischen
Tumorzelle und Granulozyt, Zerstorung der Plasmamembran der Zielzelle und
konsekutivem Zelltod [49, 50].

Fab-vermittelte (direkte) Effekte Fc-vermittelte (indirekte) Effekte

A Tumorzelltod
* c1 "f ( ‘ cbc
_ () —
MAPK — ¢ U 'g\; VAK
PI3/Akt
JAK/STAT*‘ ."

@.ﬂ{ ADCC

\ 4 o
..

] Perforine, Granzyme,
Proliferationshemmung, reaktlve Sauerstoffspezies
Zellzyklusarrest, Apoptose,
Angiogenesehemmung, Hemmung
von Invasion und Metastasierung

ADCP

@ 5

MHC Klasse lI-Prasentation

Abbildung 6. Wirkmechanismen von Antikérpern. Sowohl die direkten als auch die
indirekten Effekte von Tumorantikérpern fihren zum Tod der Tumorzelle und kénnen eine
korpereigene, T-Zell-vermittelte adaptive Immunantwort auslésen (unten Mitte), APC =
antigenprasentierende Zelle, Ty = T-Helferzelle). Die direkten Effekte (links) fihren Uber
Verhinderung der Ligandenbindung und Herabregulation des Rezeptors zur Hemmung
zentraler Signalwege. Dies fuhrt zum Zyklusarrest und zur Apoptose, es werden zudem

Angiogenese und Tumorprogress verhindert.
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Abb. 6 ff. Bei den indirekten Effekten (rechts) unterscheidet man die komplementabhangige
Zytotoxizitat (CDC), die antikdrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitdt (ADCC), und die
antikérperabhangige Phagozytose (ADCP). CDC: Bindung des Faktors C1 an den Antikdrper
startet eine proteolytische Kaskade, die zur Bildung des porenbildenden
Membranangriffskomplexes (MAK) fuhrt. ADCC: Die Aktivierung von Zellen der angeborenen
Immunabwehr (PMN = polymorphkernige Neutrophile; NK = Natirliche Killerzellen) tber Fc-
Rezeptoren flhrt zur Ausschittung zytotoxischer Substanzen, es werden aber auch andere
Mechanismen diskutiert. Zudem kann die Opsonierung der Tumorzellen zur Phagozytose
durch Makrophagen fihren (ADCP). Nach [43, 45].

1.7. Die Rolle des Immunsystems bei Tumorerkrankungen

1.7.1. Das Tumormikromilieu

Harold F. Dvorak, der den VEGF entdeckte, bezeichnete solide Tumoren als ,Wunden,
die nicht heilen* [51]. Ahnlich wie die Wunde ist ein Tumor von einer Matrix aus
zellularen und azellularen Bestandteilen umgeben, welche man das Tumormikromilieu
(engl. tumor microenvironment) nennt [52]. Neben Fibroblasten, Endothelzellen, Fibrin
und Wachstumsfaktoren haben daran Immunzellen einen gro3en Anteil. Diese
erkennen und vernichten normalerweise in der sog. Eliminierungsphase entartete
Zellen (engl. immune surveillance). Dadurch entsteht ein Selektionsdruck und
bestimmte Mutationen kénnen einen Uberlebensvorteil bilden (Gleichgewichtsphase).
Gelingt es den Tumorzellen, der Immunuberwachung zu entkommen, treten sie in die
Entkommensphase ein und konnen sich ungehindert ausbreiten [29]. Dazu tragen
.Escape-Mechanismen® genannte Alterationen bei (s.u.). In Assoziationsstudien von
Genexpression und Prognose betraf das groflte Cluster involvierter Gene solche, die
an der Immunantwort beteiligt sind [53]. Makrophagen werden seit Langerem als
wichtige Immunzellen bei Entstehung, Wachstum und Erhalt maligner Tumoren
diskutiert [54, 55]. Gleichzeitig ist bekannt, dass sie im Rahmen der Antikorpertherapie
zahlreicher Neoplasien auch als Effektorzellen fungieren kdonnen [48, 56]. Welche
Stellung Makrophagen hier einnehmen, ist im Wesentlichen von der
Zytokinausstattung innerhalb des Tumormilieus abhangig. Grob unterteilt werden zwei
Makrophagenpopulationen: die klassisch durch Interferon-y aktivierten M1-
Makrophagen, denen ein proinflammatorisches Potenzial zugeordnet wird, sowie die
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uber Interleukin (IL)-4 und IL-10 aktivierten M2-Makrophagen, bei denen eher
regulatorische Eigenschaften vermutet werden und die mit einer schlechten Prognose
assoziiert sind [57]. Fur PMN wird eine ahnliche Polarisierung in N1- und N2-

Neutrophile angenommen [58].

1.7.2. Immunologische Kontrollpunkte

Auf den Immunzellen haben die Oberflachenmarker PD-1 (engl. programmed cell
death 1) bzw. dessen Ligand PD-L1 sowie CTLA-4 (engl. cytotoxic T lymphocyte
antigen 4), welches an CD80/86 bindet, wichtige Funktionen. PD-1 befindet sich auf
aktivierten Lymphozyten, B-Zellen und NK-Zellen und hat seine Funktion im
peripheren Gewebe. PD-L1 wird bei Inflammation hochreguliert und limitiert so den
Gewebeschaden, kann aber auch auf Tumoren als Escape-Mechanismus vermehrt
exprimiert werden [59]. CTLA-4 befindet sich auf zytotoxischen und T-Helferzellen. Es
bindet kostimulatorische Molekulle auf der Oberflache antigenprasentierender Zellen
und unterbindet so die Aktivierung der naiven T-Zelle. Aus dem neuen Wissen Uber
die reziproke Beziehung zwischen Krebs und dem Immunsystem leitete man neue
Therapiestrategien ab. Antikorper, die gegen negative Kontrollpunkte des
Immunsystems gerichtet sind und somit deren inhibitorische Wirkung aufheben
konnen, sind in der Forschung wie auch in der klinischen Anwendung weit etabliert
[60]. Derzeit zugelassene Antikorper agieren ausschlief3lich auf dem Gebiet der T-Zell-
vermittelten Immunitat [61]. Es existieren Antikorper gegen PD-1, PD-L1 und CTLA-4,

die insbesondere fur fortgeschrittene solide Tumoren zugelassen sind [62].

1.7.3. CD47 und SIRPa als Kontrollpunkte des angeborenen Immunsystems

Wie das adaptive Immunsystem unterliegt die angeborene Abwehr einer positiven und
negativen Regulation. Als positives (= prophagozytisches) Signal ist seit einiger Zeit
Calreticulin bekannt, dass normalerweise im endoplasmatischen Retikulum vorkommt.
Bei Zellstress oder Apoptose erscheint es vermehrt auf der Oberflache und stimuliert
Makrophagen zur Phagozytose der Zelle [63]. Da Tumorzellen einem hohen
genetischen Stress ausgesetzt sind, zeigen diese eine hohe Konzentration von

Calreticulin auf ihrer Oberflache [64]. Anders als normale Zellen zeigen sie hierbei eine
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Koexpression von CD47 (alternativ Integrin-assoziiertes Protein, IAP), das als
negatives Signal durch Bindung an den Liganden SIRPa (engl. signal regulatory
protein a) auf myeloischen Zellen die Phagozytose verhindert. Beide sind, wie die Fc-
Rezeptoren, Mitglieder der Immunglobulinsuperfamilie [29]. Wahrend CD47 ein
ubiquitar im Korper exprimiertes Protein ist, findet sich SIRPa restringiert auf
myeloischen Zellen und Neuronen. SIRPa besitzt drei extrazellulare Immungloblin-
ahnliche  (engl.  immunoglobulin  superfamily;  IgSF)  Domanen, eine
Transmembrandomane sowie zwei ITIMs, die wie beim FcyRIlb Uber SH2-
Phosphatasen die inhibitorische Wirkung vermitteln (Abb. 7A). Die Gruppe der SIRP
besteht neben SIRPa noch aus SIRPB1, SIRPB2, SIRPy und dem ldslichen SIRPS,
die sich in ihrer Verteilung auf die Gewebe, der Affinitat zu CD47 und der intrazellularen
Signaldomane unterscheiden. CD47 besteht aus einer extrazellularen IgSF-Domane,
funf Transmembrandomanen sowie einem kurzen zytoplasmatischen Schwanz (Abb.
7A). Dieser besitzt keine Signaldomane, kann aber lateral mit Integrinen, Rezeptoren

und Signalmolekulen assoziieren [65].

A Tumorzelle B

Phagozyt

/4umorzel|e

Phagozytose

CD47

Abbildung 7. CD47/SIRPa-Interaktion. (A) CD47 besteht aus finf Transmembrandomanen
und einer extrazellularen Immunglobulinsuperfamilie (IgSF)-Domane (gelb), intrazellular ist

keine Signaldomane vorhanden.
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Abb. 7 ff. SIRPa (engl. signal regulatory protein a) besitzt extrazellular drei IgSF-Doméanen
(blau), eine transmembrandre Domane und intrazellular eine tyrosinbasierte
Inhibierungsmotiv-haltige Doméane (= ITIM), Uber die es Src-homology 2-haltige Phosphatasen
(= SHP-2) rekrutiert. (B) Funktionsprinzip CD47-blockierender Antikdrper im EGFR-Kontext
(grun). Der Antikorper verhindert die Interaktion zwischen CD47 und SIRPa, dadurch entfallt
das inhibierende Signal. Bei Kombination mit einem EGFR-gerichteten Antikdrper kann Gber
den Fc-Rezeptor (= FcR) ein zusatzliches prophagozytisches Signal gegeben werden. Gdf.
kann dies auch Uber den Fc-Teil des an das CD47-Molekul gebundenen Antikorpers selbst
geschehen. Nach [56, 66].

CD47 fungiert protektiv als antiphagozytisches ,Iss-mich-nicht“-Signal, zum Beispiel
als Schutz von Erythrozyten vor vorzeitiger Phagozytose in der Milz [67]. Ist es, wie
bei vielen malignen Tumoren, Uberexprimiert, Ubernimmt es diese Funktion auch hier.
Dies geht mit einem schlechtem Ansprechen auf Antikdrper- und Chemotherapie
sowie mit einer schlechten Prognose einher [68]. Daher leitet sich das therapeutische
Interesse an der Blockade der Achse zwischen CD47 und SIRPa ab (Abb. 7B).
Praklinisch konnte ein positiver Effekt in vitro und in vivo gezeigt werden. So konnte
man eine verbesserte Effektivitat in Kombination mit verschiedenen Tumorantikorpern,
darunter auch EGFR-Antikorpern, nachweisen. Dies assoziierte man v.a. mit einer
gesteigerten ADCP durch Makrophagen [68-70]. Fur PMN als weitere SIRPa-
exprimierende Zellentitat gibt es ebenfalls Evidenz fur einen inhibitorischen Einfluss
von CD47 auf die ADCC gegenuber Zellen, die mit dem Her2-Antikorper Trastuzumab
opsoniert waren [50, 69]. Es befinden sich gegenwartig mehrere gegen CD47 oder
SIRPa gerichtete Therapeutika in der klinischen Erprobung, z.B. der humane 1gG4
CDA47-Antikorper Magrolimab (huSFU-G4) in Phase [I-Studien bei der akuten

myeloischen Leukamie und diversen soliden Tumoren [71].

1.8. Hypothesen und Ziele

Die antikorperbasierte Tumortherapie befindet sich seit mehr als 20 Jahren in der
klinischen Anwendung. Die Anwendungsgebiete und Angriffspunkte tumorgerichteter
Antikorper haben seitdem stetig zugenommen. Jedoch spricht nicht jeder Patient auf
eine Antikdrpertherapie an. Ein Grund hierfur sind grof3e biologische Unterschiede

selbst innerhalb einer Tumorentitat sowie teils noch unverstandene Escape-
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Mechanismen. Mit der Entdeckung von CTLA-4 und PD-1/PD-L1 als negative
Regulatoren lymphozytarer Abwehrmechanismen hielt zuletzt die Strategie der
Immuncheckpoint-Inhibition Einzug in die klinische Praxis. Bei den Karzinomen hat der
EGFR als Angriffspunkt fur die gezielte Therapie Aufmerksamkeit erfahren. Neben
Tyrosinkinaseinhibitoren als sog. small molecules, die vor allem beim Lungenkrebs
eingesetzt werden, haben sich die Antikorper Cetuximab sowie Panitumumab
insbesondere beim metastasierten kolorektalen Karzinom etabliert. Antikbrper haben
den Vorteil, dass sie Uber ihren Fc-Teil Immunzellen zur Tumorzelldestruktion
rekrutieren konnen. Dieses Attribut wird gemeinhin den 1gG1-Antik6rpern aufgrund
ihrer Fahigkeit zur NK-Zell-Aktivierung zugeschrieben, wohingegen 1gG2-Antikorper
als immunologisch weitestgehend inert angesehen werden und bevorzugt dann
gewahlt werden, wenn keine Immunzellaktivierung erwlnscht ist. In klinischen Studien
erwiesen sich Cetuximab (IgG1) und Panitumumab (IgG2) im direkten Vergleich als
ebenburtig  bei  vergleichbarem  Nebenwirkungsprofil  [25]. Praklinische
Untersuchungen konnten zeigen, dass das Ansprechen auf eine Antikorpertherapie
von immunologischen Mechanismen beeinflusst wird und beschrieben ferner eine
Involvierung von myeloischen Zellen [39, 72]. In diesem Kontext zeigte sich
Panitumumab in Vorstudien als potenter Induktor von ADCC [73].

Somit geht der erste Teil dieser Arbeit dem direkten Vergleich der beiden klinisch
zugelassenen EGFR-Antikorper Cetuximab und Panitumumab hinsichtlich ihrer
myeloischen Effektorfunktionen nach. Im zweiten Abschnitt geht es um die
Charakterisierung regulativer Elemente bei der zellvermittelten Zytotoxizitat. Es wird
hier zum einen der Einfluss der EGFR-Expressionsdichte und des Epitops auf den
Tumorzellen untersucht, sowie die Abhangigkeit der effektiven Zelllyse von der
Antikorpermenge und Effektorzellzahl analysiert. Des Weiteren wird der Einfluss von
CDA47 auf die Effektorzellrekrutierung behandelt. Die Ergebnisse aus der vorliegenden
Arbeit sollen zu einem besseren Verstandnis der Wirkmechanismen von EGFR-
gerichteten Antikorpern beitragen. In Anbetracht wachsender Tendenzen in Richtung
Prazisionsmedizin durfte der Stellenwert dieser Kenntnisse im Hinblick auf neue
Therapiestrategien in Zukunft noch zunehmen.
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2. Material und Methoden

Versuche, die mit menschlichem Material durchgefihrt wurden, wurden durch die
Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der Christian-Albrechts-Universitat zu
Kiel gemaly der Deklaration von Helsinki genehmigt. Blutspenden im Rahmen der
Versuche erfolgten von zufallig ausgesuchten, gesunden Freiwilligen nach
entsprechender schriftlicher Aufklarung und Einwilligung.

2.1. Antikorper

Die bereits zugelassenen EGFR-Antikorper Cetuximab (chimarer humaner 1gG1,
Synonym: 225; Erbitux®) und Panitumumab (humaner 1gG2, Synonym: E7.6.3;
Vectibix®) wurden von Merck KGaA (Darmstadt, DE) bzw. Amgen Europe B.V. (Breda,
NL) bezogen. Die humanen IgG1- und IgG2-Varianten der nicht zugelassenen
Antikorper Zalutumumab (2F8) und Matuzumab (H452) und die murinen Varianten von
Rituximab und Matuzumab wurden von den Kooperationspartnern Genmab (Utrecht,
NL) und der Universitat Southampton (Cancer and Vaccine Group, Cancer Sciences,
University of Southampton, UK) produziert. Eine Auflistung der verwendeten
Antikorper befindet sich im Anhang (Kapitel 7.2.).

2.2. Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien A431, Kyse-30 sowie Kyse-150 wurden zwischen 2011 und
2016 von der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen,
Braunschweig, DE) bezogen. Die A431 scr (engl. scrambled control) sowie die A431
CDA47 Ko (engl. knock-out) Zelllinien wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Timo van
den Berg (Sanquin Research and Landsteiner Laboratory, Amsterdam, NL)
uberlassen. Die Zelllinien SCC-25 und SAT stammten aus dem Bestand von Prof. Dr.
M. Binder (Universitatsklinik Hamburg-Eppendorf, Hamburg, DE). Die Zelllinie A1207
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wurde Uber das National Institute of Health (Bethesa, MD, USA) bezogen. Eine
Ubersicht lber die verwendeten Zelllinien und Kulturbedingungen befindet sich im
Anhang (Kapitel 7.1.).

Die Kultivierung samtlicher Zelllinien erfolgte im Inkubator (HeraCell 240, Thermo
Fischer Scientific, Waltham, MA, US) bei 37°C und 5 % CO,. Zur Verhinderung
bakterieller Kontamination wurde allen Kulturmedien 100 U/ml Penicillin und 100 ug/ml
Streptomycin (,Pen/Strep®, Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA, US) beigesetzt.
Die Zelllinien wurden in regelmaligen Abstanden einem Mykoplasmen-Test
unterzogen (MycoAlert™, Lonza, Walkersville, MD, US). Bei Mykoplasmenbefall
wurden die Zellen entweder verworfen oder einer 14-tagigen Behandlung mit
Gentamicin  (Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA, US) unterzogen.
Die Passage der Zellen erfolgte zweimal wochentlich in einem Aufteilungsverhaltnis
von 1:5 bis 1:20. Die Kulturflaschen (Sarstedt, Numbrecht, DE) wurden max. fiUnfmal
wiederverwendet und die Zelllinien nach max. 20 Passagen verworfen. Passage und
Verwendung der Zellen erfolgte unter streng sterilen Bedingungen mit sterilen
Einmalprodukten unter der Reinluftbank (Hera Safe, Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, US). Dafiir wurde das verbrauchte Medium entnommen, die Zellen
mehrfach mit 1x PBS gewaschen und schliel3lich unter Verwendung von 0,05 %
Trypsin/EDTA (Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA, US) abgelost. Nach Zugabe
von frischem Medium wurden die Zellen der Zellkulturflasche entnommen, bei 1600
rom fur 5 Minuten zentrifugiert (Heraeus Megafuge 1.0 R, Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, US) und in einer definierten Menge Kulturmedium aufgenommen. War
die Ermittlung der Zellzahl erforderlich, wurden 10 pl der Zellsuspension mit 40 pl
Trypanblau-Farbelosung (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US) verdunnt (1:5) und unter
der Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Die Berechnung der Zellzahl erfolgte nach

folgender Formel:

Zellzahl (

Zellen) _ ermittelte Zellzahl

" Anzahl ausgezahlter Quadranten Zahlkammer

X Verdiinnungsfaktor x 10000

ml
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2.3. CD47 siRNA-vermittelter Knock-down

Fir den CD47 Knock-down mittels siRNA (engl. small interfering RNA) wurde das
Lipofectamine® 2000 Transfektionsreagenz (Invitrogen, Carlsbad, CA, US) gemal}
Herstellerprotokoll verwendet, vorher wurde durch Titration des
Transfektionsreagenzes und der siRNA die optimale Effizienz mittels
durchflusszytometrischer Bestimmung der CD47-Expression ermittelt. Fur die
Transfektion wurden 0,25 x 10° Zielzellen in eine 6-Well (engl. fur Vertiefung) - Platte
(Sarstedt, Numbrecht, DE) mit serum- und antibiotikafreiem OptiIMEM® Medium
(Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA, US) ausgesat. Am Folgetag wurden siRNA
sowie Negativkontrolle (beide Invitrogen, Carlsbad, CA, US) entsprechend Protokoll in
Eppendorfhitchen (Sarstedt, Numbrecht, DE) diluiert, das Gemisch 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und dann zu den Zellen gegeben. Nach 24 Stunden wurde
dann das serumfreie Medium durch das entsprechende Zellkulturmedium ersetzt. Die
Verwendung der Zellen erfolgte 48 bis 72 Stunden nach der Transfektion.

2.4. Analysen im Durchflusszytometer

In der Durchflusszytometrie konnen grof3e Zellzahlen in kurzer Zeit lichtoptisch anhand
ihrer Oberflacheneigenschaften charakterisiert werden. Hierbei wird die Probe in eine
dunne Glasrohre gesogen. In der Kuvette entsteht ein Flussigkeitsstrom, der pro
Zeiteinheit je nur eine Zelle am Laserstrahl passieren lasst, welcher die Zelle optisch
anregt. Im Detektor kdbnnen nun das Vorwartsstreulicht (engl. forward scatter, FSC) als
Indikator fur die ZellgroRe sowie das Seitwartsstreulicht (engl. side scatter, SSC) als
Korrelat fur die Zellgranularitat bestimmt werden. Des Weiteren kdnnen auf den Zellen
spezifisch gegen Zelloberflachenmolekule gerichtete, mit einem Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelte Antikorper binden (direkte Immunfluoreszenz). Die Menge des
gebundenen Farbstoffes kann ebenfalls vom Detektor quantifiziert werden und
korreliert mit der Menge des jeweiligen Oberflachenmarkers. Bei der indirekten
Immunfluoreszenz bindet an den primaren AntikOrper ein weiterer sog.
Sekundarantikorper, an den der Farbstoff gekoppelt ist. Da an einen Primarantikorper

mehrere Sekundarantikorper binden kdnnen, erreicht man so eine Signalamplifikation.
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FiUr die Bestimmung des Bindungsverhaltens der EGFR-Antikorper mittels indirekter
Immunfluoreszenz wurden A431 CD47 Ko-Zellen unmittelbar vor der Verwendung mit
Trypsin/EDTA abgelOst, gezahlt und auf eine adaquate Zellzahl/ml eingestellt. 0,15 x
10°der Zellen wurden dann in eine konische 96-Well-Platte (Sarstedt, Numbrecht, DE)
gegeben, 5 Minuten bei 4 °C und 1600 rpm zentrifugiert und anschlieRend in 100 pl
FACS-Puffer (1x PBS mit 1 % bovinem Serumalbumin und 0,01 % Natriumazid)
aufgenommen. Nach Zugabe des jeweiligen humanen EGFR-Antikorpers in der
gewunschten Konzentration wurden die Zellen 1 Stunde auf Eis inkubiert. Der CD20-
Antikorper Rituximab (Mabthera®, Hoffmann-La Roche, Basel, CH) diente als
Kontrollantikdrper, da Karzinomzelllinien das Oberflachenantigen nicht besitzen. Zur
Entfernung nicht gebundener Antikorper wurden die Zellen dreifach durch
Zentrifugation pelletiert, der Uberstand abgekippt und die Zellen auf Eis in frischem
kalten FACS-Puffer resuspendiert. Dann wurden 50 pl des Fluoresceinisothiocyanat
(FITC)-markierten Sekundarantikorpers (Ziege anti-human Kappa-Leichtkette,
Southern Biotech, Birmingham, AL, US) in der Verdunnung 1:100 hinzugegeben und
30 Minuten inkubiert. Es erfolgte erneut dreimalig der oben beschriebene
Waschschritt. AnschlieRend wurden die Zellen in 100 yl FACS-Puffer resuspendiert,
in Messrohrchen (Sarstedt, Numbrecht, DE) Uberfuhrt und im Durchflusszytometer
(Epics® oder Navios®; Beckman Coulter, Fullerton, CA, US) gemessen.

Die Quantifizierung der EGFR- und CD47-Expression der Tumorzelllinien erfolgte wie
oben beschrieben mittels indirekter Immunfluoreszenz. Hierbei dienten die murine
Variante von Matuzumab (m425, EGFR, Prof. Dr. Marc Cragg, Southampton, UK) bzw.
der murine CD47-Antikorper B6H12 (BioXCell, West Lebanon, NH, US) in der
Konzentration 20 pg/ml als primare Antikorper bzw. ein muriner CD20-Antikorper
(Labor Prof. Dr. Marc Cragg, Southampton, UK) als Kontrolle. Als Sekundarantikorper
wurde ein FITC-konjugierter Ziege anti-Maus-IgG  Antikorper  (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA, US) in der Verdinnung 1:50 verwendet.
Fir die Kontrolle des CD47 Knock-downs wurde ein Phycoerythrin (PE)-konjugierter
CDA47-spezifischer Antikdrper und der entsprechende nichtbindende Kontrollantikorper
aus der Maus (beide Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach, DE) in 1:10-Verdinnung
verwendet.

Die Analyse der Oberflachenmarker auf den Effektorzellen wurde mittels direkter
Immunfluoreszenz mit PE-gekoppelten Antikorpern gegen CD16 (FcyRIll), CD32
(FcyRIl), CD64 (FcyRI) (alle Beckman Coulter, Brea, CA, US) bzw. gegen SIRPq,
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CD80 und CD163 (Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach, DE) sowie mit einer
nichtbindenden Kontrolle (Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach, DE), jeweils 1:10
verdunnt, durchgefuhrt. Zur Verhinderung unspezifischer Bindungen der Antikorper
wurden die Immunzellen vorab 30 Minuten mit 1:50 verdinntem, humanen

polyklonalen IgG (Intratect®, Biotest, Dreieich, D) inkubiert.

Die quantitative Analyse der Ergebnisse erfolgte durch Angabe der mittleren
Fluoreszenzintensitat (engl. mean fluorescence intensity, MFI), welche den
arithmetischen Mittelwert abbildet und sich aus der Fluoreszenzintensitat (FI)
berechnet. Das normalisierte Bindungsverhalten berechnete sich durch die Formel:

Fl spezifischer Antikorper — FI Isotypkontrolle
100

2.5. Praparation humaner Effektorzellen

Alle verwendeten humanen Effektorzellen stammten aus dem peripheren Blut

freiwilliger gesunder Spender.

2.5.1. Préparation polymorphkerniger Granulozyten

Die Isolation humaner polymorphkerniger Granulozyten (PMN) erfolgte durch
Zentrifugation Uber Polymorphprep™ (Progen, Heidelberg, DE) nach Protokoll des
Herstellers bei Raumtemperatur. Hierfur wurden 7 ml frisches Zitratblut in einem 15 ml
Roéhrchen (Sarstedt, Numbrecht, DE) vorsichtig auf 7 ml der Polymorphprep™-
Flussigkeit geschichtet und anschlieBend 30 Minuten bei 500 x g ohne Bremse
zentrifugiert (Abb. 8). Nach Zentrifugation finden sich unter der Blutplasmaschicht in
dem Rohrchen zwei Banden, wobei die obere Bande die mononuklearen Zellen (MNC)
reprasentiert und die untere Bande die PMN. Nach Abnahme und Verwurf der MNC
und danach der Plasmaschicht konnte anschlieend die PMN-Bande isoliert werden.
Jeweils ca. 15 ml des PMN-Gemisches wurden dann in einem 50 ml Rohrchen
(Sarstedt, Numbrecht, DE) mit 1x PBS auf 50 ml aufgefullt und anschlieRend 5 Minuten

mit Bremse bei 400 x g zentrifugiert. Dieser Schritt wurde dreifach durchgefuhrt und
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anschliel3end die Zellpellets vereint. Nach dem letzten Waschschritt erfolgte die Lyse
der verbliebenen Erythrozyten. Dafur wurden die PMN pelletiert und in einer geringen
Menge 1x PBS resuspendiert. Im Anschluss wurden 45 ml eiskaltes destilliertes
Wasser (Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA, US) hinzugegeben und nach 30
Sekunden die Lyse durch Hinzugabe von 5 ml 10x PBS (Gibco Life Technologies,
Carlsbad, CA, US) gestoppt. Nach erneuter Zentrifugation von 5 Minuten bei 400 x g
wurde das Zellpellet in frischem Kulturmedium (in Abhangigkeit von der im Folgenden
verwendeten Tumorzelllinie) resuspendiert und anschliel3end die Zellzahl nach der in
Abschnitt 2.2 aufgezeigten Formel via Trypanblau-Exklusion bestimmt. Die Reinheit
der isolierten PMN wurde anschlieRend durchflusszytometrisch (FSC/SSC) bestimmt,
der Gehalt an MNC betrug in der Regel < 5 %.

2.5.2. Erzeugung von Makrophagen

Die Erzeugung von Makrophagen erfolgte nach der sog. Adharenzmethode. Zur
Gewinnung humaner MNC wurden 10 ml antikoaguliertes Blut in einem 50 ml
Roéhrchen auf 20 ml Separationsmedium (Ficoll-Paque™ PLUS, GE Healthcare,
Chicago, IL, US) aufgeschichtet. Anschlieend erfolgte die Zentrifugation ohne
Bremse bei 400 x g fur 30 Minuten. Der entstandene MNC-Gradient wurde dann
vorsichtig abpipettiert, die Zellen mehrfach wie oben beschrieben gewaschen und die
Zellpellets vereint. Die Bestimmung der Zellzahl wurde nach Trypanblaufarbung
ermittelt. Die Makrophagen wurden aus den MNC durch Adharenz unter Verwendung
des Monocyte Attachment Mediums (PromoCell, Heidelberg, DE) generiert. Dazu
wurden die Zellen erneut pelletiert und jeweils 40 x 10® Zellen in 1 ml Attachment
Medium aufgenommen. In 25 cm? Nunc™-Kulturflaschen (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, US) wurden 4 ml des Monocyte Attachment Mediums vorgelegt und 1
ml der Zellsuspension hinzugegeben. Nach 30 Minuten bei 37 °C im Inkubator wurden
die nun adharierten Monozyten mehrfach mit 1x PBS gewaschen, um nicht adharierte
Zellen (NK-Zellen, Lymphozyten) zu entfernen. Dann wurde 5 ml serumfreies X-
Vivo™-Medium (Lonza, Walkersville, MD, US) hinzugegeben und fur 24 h bei 37°C
inkubiert. Am nachsten Tag wurde der Uberstand abgenommen und verworfen, die
Zellen dreifach mit 1x PBS gewaschen, und frisches X-Vivo™-Medium zugesetzt. Dem
Medium wurden aulRerdem die Zytokine fur die Polarisierung der Makrophagen
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hinzugefugt. M1-ahnliche Makrophagen wurden generiert durch Inkubation mit 10
ng/ml GM-CSF (engl. granulocyte macrophage colony-stimulating factor) fur 6 Tage
und ab Tag 7 zusatzlich 20 ng/ml Interferon-y (IFN-y) plus 100 ng/ml Lipopolysaccharid
(LPS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US) fur 2 weitere Tage. Die Polarisierung zu M2-
ahnlichen Makrophagen erfolgte durch Inkubation mit 50 ng/ml M-CSF (engl.
macrophage colony-stimulating factor) und ab Tag 7 zusatzlich noch 20 ng/ml
Interleukin-4 (IL-4). Alle Zytokine wurden von Peprotech (Cranbury, NJ, US) bezogen.
Nach 8 Tagen wurde zum Ablosen der polarisierten Makrophagen das Medium
abgenommen und verworfen, die Zellen dreimal mit 1x PBS gewaschen, und
anschlieBend 5 ml enzymfreiers Dissoziationspuffer (Cell Dissociation Buffer, Gibco
Life Technologies, Carlsbad, CA, US) hinzugegeben. Nach 30-minutiger Inkubation
bei Raumtemperatur wurde der Puffer samt gel0ster Makrophagen abgenommen und
in einem 50 ml Rohrchen gesammelt. Verbliebene Zellen wurden sanft mit einem
Zellschaber (Sarstedt, NUmbrecht, DE) abgel6st. Nach Zentrifugation bei 400 x g fur 5
Minuten wurde das Zellpellet in Zellkulturmedium resuspendiert und die Zellzahl mit

der Trypanblau-Methode bestimmt.

2.6. Messung der Zytotoxizitat

Die Messung der ADCC erfolgte im sogenannten Chromfreisetzungsversuch (engl.
chromium release assay). Hierbei macht man sich zunutze, dass das radioaktive
Chromisotop %'Cr bei Inkubation in die Zielzellen aufgenommen wird. Bei Lyse der
Zelle wird das Chrom wieder freigesetzt und erzeugt in einer speziellen
Szintillationsflussigkeit Lichtblitze. Diese Ereignisse pro Minute (engl. counts per
minute, cpm) konnen mit einem Szintillationsdetektor gemessen werden und sind
proportional zum Ausmaly der Zelllyse. Samtliche Arbeitsschritte sind in Abb. 8
dargestellt. Dazu wurden in eine 96-Well-Rundbodenplatte (Sarstedt, NUumbrecht, DE)
Zellmedium und die gewulnschte Antikorpermenge pipettiert. Dann wurden die
praparierten Effektorzellen im jeweiligen Zellmedium hinzugegeben. PMN wurden ggf.
vor der Verwendung mit 10 ng/ml GM-CSF fur eine Stunde vorinkubiert. Die Menge
der Effektorzellen variierte je nach angegebenem Effektor- zu Zielzell-Verhaltnis. Die
Zielzellen wurden mit 0,05 % Trypsin-EDTA (Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA,
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US) abgeldst, gezahlt und so eingestellt, dass sich am Schluss 5 x 10® Zielzellen in
jedem Testwell befinden. Sie wurden anschlieRend mit 200 uCi 3'Cr (Hartmann
Analytic GmbH, Braunschweig, D) fur 2 Stunden inkubiert. Anschlieend wurden die
Zellen dreimal mit Kulturmedium gewaschen, indem sie jeweils fur 5 Minuten bei 400
x g zentrifugiert, die Uberstande dekantiert und die Zellen in frischem Medium
resuspendiert wurden. Der Versuch wurde durch Zugabe der Zielzellen in die
Testplatte gestartet. Nach drei (PMN) bzw. zwolf Stunden (Makrophagen) Inkubation
im Brutschrank wurde die Platte bei 700 x g zentrifugiert. Dann wurden je 25 pul des
Uberstandes zu vorher vorgelegten 150 ul der Szintillationsflissigkeit (Optiphase
Super Mix, Perkin Elmer, Waltham, MA, US) in einer speziellen 96-Well-Probenplatte
(Perkin Elmer, Waltham, MA, US) gegeben und im Szintillationsmesser (MicroBeta®
Trilux, Perkin Elmer, Waltham, MA, US) gemessen. Jeder Ansatz wurde als Triplikat
angelegt. Der ADCC-Prozentsatz berechnet sich anhand folgender Formel:

Spezifische Lyse [%]

_ Freisetzung experimentell [cpm] — Freisetzung basal [cpm]
~ Freisetzung maximal [cpm] — Freisetzung basal [cpm]

x 100

Hierbei stellt die maximale Freisetzung die maximal erreichbare Zelllyse dar, welche
durch Auflésung der Zellmembranen mit 100 pl einer 4 %igen Losung des Detergens
Triton-X (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US) erreicht wurde. Die basale Freisetzung
reprasentiert die Hintergrundlyse der Zellen in Abwesenheit spezifischer Antikorper
bzw. der Effektorzellen.
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1. Praparation der 3 2. Mischen der
Effektor-/ Zielzellen Effektor-und Zielzellen

Serum o0

MNC

2000 rpm/ 30 min.
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maximal®

100 %

Lyse mAk —abh
Lyse

t h/ 37 °C

Zielzellen

200 pCi

[SiCr] - -
2h 3. Szintillationsmessung
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Platte zentrifugieren
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v
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+ 150 pl Szintillation-Mix

Szintillations-
Messer

51Cr-release ~ Counts pro Minute [cpm]

Abbildung 8. Arbeitsgang zur Messung der Zytotoxizitat. Als erster Schritt steht die
Praparation der Effektorzellen, in diesem Falle Neutrophile (= PMN), an. In einer bestimmten
Trennldsung separiert man durch Zentrifugation die PMN von den Erythrozyten (Ery), den
mononuklearen Zellen (MNC) und dem Plasma. Gleichzeitig werden die Ziel-Tumorzellen mit
radioaktivem Chrom inkubiert. AnschlieRend werden in einer 96-Well-Platte (jeweils in
Tripletts) die Tumorzellen mit den Effektorzellen fir 3 Stunden inkubiert. Fir die Bestimmung
der maximalen Chrom-Freisetzung gibt man eine zelllysierende Substanz hinzu, fir die basale
Freisetzung lasst man die spezifischen Antikdrper weg. Die experimentelle Freisetzung ergibt

sich aus der antikérperabhangigen  zellvermittelten  Zytotoxizitdt  (ADCC).
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Abbildung 8 ff. AnschlieBend wird die Platte zentrifugiert, der Uberstand mit einer
szintigrafischen Substanz gemischt und Uber Nacht im Szintillationszahler gemessen. Die

ADCC verhalt sich proportional zur gemessenen Szintillation.

2.7. Datendarstellung und -verarbeitung, statistische Analysen

Jede Versuchsreihe bestand aus mindestens drei unabhangigen Versuchen. Soweit
humane Effektorzellen verwendet wurden, stammten diese von verschiedenen
Probanden. Die Messwerte der Zytotoxizitatstests wurden durch die 1450 MicroBeta
Workstation Software (Perkin EImer, Waltham, MA, US) automatisiert protokolliert und
anschlieend mittels Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, WA, US) aufbereitet.
Durchflusszytometrische Messungen wurden mit der FACS-Analysesoftware Kaluza
(Beckman Coulter, Brea, CA, US) analysiert und ggf. histografisch dargestellt. Die
grafische Aufarbeitung der Ergebnisse sowie die statistische Analyse erfolgte mit
GraphPad (Versionen 4, 5, 7, 8, 9) (Graphpad, La Jolla, CA, US). Ergebnisse sind als
arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (engl. standard error of the mean, SEM)
angegeben. Die statistische Signifikanz wurde anhand einer ein- oder zweiseitigen
Varianzanalyse und einer Bonferroni-Korrektur fur multiples Testen errechnet. Als
statistisch signifikant gilt in diesem Zusammenhang ein p-Wert < 0,05 und ist dann mit
einem [*] gekennzeichnet. Die EC,-Werte wurden anhand der Dosiskurven bestimmt

und sind als arithmetisches Mittel + SEM angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1. Bindungsverhalten EGFR-gerichteter IgG1- und IgG2-Antikorper

Wie unter Kapitel 1.2. beschrieben, weisen die einzelnen IgG-Antikdrperklassen etwa
90 % Homologie in der Primarstruktur zueinander auf. Dennoch unterscheiden sie sich
in den die spezifischen Effektorfunktionen determinierenden Bereichen, vor allem in
der CH2-Domane nahe der Scharnier-Region [28]. Aus diesem Grunde war der erste
Schritt die Evaluation des Bindungsverhaltens der nachfolgend verwendeten
Antikorper. Bei jeweils gleicher Antikorperkonzentration zeigten sich in der
durchflusszytometrischen Messung auf A431-Zellen nahezu identische Histogramme,
was ein quantitativ gleiches Bindeverhalten anzeigt (Abb. 9A). Dies galt nicht nur fur
die Antikorper Cetuximab (Syn. 225) und Panitumumab (Syn. E7.6.3), welche gegen
verschiedene Epitope gerichtet sind [74]. Auch die 1gG1- und IgG2-Isotypen des
Antikorpers Zalutumumab (Syn. 2F8), also gegen das gleiche Epitop, unterschieden
sich nicht in der Bindung. Somit konnte ein Einfluss des Epitops oder des Isotyps auf
die Antikdrperbindung ausgeschlossen werden. Um die Bindung in Abhangigkeit der
Antikdrperkonzentration zu bestimmen, wurde das Bindungsverhalten anhand einer
Bindungskurve von 0,016 ug/ml bis 50 pg/ml bestimmt (Abb. 9 B). Zur Ubersichtlichkeit
wurden die Fluoreszenzintensitaten (FI) normalisiert und als Prozentwert vom
Bindungsmaximum angegeben. Hier unterschieden sich die Bindungskurven der
korrespondierenden IgG1- und IgG2-Antikorper nicht signifikant voneinander. Auch die
mittlere effektive Konzentration, in der ein Antikorper in halbmaximaler Sattigung
bindet, die sogenannte ECso, unterschied sich nicht signifikant: sie lag fur Cetuximab
bzw. Panitumumab bei 0,5 £ 1.7 pg/ml und 0,5 + 1.1 ug/ml sowie fur Zalutumumab-
lgG1 bzw. -1IgG2 bei 3,1 £ 0,7 pg/mlund 1,6 £ 0,7 pg/ml.
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Abbildung 9. Bindungsverhalten der EGFR-Antikorper auf A431-Zellen. (A) Die
Antigenbindung zeigt bei fester Konzentration von 5 pg/ml der EGFR-Antikdrper Cetuximab
(225), Panitumumab (E7.6.3), und Zalutumumab (2F8) unabhangig vom Isotyp das gleiche
Bindeverhalten. (B) Das Bindungsverhalten der Antikérper in der Dosiskurve zeigt keinen
signifikanten Unterschied. Beide Abb.: Messung mittels indirekter Immunfluoreszenz mit FITC-
konjugierten Ziege anti-human Kappa-Leichtketten Sekundarantikdrpern (Southern Biotech,
Birmingham, AL, US) [n=2]. Erstellung der Histogramme mit Kaluza-Analyseprogramm
(Beckman Coulter, Brea, CA, US). Statistische Analyse durch zweiseitige Varianzanalyse
(engl. analysis of variance, ANOVA) mit Graphpad 7 (Graphpad, La Jolla, CA, US). FI =
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3.2. Makrophagen als Effektorzellen

Im Folgenden wurde das Vermogen von M1- sowie M2-ahnlichen Makrophagen,
ADCC zu induzieren, untersucht. Dazu wurden, wie oben beschrieben, Makrophagen
in vitro durch Hinzugabe bestimmter Zytokine polarisiert. Der M1-Phanotyp wurde
durch sequentielle Stimulation mit GM-CSF, Interferon-y sowie LPS erzeugt,
wohingegen der M2-Phanotyp mit M-CSF sowie IL-4 stimuliert wurde [56]. Da die
Polarisierung unter artifiziellen, kontrollierten Bedingungen erfolgte, wird auf die beiden
Populationen nachfolgend als M1-dhnliche und MZ2-&hnliche Makrophagen Bezug

genommen.

3.2.1. Vergleich von Oberflachenmerkmalen zwischen M1- und M2-&hnlichen

Makrophagen

Um zu untersuchen, ob die Polarisierung zwei phanotypisch distinkte Makrophagen-
Populationen hervorbrachte, wurden im Durchflusszytometer zunachst die
Oberflachenmerkmale CD80 und CD163 bestimmt. CD80 ist in diesem
Zusammenhang als typischer Marker von klassisch aktivierten (M1-)Makrophagen
beschrieben worden, wahrend CD163 als Marker von alternativ aktivierten
(M2-)Makrophagen bekannt ist [75]. Diese Verteilung zeigte sich auch in den im
Rahmen der Arbeit generierten Makrophagenpopulationen (Abb. 10A). Somit konnte
von einer erfolgreichen Differenzierung ausgegangen werden. Wichtig im
Zusammenhang mit der Interaktion der Effektorzellen mit verschiedenen
Antikorpersubtypen ist das Vorhandensein der drei wichtigsten Fcy-Rezeptoren. Die
Makrophagenpopulationen wurden daher durchflusszytometrisch auf die quantitative
Verteilung von CD16 (FcyRllla), CD32 (FcyRlla) sowie CD64 (FcyRI) untersucht.
Festzuhalten ist, dass M1-ahnliche Makrophagen eine hohere CDG64-Expression
aufwiesen (Abb. 10B). M2-ahnliche Makrophagen zeigten eine hohere Expression des

CD32-Molekuls. CD16 konnte auf keiner der Populationen nachgewiesen werden.

35



Ergebnisse

A CD80
™ M1 M2 = O Ktrl.-mAk
= 60{ M CD80-ImAk
% 100-| c '
2] (=]
= g 40
o
| w g
L g 201
11}
o 10° 10' 10? 1087 0-
10° ' ? 10°
CD80-Expression [Fl]
CD163
o] M1 | M2 =  [O Kirl-mAk
© E co{ CD16§-mAk
8] s :
= go
< B g '
w 20 S 204 '
20 x !
11} |
1
o 0- 0- '
10° 10! 107 . 10° 10' 10° > 10 M1 N M2
CD163-Expression [FI]
B CD16 CD32
100 2004
M1 21 M1 | . M2
Q 807 150 8
(9] DY o
g 0 g) 40
o)) 100 =
‘o o p
m uJ 204
20 071 204
. 10 10' 10 10° ’ . 10° 10° 10t e 100 10 |; 10!
CD16-Expression [FI] CD32-Expression [FI]
CD64
0] M1|, | M2
(0]
()] 60
g 10
S| «f
(0]
Llj o 20
o0~ o
10° 10 107 10° 10° 10' 10% 10°

CD64-Expression [FI]

Abbildung 10. Oberflaichenmarkerexpression von M1- und M2-ahnlichen Makrophagen.
(A) Unterschiedliche Expression von CD80 und CD163: CD8O0 ist hier ein Marker M1-ahnlicher
Makrophagen, CD163 von M2-ahnlichen Makrophagen. Bestimmung durch direkte

Immunfluoreszenz in drei unabhangigen Versuchen.
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Abb. 10 ff. (B) M1-ahnliche Makrophagen zeigen eine hdhere Expression des Fcy-Rezeptors
| (CD64), wahrend M2-Makrophagen mehr Fcy-Rezeptor Il (CD32) exprimieren. Bestimmung
durch direkte Immunfluoreszenz, gezeigt werden reprasentative Histogramme. In weil}
dargestellt ist der jeweilige Kontrollantikérper (Ktrl.), in schwarz der spezifische Antikorper.
Histogramme wurden mit Kaluza, die Grafen mit GraphPad erstellt. Grafen zeigen den

Mittelwert £ SEM. FI = Fluoreszenzintensitat, mAk = monoklonaler Antikorper.

3.2.2. IgG-vermitteltes zytotoxisches Potenzial von M1- und M2-
dhnlichen Makrophagen

Nach Erzeugung und Verifizierung eines artifiziellen Modells fur M1- bzw. M2-ahnliche
Makrophagen war der nachste Schritt die Bestimmung und der Vergleich des
zytotoxischen Potenzials dieser Populationen in Anwesenheit EGFR-gerichteter IgG1-
und 1gG2-Antikorper. Als Zielzellen wurden hierfur drei Zelllinien mit unterschiedlich
hoher EGFR-Expression ausgewahlt. A431-Zellen stellen hier die Zielzellen mit hoher
EGFR-Expression (MFI 849) dar, SAT-Zellen die mit mittlerer Expressionsstarke (MFI
356), und die Kyse-150-Zelllinie haben eine niedrige EGFR-Expression (MFI 101)
(Abb. 11A). In Anwesenheit von M1-ahnlichen Makrophagen war Zelllyse mit sowohl
lgG1- Antikorpern (225; 2F8-gG1) als auch 1gG2-Antikorpern (E7.6.3; 2F8-1gG2)
moglich. Eine Ausnahme bildete die Kyse-150-Zelllinie, bei dieser induzierten die
lgG2-Isotypen keine signifikante ADCC (Abb. 11B). Bei gleichem Epitop und
unterschiedlichem Isotyp (2F8-IgG1/2F8-1gG2) zeigte sich ein Unterschied in der
Lyserate zugunsten des IgG1-Isotyps (Tab. 2). Innerhalb von Antikdrpern des gleichen
Isotyps war die Lyserate hingegen ahnlich, war also vom Epitop der benutzten
Antikorper unbeeinflusst. Auf den A431-Zellen mit der hochsten EGFR-Expression
zeigte sich die ADCC am hochsten, auf den anderen beiden Zelllinien mit geringerer
EGFR-Expression fiel sie jeweils geringer aus. Interessanterweise konnte weder bei
den IgG1- noch den IgG2-Antikbrpern mit den gemeinhin als regulatorisch
beschriebenen M2-ahnlichen Makrophagen eine signifikante Lyse gesehen werden
(Tab. 3). Dass die Zelllyse spezifisch ist, also von Anwesenheit eines spezifischen
Antikorpers und von Effektorzellen abhangig ist, ist daran ersichtlich, dass bei
Hinzugabe von CD20-gerichteten Antikorpern keine ADCC gemessen wurde. Dies war
auch bei Zugabe der EGFR-Antikdrper ohne Anwesenheit der Effektorzellen der Fall
(Daten nicht gezeigt). Insgesamt konnte gezeigt werden, dass zwar beide
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untersuchten |IgG-Isotypen EGFR-gerichteter Antikorper in der Lage sind,
Makrophagen als myeloische Effektorzellen zu akquirieren, dies jedoch entscheidend
davon abhangig ist, welcher Typ von Makrophagen (M1 oder M2) vorliegt.
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Abbildung 11. EGFR-Expression und antikorperabhangige Makrophagen-vermittelte
Zytotoxizitat. (A) EGFR-Expressionsstarken der Zelllinien A431, SAT und Kyse-150
(hoch/mittel/niedrig). Messung mittels indirekter Immunfluoreszenz. Hierbei diente die murine
Variante von Matuzumab (m425) als primarer Antikorper gegen den EGFR bzw. ein muriner
CD20-Antikorper als Kontrolle (beide Antikérper von Prof. Dr. Marc Cragg, Southampton, UK).
Als Sekundarantikérper wurde ein FITC-konjugierter Ziege anti-Maus-IgG Antikorper (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA, US) verwendet. (B) M1-polarisierte Makrophagen
induzieren effektiv ADCC, M2-polarisierte Makrophagen induzieren keine Lyse der Zielzellen.
Durchfiihrung bei einer Antikérperkonzentration von 5 ug/ml und einer Effektor- zu Zielzell-
Ratio von 10:1. Die Messung erfolgte nach 12 Stunden Inkubation. Wiederholung in vier

unabhangigen Versuchen mit Makrophagen aus Vollblut unterschiedlicher Spender.

38



Ergebnisse

Abb. 11 ff. Statistische Analyse mittels zweiseitiger ANOVA. Darstellung als Mittelwerte

I+

SEM, statistische Signifikanzen (p < 0,05) sind mit einem [*] gekennzeichnet. FI

Fluoreszenzintensitat, mAk = monoklonaler Antikorper, 225 = Cetuximab, E7.6.3

Panitumumab, 2F8 = Zalutumumab.

Tabelle 2. Mittlere Lyseraten und Standardfehler (SEM) bei M1-dhnlichen Makrophagen
(n=3).

A431 SAT Kyse-150
Antikorper Mittl. Lyse * SEM | Mittl. .= Mittl. .=
(%) (%) Lyse SEM | Lyse SEM
(%) (%) | (%) (%)
225 (1gG1) 69,4 12,2 47,4 153 | 30,1 7,8
2F8-1gG1 71,4 11,4 38,0 11,7 | 20,7 4,0
E7.6.3 (IgG2) 64,7 13,8 36,6 14,1 | 85 32
2F8-IgG2 60,8 11,8 25,1 10,1 3,1 1,8

Tabelle 3. Mittlere Lyseraten und Standardfehler (SEM) bei M2-dhnlichen Makrophagen
(n=3).

Antikorper A431 SAT Kyse-150
Mittl. Lyse * SEM | Mittl. .= Mittl. .=

(%) (%) Lyse SEM | Lyse SEM

(%) (%) | (%) (%)

225 (IgG1) 13,9 5,1 75 26 | 16,0 8,0
2F8-1gG1 11,3 5,0 2,2 2,4 15,2 9,8
E7.6.3 (1gG2) 6,2 5,2 49 35 | 83 53
2F8-lgG2 6,0 4,0 05 24 | 48 33
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3.3. Granulozyten als Effektorzellen

Im Gegensatz zu Makrophagen wurde anderen Zellen der myeloischen Reihe im
Zusammenhang maligner Tumoren kaum Beachtung zuteil. Seit der
Jahrtausendwende allerdings wurde auch die Rolle der neutrophilen Granulozyten bei
der Tumorentstehung und -progression naher untersucht. Ahnlich wie bei den
Makrophagen ist mittlerweile bekannt, dass auch PMN eine aktive Rolle in der
Umgebung maligner Gewebe einnehmen, insbesondere die Angiogenese fordern und
gar mit einer schlechteren Prognose korrelieren [76]. Andererseits weild man auch,
dass PMN durchaus in der Lage sind, als Effektorzellen zu fungieren [73]. Um diese
Beobachtungen genauer zu quantifizieren, wurde im Folgenden das zytotoxische

Potenzial von PMN unter Variierung verschiedener Parameter untersucht.

3.3.1. Fc-Rezeptor-Expression humaner Granulozyten

Wie bei den Makrophagen erfolgte auch bei den isolierten PMN eine Charakterisierung
der Fc-Rezeptor-Expression mittels Immunfluoreszenz (Abb. 12). Im Vergleich zu den
Makrophagen zeigte sich bei den PMN ein nahezu entgegengesetztes Fc-Rezeptor-
Profil. So besitzen die Zellen auf ihrer Oberflache vor allem den Fcy-Rezeptor Ilib
(CD16). Sie exprimieren ebenfalls den Fcy-Rezeptor lla (CD32), dies aber um ca. eine
log,o-Stufe weniger. Der FcyRla (CD64) ist im Vergleich dazu nur in geringer Menge

exprimiert.
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Abbildung 12. FcR-Expression humaner Granulozyten. Humane Granulozyten
exprimieren hohe Mengen an CD16 (FcyRIll), mittlere Mengen an CD32 (FcyRIl) und niedrige
Mengen an CD64 (FcyRI). Bestimmung durch direkte Immunfluoreszenz in drei unabhangigen
Messungen mit Granulozyten verschiedener Spender. Reprasentative Histogramme sowie
eine grafische Auswertung mit den MFI-Mittelwerten + SEM sind gezeigt. Die Histogramme
wurden mit Kaluza, die Grafen mit GraphPad erstellt. Fl = Fluoreszenzintensitat, MFI = mittlere

Fluoreszenzintensitat, mAk = monoklonaler Antikorper.
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3.3.2. Auswirkung der EGFR-Expression auf die Zytotoxizitét von PMN

Der Einfluss der EGFR-Expression der Zielzellen auf die antikorperabhangige
Zytotoxizitat von Granulozyten sollte naher untersucht werden. Aus vorherigen
Untersuchungen gab es zwar Hinweise auf eine Korrelation, jedoch nicht im
Zusammenhang mit IgG-Antikorpern [77]. Es wurden hierzu Zelllinien solider Tumoren
ausgewahlt, die den EGFR in unterschiedlichem Ausmald auf ihrer Oberflache
exprimieren. Die EGFR-Expression variierte mit MFI-Werten von knapp uber 800 bei
A431-Zellen bis zu MFI-Werten von 80 bei der Zelllinie SCC-25 innerhalb einer log;,-
Stufe (Abb. 13). Mit sinkender Expression des Zielantigens nahm auch die
antikdrperabhangige Zytotoxizitat der Granulozyten ab (Abb. 14). Bei der Zelllinie A431
mit der hochsten EGFR-Expression zeigte sich beispielsweise eine
antikdrperabhangige Zelllyse von 59,5 % (IgG1) bzw. 68,6 % (1gG2). Hier konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen den Isotypen nachgewiesen werden. Bei der
Zelllinie SAT aus dem Bereich der mittleren EGFR-Expression zeigten sich niedrigere
Lyseraten von 13,8 % (IgG1) vs. 26,1 % (IgG2). Bei den SCC-25-Zellen mit der
niedrigsten EGFR-Expression wurde eine entsprechend niedrige Zelllyse von 6,3 %
(lgG1, nicht signifkant gegenlber der Kontrolle) sowie von 15,3 % (IgG2) erreicht.
Uberdies ging hervor, dass der IgG2-Antikdrper Panitumumab (E7.6.3), mit Ausnahme
der A431-Linie, auf allen Zelllinien eine signifikant hohere Lyse als der IgG1-Antikorper
Cetuximab (225) induzierte. Dies galt umso mehr fur Zelllinien, die den EGFR im
mittleren bis niedrigen Bereich exprimierten. So konnte Cetuximab, im Gegensatz zu
Panitumumab, auf den beiden Zelllinien Kyse-150 und SCC-25 mit der niedrigsten
EGFR-Expression keine signifikante Zelllyse mehr induzieren.
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Abbildung 13. EGFR-Expression verschiedener humaner Karzinomzelllinien. Dargestellt
sind die in den Folgeversuchen verwendeten Tumorzelllinien, von links oben nach rechts unten
absteigend anhand ihrer EGFR-Expression sortiert. Es werden reprasentative Histogramme
gezeigt. Die Bestimmung der EGFR-Expression erfolgte mittels indirekter Immunfluoreszenz
wie unter Abb. 11 beschrieben. Die Histogramme wurden mit Kaluza erstellt. FI =

Fluoreszenzintensitat.
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Abbildung 14. Die Hohe der antikorpervermittelten Tumorzelllyse mit PMN als
Effektoren hangt von der Hohe der EGFR-Expression der Zielzellen ab.
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Abbildung 14 ff.: Die EGFR-Expression wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz bestimmt,
angegeben ist die jeweilige mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI). Der IgG2-Antikérper
Panitumumab (E7.6.3) vermittelt signifikant hdhere ADCC als der IgG1-Antikdrper Cetuximab
(225) bei Zellen mit niedriger bis mittlerer EGFR-Expression. Bei niedriger EGFR-Expression
(Kyse-150, SCC-25) zeigt der IgG1-Antikorper keine signifkante Aktivitdt mehr, wohingegen
der IgG2-Antikérper im Vergleich zum Kontrollantikdrper signifikant Lyse induziert. Die Zelllyse
wurde im 5'Cr-Freisetzungstest bei einer E:T-Ratio von 80:1 und einer Antikdrperkonzentration
von 5 pg/ml ermittelt. Die PMN wurden vorher mit GM-CSF stimuliert. Die Bestimmung der
Zelllyse erfolgte in drei unabhangigen Versuchen. Die Lyseraten sind als Mittelwerte + SEM
dargestellt. Die statistische Signifikanz (p < 0,05) wurde mittels zweiseitiger ANOVA bestimmt
und ist als [*] gekennzeichnet. Die Statistik und grafische Aufbereitung erfolgten mit GraphPad.

N. s. = nicht signifikant.

Um diese Beobachtungen statistisch zu verifizieren, wurde zudem eine lineare
Regression der prozentualen Zytotoxizitat gegenuber der EGFR-Expression
durchgefuhrt und anschlielend mittels des Pearson-Koeffizienten ® der lineare
Zusammenhang bestimmt. Es zeigte sich eine positive Korrelation fur den 1gG1-
Antikorper von r = 0,92 (95% Konfidenzintervall 0,63 — 0,99) sowie r = 0,94 (95%
Konfidenzintervall 0,70 — 0,99) fur den 1IgG2-Antikorper (Abb. 15). Der IgG2-Antikorper
vermittelte auch in dieser Darstellung eine signifikant hohere Lyse im Vergleich zum
IgG1-Antikorper.
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Abbildung 15. Das AusmaR der Tumorzelllyse korreliert positiv mit der Hohe der EGFR-
Expression. Die prozentuale Zytotoxizitat wurde in dieser Darstellung gegentber der EGFR-
Expression aufgetragen. Anhand der linearen Regression konnte anschlieRend der Pearson-
Koeffizient als Mal} der positiven oder negativen Korrelation bestimmt werden. Es ergab sich
eine positive Korrelation von r = 0,92 fir den IgG1-Antikdrper sowie r = 0,94 fir den IgG2-
Antikorper, wobei auch hier der IgG2 eine statistisch signifikante hdhere Aktivitat zeigte als der
IgG1. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus drei voneinander unabhangigen
Experimenten. Statistische Signifikanz (p < 0,05) wurde mittels zweiseitiger ANOVA bestimmt
und ist als [*] gekennzeichnet. Die Statistik und grafische Aufbereitung erfolgten mit GraphPad.

MFI = mittlere Fluoreszenzintensitat, 225 = Cetuximab, E7.6.3 = Panitumumab.

3.3.3. Abhéngigkeit der PMN-vermittelten Zytotoxizitat von Antikérper- und
Effektorzellkonzentration

Gegenstand der folgenden Versuche war, inwiefern die zytotoxische Aktivitat der
Granulozyten von der Antikorperkonzentration und dem Verhaltnis von Ziel- zu
Effektorzellen abhangt. Hierzu wurde die Kyse-30-Zelllinie aus dem mittleren Bereich
der EGFR-Expression ausgewahlt und der IgG1-Ak Cetuximab (225) mit dem 1gG2-
Ak Panitumumab (E7.6.3) verglichen. Es zeigte sich, dass der IgG2-Antikorper hier in
beiden Szenarios signifikant hohere Lyseraten induzierte als der IgG1-Antikorper (Abb.
16). Aus den Ergebnissen lasst sich ableiten, dass zur Aktivierung von PMN signifikant
geringere Konzentrationen des IgG2-Antikorpers benotigt werden, als von dem 1gG1-
Antikorper. Zudem ist fur eine effiziente Tumorzelllyse eine geringere Anzahl an

Effektorzellen pro Zielzelle erforderlich. So betragt die Antikdrperkonzentration, bei der
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ein halbmaximaler Effekt zu beobachten ist, die sogenannte mittlere effektive
Konzentration (= ECso) fur Cetuximab (225) 0,051 pg/ml, wahrend sie fur Panitumumab
(E7.6.3) bei 0,032 pg/ml liegt.
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Abbildung 16. PMN-vermittelte Zytotoxizitat in Abhdngigkeit von der Antikorper-
konzentration sowie des Effektor- zu Zielzell-Verhiltnisses (E:T-Ratio). Der IgG2-
Antikérper Panitumumab (E7.6.3) erreicht signifikant hdéhere Lyseraten als der IgG1-
Antikorper Cetuximab (225) und bendétigt fur eine effektive Induktion von Zytotoxizitat
niedrigere Antikdrperkonzentrationen (links) sowie ein geringeres Effektor-Zielzell-Verhaltnis
(rechts). Kyse-30 dienten als Zielzellen im Chromfreisetzungsversuch. Die Effektorzellen
wurden vor Versuchsbeginn mit GM-CSF inkubiert. Die Antikdrpertitration erfolgte bei einer
E:T-Ratio von 80:1, die E:T-Ratio-Titration bei einer Antikdrperkonzentration von 5 ug/ml.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von drei voneinander unabhangigen Experimenten.
Statistische Signifikanz (p < 0,05) wurde mittels zweiseitiger ANOVA bestimmt und ist als [*]
gekennzeichnet. Die grafische Darstellung und statistische Auswertung erfolgte mittels
GraphPad.

3.3.4. Einfluss des Epitops

Nachdem gezeigt wurde, dass |gG2-Antikorper gegen den EGFR effektiv
Tumorzelllyse mittels PMN vermitteln, wurden die Antikorper Panitumumab (E7.6.3),
Zalutumumab-lgG2 (2F8), sowie Matuzumab-IgG2 (H425) hinsichtlich ihres
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Potenzials, Kyse-30-Zellen zu lysieren, in verschiedenen Konzentrationsstufen
miteinander verglichen. Diese Antikorper richten sich jeweils gegen ein anderes Epitop
[78]. Kyse-30 ist eine Zelllinie mit vergleichsweise hoher EGFR-Expression (MFI-Wert
557). Bei diesen Zellen war Panitumumab am effektivsten in der Induktion von ADCC,
insbesondere bei niedrigeren Antikorperkonzentrationen (Abb. 17 und Tab. 4).
Insgesamt aber waren alle drei EGFR-Antikorper in der Lage, eine effiziente Zelllyse
durch PMN herbeizufihren. Die ECso betrug in diesem Fall 0,022 pg/ml fur
Panitumumab (E7.6.3), 0,153 ug/ml fir 2F8 sowie 0,103 pg/ml fur H425.
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Abbildung 17. PMN-vermittelte ADCC mit verschiedenen EGFR-gerichteten IgG2-
Antikorpern. Kyse-30 dienten als Zielzellen, die E:T-Ratio betrug 80:1, und die Antikérper
wurden in einer Konzentration von 0,016 — 10 ug/ml zugegeben. Die Effektorzellen wurden vor
Versuchsbeginn mit GM-CSF stimuliert. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM aus n=3.
Statistische Signifikanz (p < 0,05) wurde mittels zweiseitiger ANOVA bestimmt und ist als [*]
gekennzeichnet. Die grafische Darstellung und statistische Auswertung erfolgte mittels
GraphPad. E7.6.3 = Panitumumab, 2F8 = Zalutumumab, H425 = Matuzumab.

Tabelle 4. Maximale PMN-vermittelte Zytotoxizitat und Standardfehler (SEM) mit IgG2-
Antikorpern gegen verschiedene EGFR-Epitope.

Antikorper Zielzellen: Kyse-30
Max. Lyse (%) * SEM (%)
E7.6.3 (Panitumumab) 59,3 2,2
2F8-1gG2 (Zalutumumab) 49,9 6,6
H425-1gG2 (Matuzumab) 45,5 57
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3.4. Einfluss von CD47 auf die antikorpervermittelte Zytotoxizitat myeloischer
Effektorzellen

Durch die Einfuhrung der sogenannten Immunkontrollpunkt-Inhibitoren bekam die
Tumortherapie enormen Schub. Die klinische Anwendung beschrankt sich bis dato auf
die T-Zell-vermittelte Immunantwort. Weniger untersucht ist die Regulierung von
myeloischen Zellen durch Positiv- und Negativsignale. In diesem Zusammenhang ist
SIRPa ein wichtiger bekannter Negativregulator. SIRPa befindet sich auf myeloischen
Zellen und bindet an CD47. Letzteres ist auf Tumorzellen haufig hochreguliert. Die
Interaktion von SIRPa und CD47 unterdruckt die Immunantwort myeloischer Zellen im
Sinne eines antiphagozytaren Signals (,don’t eat me®) [68]. Im Folgenden wird der
regulatorische Einfluss von CD47 im Kontext EGFR-gerichteter Antikorper auf die
Aktivierung myeloischer Effektorzellen untersucht und hinsichtlich des Effekts auf

lgG1- bzw. IgG2-Isotypen verglichen.

3.4.1. CDA47- und SIRPa-Expression

Um den Einfluss der CD47/SIRPa-Interaktion auf die antikbrperabhangige ADCC
durch myeloische Zellen zu untersuchen, wurde, wurden als Zielzellen eine CD47-
Knock-out-Variante (kurz: CD47 Ko) der A431-Linie verwendet. Diese kann das CD47-
Protein nicht mehr exprimieren und wurde mittels des gentechnischen Verfahrens
CRISPR/Cas9 erzeugt. Um Effekte der CRISPR/Cas9-Behandlung auszuschlielen,
dienten zur Kontrolle A431-Zellen, welche nach gleichem Protokoll, allerdings mit einer
unspezifischen Vektorsequenz behandelt wurden (A431 ,,scrambled control*, kurz scr).
Im Vergleich der beiden A431-Varianten hinsichtlich der CD47- und der EGFR-
Expression mittels Immunfluoreszenz zeigte sich, dass die CD47 Ko-Zelllinie, im
Gegensatz zu den A431 scr-Zellen, kein CD47 mehr auf der Oberflache tragt (Abb.
18A links). Die EGFR-Expression beider Varianten wurde durch die Behandlung nicht
signifikant beeinflusst (Abb. 18A rechts). Zudem wurde die SIRPa-Expression auf GM-
CSF-behandelten PMN, sowie auf M1- und M2-polarisierten Makrophagen bestimmt
(Abb. 18B). Wie erwartet war SIRPa auf allen drei Zelltypen vorhanden. Die hochste

Expression wiesen die M2-ahnlichen Makrophagen auf (MFI = 107), wohingegen M1-
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Makrophagen eine niedrigere Expression zeigten (MFI = 90). Die niedrigste SIRPa-

Expression wurde auf den PMN nachgewiesen (MFI = 62).
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Abbildung 18. Expression von CD47, EGFR, und SIRPa auf Tumor- und Effektorzellen.
(A) Im Gegensatz zur Kontrollzelllinie A431 scrambled control (scr) zeigen die CD47 Knock-
out-Zellen (CD47 Ko) keine CD47-Expression. Die Bestimmung erfolgte mittels direkter
Immunfluoreszenz, der spezifische Antikorper ist schwarz, die Isotypkontrolle weif’ dargestellt.
Die EGFR-Expression unterschied sich nicht signifikant. Die EGFR-Expression wurde mittels
indirekter Immunfluoreszenz mit einer murinen Variante des Antikdrpers Matuzumab (m425,
Konz. 5 pg/ml) und einem Fluoresceinisothiocyanat-gekoppelten Ziege anti-Maus-IgG-
Sekundarantikérper (1:40 Verdinnung) in 3 unabhangigen Messungen bestimmt. Dargestellt
sind die Mittelwerte + SEM. Die statistische Signifikanz (p < 0,05) wurde mittels zweiseitiger
ANOVA bestimmt. (B) Expression von SIRPa auf verschiedenen myeloischen Zellreihen. Die
Messung erfolgte mit direkter Immunfluoreszenz, der spezifische Antikérper ist schwarz, die
Isotypkontrolle weil} dargestellt. Gezeigt sind reprasentative Histogramme, erstellt mit Kaluza.
FI = Fluoreszenzintensitdt, MFI = mittlere Fluoreszenzintensitdt, mAk = monoklonaler

Antikorper, n. s. = nicht signifikant.
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3.4.2. CDA47 reguliert die Zytotoxizitdt von M1- und M2-&hnlichen
Makrophagen

Wie unter Punkt 3.2. bereits gezeigt werden konnte, induzieren sowohl IgG1- als auch
IgG2-Antikorper in  Anwesenheit proinflammatorisch polarisierter M1-ahnlicher
Makrophagen effektiv ADCC. Als regulatorisch geltende M2-ahnliche Makrophagen
vermittelten keine Tumorzelllyse. Vertiefend sollte analysiert werden, inwiefern die
Zytotoxizitat der Makrophagen durch die CD47/SIRPa-Achse inhibiert wird. Dazu
wurden die CD47-exprimierenden und die CD47 Ko A431-Varianten als Zielzellen im
ADCC eingesetzt. Sowohl M1- als auch M2-ahnliche Makrophagen erreichten in
Abwesenheit von CD47 signifikant hohere Lyseraten als bei den Kontrollzellen (Abb.
19 und Tab. 5). Interessanterweise waren in dieser Konstellation auch die M2-
polarisierten Makrophagen zur Induktion von ADCC in der Lage. Es erreichte kein
Antikorperisotyp eine signifikant hohere Lyse als der jeweils andere. Diese
Beobachtungen stutzen die Hypothese, dass die Makrophagenaktivierung durch 1gG1
und auch IgG2 Uber die Interaktion von CD47 und SIRPa inhibiert wird.
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Abbildung 19. Makrophagenvermittelte Zytotoxizitit von EGFR-Antikérpern gegen
A431-Zellen. Fallt die Inhibition durch CD47 und SIRPa weg (CD47 Ko), erreichen beide
Antikorperisotypen (225 = Cetuximab, E7.6.3 = Panitumumab) sowohl mit M1- als auch mit
M2-ahnlichen Makrophagen eine signifikant héhere Tumorzelllyse. Der ADCC wurde bei einer
Effektor- zu Zielzell-Ratio von 10:1 und einer Antikoérperkonzentration von 10 pg/ml
durchgeflihrt, die Messung erfolgte nach 12 Stunden. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM
von 3 unabhangigen Experimenten. Die statistische Signifikanz (p < 0,05) wurde mittels
zweiseitiger ANOVA bestimmt und ist als [*] gekennzeichnet. Die Grafen wurden mit GraphPad
erstellt. scr = engl. scrambled control, CD47 Ko = engl. CD47 Knock-out.
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Tabelle 5. Makrophagenvermittelte Zytotoxizitiat der EGFR-Antikorper Cetuximab (225)
und Panitumumab (E7.6.3). Als Zielzellen wurden die Zelllinie A431 mit CD47-Expression
(scr) und ohne CD47-Expression (Ko) verwendet. Angegeben sind die Mittelwerte und der

Standardfehler (SEM) von 3 unabhangigen Experimenten.

A431 scr A431 CD47 Ko
M1-Makrophagen Mittl. Lyserate * SEM (%) | Mittl. Lyserate * SEM (%)
(%) (%)

225 (Cetuximab) 26,1 8,4 52,7 5,2
E7.6.3 (Panitumumab) 24,6 3,0 44,2 51
M2-Makrophagen

225 (Cetuximab) 2,7 2,6 16,2 3,1
E7.6.3 (Panitumumab) 0,033 3,7 18,1 6,4

3.4.3. CDA47 reguliert die PMN-AKktivitat

Fur die Untersuchung zum Einfluss von CD47 auf die antikbrpervermittelte Aktivierung
von Granulozyten wurden die Effektorzellen vor Testeinsatz mit GM-CSF stimuliert
oder blieben unbehandelt. Es zeigte sich, dass bei Prasenz des Negativsignals CD47
weder Cetuximab (225) noch Panitumumab (E7.6.3) ADCC gegenuber A431-Zellen
induzierten (Abb. 20 B). Fiel CD47 als Inhibitor der PMN-Aktivierung weg, so war einzig
der IgG2-Antikorper in der Lage, Zelllyse zu vermitteln. Bei Zugabe von GM-CSF
zeigten beide Isotypen auch in Anwesenheit von CD47 Tumorzelllyse (Abb. 20 A).
Dabei fiel die ADCC auf den CD47 Ko-Zellen bei beiden Antikorpern signifikant hoher
aus als auf den scr-Kontrollzellen. Bei veranderlichem Effektor- zu Tumorzellverhaltnis
wies der IgG1 bis zu einem Verhaltnis von 20:1 signifikant hohere Lyseraten auf der
CDA47 Ko-Zelllinie im Vergleich zu A431scr-Zellen auf (Abb. 20 C). Fur den 1gG2 galt
dies bis zu einem Verhaltnis von 10:1. Zusammenfassend lasst sich fur beide Isotypen
ein starker inhibitorischer Einfluss von CD47/SIRPa auf die antikdrpervermittelte
Aktivierung von Neutrophilen feststellen. Die Anwesenheit von GM-CSF zeigte
ebenfalls einen positiven Effekt auf die Aktivierung von PMN. Insgesamt erreichte der

lgG2-Antikorper in diesem Zusammenhang ein grol3eres zytotoxisches Potenzial.
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Abbildung 20. PMN-vermittelte ADCC mit EGFR-Antikérpern auf CD47-positiven und
CD47-Knockout A431-Zellen. Die durch IgG1 und IgG2 vermittelte zytotoxische Aktivitat von
Granulozyten wird in Abwesenheit der inhibitorischen Interaktion von CD47 und SIRPa
verstarkt. (A) GM-CSF fungiert als zusatzliches, positives Signal. (B) ADCC mit unstimulierten
PMN. Signifikante Lyse erreicht nur der IgG2-Antikérper in Abwesenheit von CD47. (C) Der
IgG2-Antikorper erreicht signifikante Lyse bei niedrigerer Effektor- zu Tumorzell (E:T)-Ratio im
Vergleich zum IgG1-Antikérper. Die Antikorpertitration erfolgte bei einer E:T-Ratio von 80:1,
die E:T-Ratio-Titration bei einer Antikdrperkonzentration von 5 ug/ml. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SEM von drei voneinander unabhangigen Experimenten. Die statistische
Signifikanz (p < 0,05) wurde mittels zweiseitiger ANOVA bestimmt und ist als [*]
gekennzeichnet. Die Grafen wurden mit GraphPad erstellt. 225 = Cetuximab, E7.6.3 =

Panitumumab, scr = engl. scrambled control, CD47 Ko = engl. CD47 Knock-out.

Um auszuschlieRen, dass die hohe Zytotoxizitat auf Panitumumab beschrankt ist,
wurden noch die 1gG2-Antikorper Zalutumumab (2F8) und Matuzumab (425)
untersucht. Alle drei Antikorper induzierten bei Wegfall des inhibitorischen Signals von
CD47 signifikant hohere ADCC als auf den CD47-positiven Kontrollzellen (Abb. 21).
Panitumumab und Zalutumumab waren hierbei gleich effektiv, Matuzumab zeigte

niedrigere Lyseraten.
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Abbildung 21. Der Einfluss von CD47 auf die IgG2-vermittelte Zytotoxizitat von PMN ist
unabhangig vom Epitop. Durchfiihrung des Tests bei einer E: T-Ratio von 80:1 und mit GM-
CSF-stimulierten PMN. Dargestellt sind die Mittelwerte £+ SEM von 3 Experimenten. Die
statistische Signifikanz (p < 0,05) wurde mittels zweiseitiger ANOVA bestimmt und ist als [*]
gekennzeichnet. Die Grafen wurden mit GraphPad erstellt. E7.6.3 = Panitumumab, 2F8 =

Zalutumumab, H425 = Matuzumab, scr = engl. scrambled control, CD47 Ko = engl. CD47
Knock-out.

3.4.4. PMN-vermittelte ADCC gegen Zelllinien mit unterschiedlich hoher
CD47-Expression

Um den Einfluss von CD47 auf die PMN-vermittelte ADCC auf Tumorzelllinien mit
verschieden hoher EGFR-Expression untersuchen, wurden die Zelllinie SAT mit
mittlerer und Kyse-150 mit niedriger Expression des Zielantigens ausgewahlt. Des
Weiteren wurde die CDA47-Expression in beiden Zelllinien mit spezifischer,
inhibitorischer small-interfering RNA (siRNA) inhibiert. Diese kleinen RNA-Sequenzen
interferieren nach Transfektion mit der Expression bestimmter Gene. Es handelt sich
nicht um ein komplettes Ausschalten (Knock-out), sondern um eine Reduktion der
Expression des Zielmolekuls (Knock-down). Auch hier gab es neben der CD47-
spezifischen siRNA eine Kontroll-siRNA, um Effekte durch die Transfektion
auszuschliefen. Nach Transfektion der Tumorlinien mit CD47-spezifischer siRNA
wurde eine etwa 50- bis 60 %ige Reduktion der CD47-Expression erreicht (s.
Histogramme, Abb. 22). Die EGFR-Expression wurde ebenfalls nach Transfektion
evaluiert und unterschied sich nicht von der Expression auf den Kontrollzellen (nicht

abgebildet). Es zeigte sich, dass bei den Zellen mit reduzierter CD47-Expression eine
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hohere ADCC sowohl mit Cetuximab als auch Panitumumab erzielt wurde als bei den
Kontrollzellen. Die Lyseraten waren bei den Zellen mit hoherer EGFR-Expression

insgesamt hoher als bei Zellen mit niedriger Expression (Tab. 6).

SAT Kyse-150
10015 R sRNA 0TS Kl SRNA
. = ..|® CcDa7-siRNA = ,5]® CD47 siRNA
Q - 4
" : *, ok @ 5 *
2. 2 50 v S @ 5 50 * H
< = ‘ c 5 H ;
o|. o =) 9
'3 5 251 : ‘ = 5 257 z
- 20 b~ 2 ;\ :
w 0 ht '\>" 0' 8! ' w N 0-6.’ ,,,,,,,,,,,,
CD47-Expression [FI] $ &P CD47-Expression [Fl] AR
*5“\.' 0\\ \Q:\' ,{Lé\. 0\\ é\’
Vv O Vv
AN &

Abbildung 22. PMN-vermittelte ADCC auf den Tumorzelllinien SAT und Kyse-150 mit
unterschiedlicher CD47-Expression. Die Histogramme jeweils links zeigen die Expression
von CD47 nach Transfektion mit inhibitorischen RNA-Molekiilen (weifl3 = Kontrolle, schwarz =
CD47-siRNA). Die Grafen jeweils rechts zeigen die PMN-vermittelten Lyseraten fur beide
Antikorper-Isotypen (225 = Cetuximab, E7.6.3 = Panitumumab). Die Chromfreisetzungstests
wurden bei einer Antikdrperkonzentration vom 5 pg/ml und einer E: T-Ratio von 80:1 in 4 (SAT)
bzw. 3 (Kyse-150) unabhangigen Versuchen durchgefiuhrt. Dargestellt sind die Mittelwerte +
SEM. Die statistische Signifikanz (p < 0,05) wurde mittels zweiseitiger ANOVA bestimmt und

ist als [*] gekennzeichnet. siRNA = engl. small interfering RNA, Fl = Fluoreszenzintensitat.

Tabelle 6. PMN-vermittelte Zytotoxizitat gegeniiber siRNA-transfizierten SAT- und
Kyse-150-Zellen. Angegeben sind die Mittelwerte und der Standardfehler (SEM) von IgG1-
(225) und 1gG2- (E7.6.3) Antikdrpern auf den Zelllinien mit normaler (Ktrl.-siRNA) sowie
reduzierter (CD47 — siRNA) CD47-Expression. siRNA = engl. small interfering RNA.

Ktrl. - siRNA CDA47 - siRNA
SAT Mittlere Lyse (%) * SEM (%) | Mittlere Lyse (%) * SEM (%)
225 (Cetuximab) 12,1 2,4 32,4 47
E7.6.3 14,8 4.4 35,1 3,2
(Panitumumab)
Kyse-150 Mittlere Lyse (%) * SEM (%) | Mittlere Lyse (%) * SEM (%)
225 (Cetuximab) 6,8 1,8 20,1 3,9
E7.6.3 8,5 4,7 29,3 4,8
(Panitumumab)
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4. Diskussion

4.1. EGFR-gerichtete IgG1- und IlgG2-Antikorper in der klinischen Praxis

Seit ihrer Einfuhrung in die klinische Praxis vor gut 20 Jahren haben monoklonale
Antikorper eine enorme Ausweitung ihres Anwendungsspektrums erlebt. Damit einher
geht das immer profundere Verstandnis der Immunbiologie, welches schliel3lich
translational Eingang in die Klinik finden kann. Cetuximab und Panitumumab sind fur
sich genommen selbst Ergebnis dieses Verstandnisses: Cetuximab als erster klinisch
zugelassener Antikorper gegen den EGFR, und Panitumumab als erster 1gG2-
Antikorper auf diesem Gebiet. In der Praxis zahlt die klinische Wirksamkeit beider
Therapeutika, die trotz immanenter biologischer Unterschiede vergleichbar ist. Fur das
metastasierte kolorektale Karzinom, fur welches beide Antikdrper zugelassen sind und
daher ein Vergleich mdglich ist, existiert eine umfangreiche Studienlage mit teils
widerspruchlichen Ergebnissen [17, 79]. Eine Metaanalyse aller vorliegenden
klinischen Studien der Cochrane Collaboration (London, UK) aus dem Jahr 2017 kam
zu dem Ergebnis, dass die Hinzunahme eines EGFR-Antikorpers zur
Standardchemotherapie sowohl das progressionsfreie Uberleben als auch das
Gesamtuberleben verbessert [80]. Damit verbunden war allerdings auch die Einsicht,
dass fur die klinische Wirksamkeit sowohl von Cetuximab als auch von Panitumumab
ein negativer Mutationsstatus von KRAS malgeblich ist [17, 20]. Kollektive mit
mutiertem KRAS-Status profitierten nicht von den Antikorpern. Interessanterweise
zeigte sich in der Metaanalyse kein signifikanter Uberlebensvorteil bei Hinzunahme
eines Tyrosinkinaseinhibitors statt eines EGFR-Antikorpers, was auf die Bedeutung
der indirekten Effekte dieser Antikorper hinweisen konnte. IgG2-Antikorper wurden im
Allgemeinen keine Fc-vermittelten Effekte zugeschrieben. Daher kam Panitumumab
bisher zum Einsatz, wenn diese nicht erwtnscht waren [81], man erhoffte sich davon
eine geringere Nebenwirkungsrate [82]. Einzig der IgG1-Antikorper Cetuximab galt als
effektiv in der zellvermittelten Zytotoxizitat. Noch in der Erstbeschreibung von
Panitumumab bzw. E7.6.3 wurde die Effektivitat des Antikorpers auf die direkten
Effekte zurtckgefuhrt [83]. Im direkten Vergleich von Cetuximab und Panitumumab im
Rahmen einer prospektiven klinischen Studie schnitten beide Antikorper gleich gut ab
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[25]. Das Dosierungsschema richtete sich hier jedoch nach der Empfehlung der
Hersteller, daher kann keine pharmakokinetische Aquivalenz vorausgesetzt werden.
Allerdings deuten vergleichende Untersuchungen darauf hin, dass sich die Antikorper
hinsichtlich ihrer Pharmakokinetik kaum unterscheiden [84]. Anders als der KRAS-
Mutationsstatus, korrelierten weder die Hohe der EGFR-Expression noch die Anzahl
EGFR-positiver Tumorzellen mit der klinischen Ansprechrate und mit dem
Gesamtuberleben [85]. Insofern wirft dies die Frage auf, worauf die vergleichbare
Effektivitat bei scheinbar unterschiedlichen pharmakodynamischen
yotartbedingungen® zurackzufuhren ist. Zugleich ist die Frage nach der Wichtung von
indirekten und direkten Effekten im Kontext der EGFR-Antikdrper unbeantwortet. Vor
diesem Hintergrund zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit das Potenzial auf, das eine
gesteigerte Aktivierung myeloischer Zellen gerade fur IgG2-Antikorper bedeuten kann.

4.2. Effektorfunktionen von EGFR-gerichteten IgG1- und IgG2-Antikorpern

4.2.1. Direkte Antikérpereffekte

Obwohl Cetuximab und Panitumumab beide gegen den EGFR gerichtet sind,
unterscheiden sie sich nicht nur im Isotyp, sondern auch im Epitop. Diese uberlappen
sich zwar, sind jedoch nicht identisch [73]. Fur die indirekten Effekte wurde bereits
gezeigt, dass Unterschiede im Epitop, etwa die Nahe zur Zellmembran, sowohl die
komplement- als auch die zellvermittelten Effekte wesentlich beeinflussen [86]. Daher
stellt sich die Frage, ob Isotyp und Epitop auch die direkten Effekte beeinflussen. In
vitro konnte zwischen verschiedenen, gegen EGFR gerichteten 1gG1- und 1gG2-
Antikorpern, so auch bei Cetuximab und Panitumab in der vorliegenden Arbeit, kein
signifikanter Unterschied in der EGFR-Bindung gefunden werden. Hinsichtlich der
direkten Effekte zeigte sich der IgG1-Antikorper Zalutumumab effektiver in der
Wachstumsinhibition von A431-Zellen als der IgG2-Antikorper Panitumumab [73]. Fur
CD20-Antikorper ist hingegen beschrieben worden, dass der 1gG2-Isotyp effektiver
Apoptose induziert als der IgG1-Antikorper [87]. Speziell fur die IgG2-Antikorper ist seit
langerem bekannt, dass diese wie kein anderer IgG-Isotyp in der Konfiguration der
Disulfidbrucken ihrer Scharnier- und Cy1-Region variieren konnen. Man unterscheidet
hier zwischen der flexibleren IgG2A- und der rigideren 1IgG2B-Isoform [88]. Vermutlich
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konnen IgG2-Antikorper, abhangig von den Redoxbedingungen, zwischen beiden
Isoformen wechseln. In weiteren Untersuchungen zeigte sich, dass die Konformation
von 1gG2-Antikdrpern unmittelbaren Einfluss auf deren direkten Effekte hat [89].
Fur das Oberflachenantigen CD40 wurde gezeigt, dass die Wahl des Epitops
kombiniert mit dem Vorliegen der 1gG2B-Isoform grof3en Einfluss auf die direkten
Effekte des jeweiligen Antikorpers haben kann [90]. Fur klinische Implikationen kann
dies lediglich als Hinweis dienen: im EGFR-Kontext ist der Stellenwert dieser Befunde
noch nicht untersucht und die Produktion therapeutischer Antikorper unterliegt
diesbezuglich bisher keinerlei Standardisierung. In Anbetracht der Tatsache, dass die
klinische Effektivitat, insbesondere von Panitumumab, auf dessen direkte, EGFR
blockierende Wirkung zurtckgefuhrt wird, gibt es auf diesem Gebiet noch viele offene
Fragen.

4.2.2. NK-Zellen vs. myeloische Effektorzellen

Erst in den letzten Jahren ist man sich der Bedeutung der ADCC in der Therapie mit
EGFR-Antikorpern bewusst geworden. Im Fokus stand dabei die Zytotoxizitat durch
NK-Zellen: insbesondere fur Cetuximab ist umfassend gezeigt worden, dass der IgG1-
Antikorper effektiv NK-Zell-ADCC vermitteln kann [73, 91, 92]. Fur Panitumumab ist
die Datenlage dunner. Wegen der geringen Affinitat von 1gG2-Antikorpern zu Fc-
Rezeptoren nahm man an, dass Panitumumab nur ein geringes ADCC/ADCP-
Potenzial besitzt. Mehrheitlich deuten Studien darauf hin, dass IgG2-Antikorper,
zumindest im NK-Zell-Kontext, keine oder kaum ADCC induzieren [73, 93]. In Bezug
auf myeloische Zellen ist die Bedeutung der ADCC und ADCP bisher kaum untersucht.
Veroffentlichungen zu dem Antikorper Rituximab sprechen stark fur eine Involvierung
des angeborenen Immunsystems [94, 95] und auch fur EGFR-Antikorper findet sich
wachsende Evidenz [56]. Die Fahigkeit von Panitumumab zur Bindung an den auf
Neutrophilen pradominanten FcyRlla spiegelte sich darin wieder, dass Panitumumab
mit PMN als Effektorzellen gleich hohe Lyseraten aufwies wie ein 1gG1-Antikorper
(Zalutumumab, 2F8) [73]. Aus Mausmodellen gibt es zudem Daten, dass Neutrophile
einen Anteil am Effekt therapeutischer Antikorper haben [96]. Ein direkter Vergleich zu
den Verhaltnissen im Menschen gestaltet sich jedoch aufgrund speziestypischer
Unterschiede schwierig. Dies hat besonders weitreichende Implikationen fur
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myeloische Zellen und IgG2-Antikorper: der einzige Fc-Rezeptor, an den 1gG2-
Antikorper effektiv binden konnen, ist der FcyRlla (CD32a) [35]. Genau dieser fehlt
Mausen jedoch [36]. Experimente, bei denen auf menschlichen Neutrophilen der
FcyRIl blockiert wurde, inhibierten die PMN-vermittelte Zytotoxizitat nahezu
vollstandig, wahrend sich die Aktivitat der mononuklearen Zellen (v.a. NK-Zellen) nicht
signifikant unterschied. Zudem fehlt Mausen der FcyRIlllb (CD16b), der die 1gG1-
vermittelte PMN-ADCC inhibierte, nicht aber die NK-Zell-ADCC [36]. IgG2 bindet an
den FcyRIllb nicht mit relevanter Affinitat. Es liel3e sich also schlussfolgern, dass in
Mausexperimenten die Effektivitat von 1gG1-Antikbrpern Uber- und die von IgG2-
Antikorpern unterschatzt wurde. Aus dem Grunde ist der Einfluss der myeloischen
Zellen basierend auf Daten, die in Mausexperimenten gewonnen wurden, schwierig
einzuschatzen. Eine quantitative Wichtung der Effektivitat von 1gG1 und IgG2 ist

ebenso schwierig.

In der Analyse klinischer Studien erwiesen sich bestimmte Polymorphismen des
insbesondere auf NK-Zellen exprimierten FcyRIllla sowie des vermehrt auf
myeloischen Zellen vorhandenen FcyRlla als positive Marker fur das Ansprechen auf
eine Cetuximab-Therapie [97-99]. Dies kann als Hinweis auf die Wichtigkeit
zellvermittelter Mechanismen in der EGFR-Antikorpertherapie in vivo zu werten sein.
Passend zu den eigenen Ergebnissen konnte in vitro fur den 1gG2-Antikorper
Panitumumab ein positiver Einfluss des Polymorphismus R131H des FcyRlla im PMN-
ADCC gezeigt werden, wahrend der 1gG1-Antikorper Zalutumumab nicht profitierte
[73]. Anders als NK-Zellen ricken PMN jedoch erst allmahlich in den Fokus. Neuere
Untersuchungen haben etwa fur das nichtkleinzellige Bronchialkarzinom
herausgefunden, dass Neutrophile die zahlenmafig grofdte Immunzellentitat innerhalb
des Tumors darstellen [100]. Fur das nichtkleinzellige Bronchialkarzinom und fur das
Adenokarzinom des Magens ist ferner bekannt, dass eine hohe Zahl neutrophiler
Granulozyten im peripheren Blut mit einer schlechten Prognose korreliert [101, 102].
Diese Beobachtung zeigte sich auch bei den intratumoralen PMN bei vielen anderen
Tumorentitaten. Bezeichnenderweise ging die Prasenz von Plasmazellen als
Vermittler der humoralen Immunitat mit einer besonders guten Prognose hervor [53].
Im Lichte der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse drangt sich die Frage auf, ob
sich die vorhandenen PMN im Sinne der Antikorpertherapie nutzen lassen. 1gG2-

Antikorper konnten dann bevorzugt zur Anwendung kommen. Anlass zur Skepsis gibt
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die zunehmende Evidenz, dass es sich bei diesen intratumoralen PMN um sogenannte
myeloide Suppressorzellen (engl. myeloid-derived suppressor cell, MSDC) handelt,
die sich schwerlich gegen den Tumor richten lief3en [103]. Deren Einfluss speziell auf

die Tumorimmuntherapie ist aktuell noch nicht untersucht.

4.3. Immunkontrollpunkt-Inhibitoren in der Tumortherapie

Antikorper, die gegen negative Kontrollpunkte des Immunsystems gerichtet sind und
somit deren inhibitorische Wirkung aufheben konnen, sind in der Forschung wie auch
in der klinischen Anwendung weit etabliert [60]. Fur die Anwendung am Menschen sind
ausschlieBlich Antikorper auf dem Gebiet der T-Zell-vermittelten Immunitat zugelassen
[61]. Besondere Bekanntheit in diesem Zusammenhang besitzen die
Oberflachenproteine programmed cell death 1 (PD-1) bzw. der Ligand (PD-L1), sowie
das cytotoxic T lymphocyte antigen 4 (CTLA-4). Antikdrper gegen diese Proteine
unterdrucken  deren inhibierende Wirkung auf die T-Zellfunktion und sind
insbesondere auf dem Gebiet der soliden Tumoren zugelassen [62]. Fur weitere
Indikationen und Tumorentitaten wurden in jungerer Vergangenheit vielversprechende
Ergebnisse von Phase IlI-Studien publiziert, etwa fur Brustkrebs und das
nichtkleinzellige Bronchialkarzinom [104, 105]. Mit den Rezeptoren CD47 und SIRPa
ist erst ein einziger, fur die angeborene Immunitat relevanter Immunkontrollpunkt in
der klinischen Erprobung. Der Einfluss der CD47/SIRPa-Interaktion ist im Hinblick auf
die Aktivierung von Makrophagen sowohl in vitro als auch im Mausmodell gut
untersucht. Wurde die Interaktion inhibiert, zeigte sich eine Steigerung der
Phagozytoseraten bei einer Reihe von Tumorzelllinien, darunter solchen der akuten
myleoischen Leukamie, des Non-Hodgkin Lymphoms und vieler Karzinomentitaten
[106]. Als wirksame Strategie erwies sich hierbei sowohl die Blockade von CD47 als
auch von SIRPa. Die Blockade von CD47 beim kleinzelligen Bronchialkarzinom
inhibierte nicht nur das Tumorwachstum in der Maus, sondern steigerte auch die
Sezernierung proinflammatorischer Zytokine, so dass damit weitere Makrophagen
rekrutiert werden konnten [107]. Eine Studie in einem Glioblastom-Xenograftmodell in
der Maus ergab, dass bei Gabe eines CD47-Antikorpers der intratumorale Anteil der
M1-Makrophagen stark stieg, wahrend in unbehandelten Tieren der M2-Phanotyp
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vorherrschte [108]. Das in der vorliegenden Arbeit gezeigte zytotoxische Potenzial
gerade der M1-ahnlichen Makrophagen gewinnt durch diese Beobachtungen eine
neue Dimension. Lohnend konnte auch ein naherer Blick auf die Schnittpunkte
verschiedener Checkpoint-Inhibitoren sein. Fur die CTLA-4-Antikorper weily man, dass
die FcyR-vermittelte Eliminierung regulatorischer T-Zellen (v.a. durch Makrophagen)
innerhalb des Tumormikromilieus einen Teil der Wirksamkeit dieser Antikorper
ausmacht [109, 110]. Mit Ipilimumab als IgG1-Antikorper und Tremelimumab als 1gG2-
Antikorper existieren zwei zugelassene CTLA-4-Antikorper verschiedenen Isotyps. In
einem Vergleich CTLA-4-blockierender Antikorper in einem Mausmodell mit humanen
Fcy-Rezeptoren konnte fur IgG1 und 1gG2 eine gleich hohe Antitumoraktivitat
nachgewiesen werden. Die Aktivitat konnte durch biotechnologisch verbesserte
Rezeptoraffinitat des Antikorpers noch gesteigert werden und verschwand, wenn man
die Affinitat verringerte [111]. Basierend auf den Daten der vorliegenden Arbeit
bezuglich IgG2-Antikorpern, der CD47-Blockade und deren
Kombinationsmoglichkeiten (s.u.) gibt es einige Fragestellungen, die sich daran
anknupfen. Das grol3e Interesse an den Immunkontrollpunkt-Inhibitoren durfte auch
der Erforschung derartiger Systeme fur die myeloische Zellreihe Auftrieb geben.
Mehrere CD47-inhibierende Therapeutika, darunter auch Antikorper, befinden sich
gegenwartig in frihen klinischen Studien, deren Ergebnisse es abzuwarten gilt [112,
113]. Gebremst werden die enormen Hoffnungen und Erwartungen an diese neue
Therapiestrategie jedoch durch die teils hohe Toxizitat, die ein Eingriff in die komplexe
Regulierung des Immunsystems mit sich bringt [62]. Das ubiquitare Vorkommen von
CD47, unter anderem auch auf Erythrozyten, erwies sich zwischenzeitlich als
nachteilig. So mussten zwei frUhe Studien wegen des Auftretens von Anamien
abgebrochen werden [106]. Gegenwartig wird an Strategien zur besseren
Vertraglichkeit gearbeitet. Die durchgefuhrten Studien verdeutlichen auch, dass viele
Patienten nicht auf die Therapie mit Immunkontrollpunkt-Inhibitoren ansprechen oder
der Tumor Resistenzen entwickelt [114]. Unter anderem deswegen erreicht man
derzeit mit der Hinzunahme einer Immuntherapie zur konventionellen zytoreduktiven
Therapie fast ausschlieB3lich einen Tumorregress, nicht aber eine Heilung — und das
angesichts der Nebenwirkungen zu einem hohen Preis [115]. Im Hinblick auf kinftige
Entwicklungen in der Inhibition myeloischer Immunkontrollpunkte ist dies jedoch nicht
nur Herausforderung, sondern auch Chance: so ist derzeit noch nicht geklart, welches
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Potenzial die zusatzliche starkere Aktivierung des angeborenen Immunsystems

entfalten konnte.

4.3.1. CDA47 als ,Tarnkappe“ bei der Tumorentstehung und -progression

CD47/SIRPa ist als negatives Signal fur die Aktivierung myeloischer Zellen derzeit fur
die Tumortherapie am interessantesten und auch am besten erforscht. Die
Implikationen von CD47 reichen indes tiefer als bis zur Nutzung fur eine
Immunkontrollpunkt-Inhibition. Eine etablierte Vorstellung Uber die Biologie maligner
Tumoren ist die der Krebsstammzellen [116, 117]. Kurz beschrieben geht sie trotz
heterogener Zellqualitaten innerhalb eines Tumors von einer Klonalitat aller Zellen aus.
Analog zum Prinzip der Stammzellen in gesundem Gewebe bleibt stets ein gewisser
Bestand an Tumorstammzellen mit uneingeschranktem Replikationspotenzial im
Hintergrund erhalten. Dieser vermittelt einen stetigen Nachschub an hierarchisch
organisierten Tochterzellen. Nach makroskopischer Elimination im Rahmen der
Therapie des Primartumors konnen diese Stammzellen persistieren und spater ein
Lokal- oder Fernrezidiv bilden. Zellen mit stammzellahlichen Eigenschaften sind es
letztlich, welche sich im Rahmen der epithelial-mesenchymalen Transition aus dem
Zellverband l6sen und metastasieren konnen [118]. Interessanterweise konnten
Krampitz et al. auf einer stammzellahnlichen Tumorzellpopulation in neuroepithelialen
Tumoren des Pankreas (PanNET) das CD47-Protein in gro3erer Menge nachweisen
als auf anderen Zellen des gleichen Tumors [119]. Diese Zellen sind sowohl im
Initialstadium eines Tumors relevant als auch bei dessen Progress bzw.
Metastasierung. Ferner wurde im Mausexperiment anhand eines CD47-blockierenden
Antikorpers gezeigt, dass nach Injektion von PanNET-Zellen in das Pankreas sowohl
das Wachstum und die Metastasierung verhindert, als auch das Gesamtuberleben der
Mause verlangert werden konnte [119]. Insofern ergeben sich fur die Inhibition des
Moleklls CD47 oder von SIRPa — sei es durch einen Antikorper oder neuere
rekombinante Verfahren wie etwa I0sliche SIRPa-Fc Proteine - wichtige
therapeutische Implikationen, die sich z. T. bereits in der klinischen Erprobung
befinden. Die Hinweise auf die Bedeutung von CD47 fur die Tumorgenese und -
metastasierung konnen auch als Hinweise auf die Bedeutung und das Potenzial des

angeborenen Immunsystems bei diesen zentralen Mechanismen aufgefasst werden.
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4.4. Ausblick: Kombination von IgG2-Antikorpern mit der CD47/SIRPa-
Blockade

Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, konnte die Kombination von CD47/SIRPa-Inhibition
und EGFR-Antikorpern kunftig eine Option mit tiefgreifenden therapeutischen Effekten
darstellen. Aus den in dieser Arbeit vorgestellten Daten wird ersichtlich, dass der 1IgG2-
Antikorper ein bislang unterschatztes, zytotoxisches Potenzial in Verbindung mit
myeloischen Zellen besitzt. Das macht einige Szenarien der Kombination
verschiedener Antikorper denkbar. Fir das fortgeschrittene maligne Melanom etwa
wies in einer Studie die Kombination eines CTLA-4- und eines PD-1-Inhibitors ein
langeres progressionsfreies Uberleben auf als eine Therapie mit nur je einem der
beiden Antikdrper [120]. Die Effekte konnen sich also durchaus addieren.
Angeborenes und adaptives Immunsystem sind in der Antikorpertherapie nicht als
zwei streng getrennte Systeme zu betrachten. So fuhrte der Einsatz eines CD47-
blockierenden Antikorpers in vivo dazu, dass sich die Antwort zytotoxischer T-Zellen
auf Tumorzellen deutlich steigern liel3 [121]. Dies stellt eine weitere Rationale fur die
simultane Inhibition verschiedener Immunkontrollpunkte dar: immerhin macht dieser
Brickenschlag zwischen Inhibition eines myeloischen Kontrollpunktes und
gesteigerter T-Zellantwort eine erworbene Antitumorimmunitat denkbar. Insofern ist zu
erwarten, dass die therapeutische Verknipfung mehrerer Angriffspunkte in der
Tumorimmuntherapie ein vielversprechender Ansatz ist. Klinisch noch nicht erprobt ist
die Kombination eines EGFR-Antikorpers mit einem Checkpoint-Inhibitor. In der Studie
von Krampitz et al. konnte sowohl fur Cetuximab als auch fur Panitumumab gezeigt
werden, dass im Mausexperiment eine Kombination mit einem CD47-blockierenden
Antikorper die Tumorlast starker reduziert als der jeweilige EGFR-Antikorper oder
CDA47-Antikorper allein [119]. Eine andere Studie konnte eine verbesserte
Phagozytoserate bei Kombination sowohl von Cetuximab als auch Panitumumab mit
einem SIRPa-blockierenden Antikorper zeigen [122]. Fur die Kombination von
Rituximab und einem CD47-Antikorper (Magrolimab, huS5F9-G4) gibt es bereits erste
positive Daten [123]. Magrolimab wird derzeit in Kombination mit Cetuximab beim
kolorektalen Karzinom und mit dem PD-L1 Inhibitor Avelumab beim Ovarialkarzinom
erprobt, sodass es in Zukunft erste Antworten auf die Frage nach der Effektivitat
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verschiedener Antikorperkombinationen geben durfte [124]. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit erscheint vor allem die Kombination aus einem IgG2-Antikorper
und einer Inhibition von CD47 oder SIRPa als spannender Ansatz, um das klinische

Repertoire in der Antikorper-Immuntherapie auszuweiten.

Eine weitere Strategie, um die Antikorpertherapie effizienter zu gestalten, ist die
Verstarkung der Immunantwort durch aktivierende Signale. In der vorliegenden Arbeit
ist exemplarisch GM-CSF zum Einsatz gekommen. Das Zytokin ist sowohl praklinisch
als auch in Studien als potenter Aktivator der immunologischen Antitumorantwort
erprobt [125-127]. Ein anderer Ansatz, etwa fur Lungen- und Pankreaskarzinome, ist
die Injektion biotechnologisch modifizierter, GM-CSF-sezernierender Tumorzellen,
welche eine adaptive Immunantwort gegen den eigentlichen Tumor anregen sollen
[128, 129]. Die fur die Aktivierung neutrophiler Granulozyten effektivste Kombination
war die aus 1gG2-Antikorper, CD47-Inhibition und GM-CSF-Stimulation. Gerade
Neutrophile stellen einen wesentlichen Anteil am Tumormikromilieu und lagen als
potenzielle Effektorzellen zahlreich vor [100]. Daher kann auch das Hinzuziehen
immunologisch aktivierender Signale ein weiterer Ansatzpunkt sein, um das
Ansprechen des Immunsystems auf die Therapie mit immunologischen Verfahren

weiter zu verbessern.
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5. Zusammenfassung

Mit Cetuximab, Necitumumab und Panitumumab sind gegenwartig drei gegen den
epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) gerichtete Antikorper fur die
Behandlung epithelialer Karzinome zugelassen. Wahrend Cetuximab und
Necitumumab zum Immunglobulin G (IgG)-Isotyp 1 gehdren, ist Panitumumab ein
IgG2-Antikorper. Nur von IgG1-Antikdrpern ist man der Auffassung, dass diese in der
Lage seien, mittels spezieller Bindungsstellen die Zerstorung der Tumorzellen
vermitteln zu konnen. Zu diesen indirekten Effekten gehdren die Aktivierung des
Komplementsystems (komplementvermittelte Zytotoxizitat) und die Rekrutierung von
Immunzellen (antikorperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat). Der IgG2-Isotyp wird
hingegen fur immunologisch inert gehalten und praferenziell dann ausgewahlt, wenn
keine der oben erwahnten Effekte gewlnscht sind. Entgegen den Annahmen zeigte
Panitumumab in Vorstudien jedoch eine starke Aktivierung myeloischer Zellen und
erwies sich in vergleichenden klinischen Studien als gleichwertig effektiv wie
Cetuximab. Ziel dieser Arbeit war vor diesem Hintergrund eine detaillierte
Charakterisierung der immunologischen Effektorfunktionen von gegen den EGFR
gerichteten 1gG1- und lgG2-Antikorpern. Die Analyse des Bindungsverhaltens der
nachfolgend benutzten Antikorper (Cetuximab, Panitumumab, Zalutumumab) erfolgte
mittels  indirekter Durchflusszytometrie. Auch die Bestimmung relevanter
Oberflachenmarker auf Makrophagen, Granulozyten und Zielzelllinien erfolgte im
Durchflusszytometer. Die Effektorzellen wurden aus frischem antikoaguliertem Blut
freiwilliger Spender gewonnen. Makrophagen wurden zusatzlich nach Adhasion unter
Zytokineinfluss in proinflammatorische M1-ahnliche sowie regulatorische M2-ahnliche
Makrophagen differenziert. Die antikOrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat wurde
Uber die Messung der Freisetzung eines radioaktiven Chrom-Isotops aus den
Zielzellen bestimmt, welche vorher mit diesem inkubiert wurden und dessen
Freisetzung sich linear zur Zytotoxizitat verhalt. Der Einfluss von CD47 wurde simuliert,
indem Zelllinien verwendet wurden, welche mittels gentechnischer Verfahren
entweder kein CD47 oder reduzierte Mengen des Molekuls auf der Oberflache tragen.
Die Bindung der verschiedenen EGFR-Antikorper unterschied sich nicht. 1I9gG1-, aber
auch 1gG2-Antikorper induzierten effektive Zytotoxizitaten gegenuber Tumorzellen in
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Anwesenheit myeloischer Effektorzellen wie M1-Makrophagen und neutrophile
Granulozyten, nicht aber mit M2-Makrophagen. Die Zytotoxizitat mittels Granulozyten
war bei Zelllinien mit mittlerer bis niedriger Expression des Zielantigens mit dem IgG2-
Antikorper im Vergleich zum IgG1-Antikorper signifikant besser. Ferner konnte gezeigt
werden, dass das ,iss mich nicht” — Signal des Molekuls CD47 auf der Oberflache der
Zielzellen die Aktivierung sowohl von Makrophagen als auch von Granulozyten durch
beide Isotypen stark reguliert. In der Zusammenschau konnte zum einen gezeigt
werden, dass, anders als angenommen, auch IgG2-Antikorper effektive indirekte
Effektormechanismen vermitteln konnen. Sie sind potente Aktivatoren myeloischer
Effektorzellen und im Vergleich zu IgG1-Antikorpern besser in der Aktivierung
neutrophiler Granulozyten. Die Aktivitaten der myeloischen Effektorzellen werden
zudem stark negativ durch CD47 auf den Tumorzellen reguliert. Im Hinblick auf die
gleiche klinische Effektivitat von Cetuximab (IgG1) und Panitumumab (IgG2) bergen
beide Aspekte neue Mdglichkeiten fur eine zukunftige differenziertere Verbesserung
der antikdrpervermittelten Tumortherapie.
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7. Anhang

7.1. Zelllinien

Zelllinie  Tumorentitat Bezogen von Kulturbedingungen
A1207  Glioblastom Dr. Aaronson, Dulbecco’s Modified Eagle
National Cancer Medium (DMEM) + 10 %
Institute, NIH, hitzeinaktiviertes fetales
Bethesda, MD, Kalberserum (HI-FCS) +
usS 100 U/ml Penicillin und 100
pg/ml Streptomycin
(Pen/Strep)
A431 Epidermoid-Karzinom  Deutsche Roswell Park Memorial
der Vulva Sammlung von Institute 1640 (RPMI-1640)

Mikroorganismen + 10 % HI-FCS + Pen/Strep
und Zellkulturen

(DSMZ),

Braunschweig,

DE
A431 Epidermoid-Karzinom  Prof. Dr. Timo RPMI-1640 + 10 % HI-FCS
CD47 der Vulva van den Berg, + Pen/Strep
Ko- Amsterdam, NL

Variante

A431 Epidermoid-Karzinom  Prof. Dr. Timo RPMI-1640 + 10 % HI-FCS

scr- der Vulva van den Berg, + Pen/Strep
Variante Amsterdam, NL
Kyse-30 Plattenepithelkarzinom DSMZ, 45 % RPMI-1640 + 45 %
des Osophagus Braunschweig, Ham'’s F-12 + 10 % HI-FCS
DE + Pen/Strep
Kyse- Plattenepithelkarzinom DSMZ, 49 % RPMI-1640 + 49 %
150 des Osophagus Braunschweig, Ham'’s F-12 + 2 % HI-FCS +
DE Pen/Strep
SAT Plattenepithelkarzinom Prof. Dr. M. DMEM + 10 % HI-FCS +
der Mundhdhle Binder, Pen/Strep
Hamburg, DE
SCC-25 Plattenepithalkarzinom Prof. Dr. M. DMEM + 20 % HI-FCS +
der Zunge Binder, Pen/Strep
Hamburg, DE
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7.2. Materialliste

Bezeichnung Hersteller/Quelle

Reagenzien und Puffer

51Chrom

Aqua dest.
Bromphenolblau
Ethanol 99%

Ethanol, vergallt, >99%
Ficoll-Paque™ PLUS

Hartmann Analytic, Braunschweig, DE
Gibcol/Life Technologies, Carlsbad, CA, US
Merck, Darmstadt, DE

Merck, Darmstadt, DE

Bufa Chemikalien, Hude, DE

GE Healthcare, Chicago, IL, US

Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe, DE
Lipopolysaccharid von Escherichia Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US
coli O111:B4

Natriumazid Merck, Darmstadt, DE
Natriumdodecylsulfat Carl Roth, Karlsruhe, DE
Optiphase Super Mix Perkin Elmer, Waltham, MA, US

Paraformaldehyd
Phosphat-gepufferte Saline (PBS)
1x/10x

Polymorhprep™

Puromycin

Triton X-100

Trypanblau-Lésung

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US

Gibco/Life Technologies, Carlsbad, CA, US

Progen, Heidelberg, DE

Gibco/Life Technologies, Carlsbad, CA, US

Merck, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US

Medien/Zellkulturreagenzien

Accutase

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, US

Cell Dissociation Buffer
Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) + 4,5 g/l D-
Glucose + L-Glutamin

Fetales Kalberserum (FCS)
Geneticin

Gentamicin

Ham’s F-12 Medium

Monocyte Attachment Medium
OptiMEM™ modifiziertes Eagle's
Minimum Essential Medium +
HEPES + 2,4 g/l
Natriumbicarbonat + L-Glutamin
Penicillin/Streptomycin

Gibco/Life Technologies, Carlsbad, CA, US
Gibcol/Life Technologies, Carlsbad, CA, US

Gibco/Life Technologies, Carlsbad, CA, US
Gibcol/Life Technologies, Carlsbad, CA, US
Gibco/Life Technologies, Carlsbad, CA, US
Lonza, Walkersville, MD, US

PromoCell, Heidelberg, DE

Gibcol/Life Technologies, Carlsbad, CA, US

Gibco/Life Technologies, Carlsbad, CA, US
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Hersteller/Quelle

Medien/Zellkulturreagenzien ff.

Roswell Park Memorial Institute
1640 (RPMI-1640) + Glutamax-| +
25 mM HEPES

X-Vivo™ 15-Medium

Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, US

Lonza, Walkersville, MD, US

Proteine

Bovines Serumalbumin,
proteasefrei

Intratect®, humanes intravendses
Immunglobulin G, 50 g/l
Rekombinanter humaner
Granulozyten-Monozyten-Kolonie-
stimulierender Faktor (GM-CSF)
Rekombinanter humaner
Makrophagen-Kolonie-
stimulierender Faktor (M-CSF)
Rekombinantes humanes
Interferon-y

Rekombinantes humanes
Interleukin-4

Trypsin/EDTA 0,05 %, phenolrot

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Biotest, Dreieich, DE

Peprotech, Cranbury, NJ, US

Peprotech, Cranbury, NJ, US

Peprotech, Cranbury, NJ, US
Peprotech, Cranbury, NJ, US

Gibcol/Life Technologies, Carlsbad, CA, US

Testkits

MycoAlert™ Mycoplasma
Detection Kit

Lipofectamine™ 2000 Transfection
Kit

Lonza, Walkersville, MD, US

Invitrogen, Carlsbad, CA, US

Antikorper

anti-human CD16, 3G8, murin-
IgG1, PE-gekoppelt

anti-human CD20, C2B8, murin-
lgG1

anti-human CD20,
Rituximab/C2B8, chimarer human-
/murin 1gG1

anti-human CD32, 2E1, murin-
lgG2a, PE-gekoppelt

anti-human CD47, B6H12, murin-
lgG1

Beckman Coulter, Brea, CA, US
Genmab, Utrecht, NL

Hoffmann-La Roche, Basel, CH (Uber die
Apotheke bezogen)

Beckman Coulter, Brea, CA, US

BioXCell, West Lebanon, NH, US
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Hersteller/Quelle

Antikorper ff.

anti-human CD47, REA220,
human-lgG1, PE-gekoppelt
anti-human CD64, 22, murin-IgG1,
PE-gekoppelt

anti-human CD80, REA661,
human-lgG1, PE-gekoppelt
anti-human CD163, REA812,
human-lgG1, PE-gekoppelt
anti-human SIRPa, REA144,
human-lgG1, PE-gekoppelt
anti-human EGFR,
Cetuximab/225, chimarer human-
/murin 1gG1

anti-human EGFR,
Matuzumab/h425, humanisierter
lgG1

anti-human EGFR, Matuzumab/
m425, murin-1gG1

anti-human EGFR,
Panitumumab/E7.6.3,
humanisierter IgG2

anti-human EGFR,
Zalutumumab/2F8, humanisierter
lgG1 sowie 1IgG2

anti-human Kappa-Leichtkette,
polyklonaler Ziege-IgG, FITC-
gekoppelt

anti-Maus 1gG, polyklonaler Ziege-
IgG, FITC-gekoppelt
Isotyp-KontrollantikGrper, human-
lgG1, PE-gekoppelt
Isotyp-KontrollantikGrper, murin-
lgG 1k, PE-gekoppelt

Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach, DE
Beckman Coulter, Brea, CA, US

Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach, DE
Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach, DE
Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach, DE

Merck, Darmstadt, DE (Uber die Apotheke
bezogen)

Prof. Dr. M. Cragg, Southampton, UK

Prof. Dr. M. Cragg, Southampton, UK

Amgen Europe, Breda, NL (Uber die
Apotheke bezogen)

Genmab, Utrecht, NL

Southern Biotech, Birmingham, AL, US

Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA,
us
Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach, DE

Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach, DE

Verbrauchsmaterialien

Biosphere Filter Tips steril, farblos
(2,5 pl, 10 pl, 100 pi, 1000 pl)
Combitips® advanced 2,5 ml,
steril/unsteril
FACS-Probenréhrchen

Sarstedt, Numbrecht, DE
Eppendorf, Hamburg, DE

Sarstedt, NUmbrecht, DE
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Bezeichnung Hersteller/Quelle
Verbrauchsmaterialien ff.
Filtertips Stackpack 200 pl Sarstedt, Numbrecht, DE

Flexible Testplatte, 96 Well, PET, Perkin Elmer, Waltham, MA, US
unsteril

Mikro-Schraubrohren (1,5 ml, Sarstedt, NUumbrecht, DE

2 ml), steril

Mikrotestplatten, 96-Well, flacher Sarstedt, Numbrecht, DE
Boden, steril

Mikrotestplatten, 96-Well, Greiner, Kremsmunster, AU
konischer Boden, unsteril

Mikrotestplatten, 96-Well, runder Sarstedt, NUmbrecht, DE
Boden, steril

Reagiergefalde (0,5 ml, 1,5 ml, Sarstedt, Numbrecht, DE
2 ml)
Safety-Multifly®-Kanule Sarstedt, Numbrecht, DE

Schraubroéhrchen (15 ml, 50 ml) Sarstedt, Numbrecht, DE
Serologische Pipetten, steril (2 ml, Sarstedt, NUumbrecht, DE
10 ml, 25 ml, 50 ml)

S-Monovette®, 9NC Sarstedt, Numbrecht, DE

TC-Platte, 6-Well, flach, steril Sarstedt, Numbrecht, DE

Tip Systembox Sarstedt, Numbrecht, DE

TopSeal™ A Plus Perkin Elmer, Waltham, MA, US
Verschlussfolie Parafim® Bemis, Neenah, WI, US

Zellkulturflasche Nunc™ Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, US
EasYFlask™ (25 cm?, 75 cm?,

175 cm?)

Zellkulturflaschen, Standard, mit Sarstedt, NUmbrecht, DE
Filter, steril (25 cm?, 75 cm?,

175 cm?)

Zellschaber Sarstedt, Numbrecht, DE

Zellsieb Falcon™ 70 ym BD Biosciences, Bedford, MA, US
Gerate

Biologische Sicherheitswerkbank Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, US
Herasafe™

Durchflusszytometer Epics™, Beckman Coulter, Brea, CA, US

Navios™

Eismaschine AF206 Scotsman Ice, Vernon Hills, IL, US
Heraeus™ Megafuge™ 1.0 R Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, US
Lichtmikroskop (Axiostar Plus, Zeiss, Oberkochen, DE

Axiovert 40C)

Neubauer Zahlkammer 0,1 mm Paul Marienfeld, Lauda-Konigshofen, DE
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Bezeichnung Hersteller/Quelle

Gerate ff.

Pipettierhilfe Pipetus® Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, DE
Pipettierthilfe Sarpette® automatic  Sarstedt, Numbrecht, DE

Pipette Multipette® Plus Eppendorf, Hamburg, DE

Pipette Reference® (0,1 — 2,5 yl, Eppendorf, Hamburg, DE
0,5-10 pl, 10 =100 pl, 100 —

1000 pl)

Pipette Research® Plus (0,1 -2,5 Eppendorf, Hamburg, DE
pl, 0,5 =10 pl, 10 — 100 pl)

Szintillationsmesser MicroBeta Perkin Elmer, Waltham, MA, US

Trilux

Vortex Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, NY, US

Waage XB 120a Precisa Gravimetrics, Dietikon, CH

Wasserbad Memmert, Schwabach, DE

Zellinkubator Heracell™ 240 Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, US

Software

1450 MicroBeta Workstation Perkin Elmer, Waltham, MA, US

Software

FACS-Analysesoftware Kaluza Beckman Coulter, Brea, CA, US

Feng Zhang gRNA Design Tool Labor Feng Zhang, online unter
http.//crispr.mit.edu/

GraphPad Prism, Versionen 4, 5, Graphpad, La Jolla, CA, US
7,8,9

Microsoft Office, Version 2013, Microsoft, Redmond, WA, US
Version 365
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