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Zusammenfassung

Humane IgA-Antikorper aktivieren Granulozyten fiir die antikdrperabhdngige zellvermittelte
Zytotoxizitat (ADCC) von Tumorzellen effektiver als die bisher in der Tumortherapie zugelassenen
Antikdrper vom IgG-Isotyp. Durch Modifikationen der IgA-Antikdrper konnte in vorangegangen
Studien eine Verbesserung biochemischer und funktioneller Eigenschaften erzielt werden und
letztlich ein optimierter IgA2m(1)-Antikérper produziert werden, der eine signifikant verbesserte
Pharmakokinetik und Therapieeffektivitat in vivo aufwies. Dieser monomere, gegen den Epidermal-
Growth-Factor-Rezeptor (EGFR) gerichtete und als IgA2.0 bezeichnete Antikdrper war Ausgangspunkt

dieser Arbeit.

Fir die Analyse der IgA-abhangigen granulozytenvermittelten Zytotoxizitdt wurde zunachst eine
markierungsfreie, impedanzbasierte Echtzeit-Messung an adhdrent wachsenden Tumorzellen
etabliert. Kurzzeitmessungen bestatigten die Ergebnisse aus bisherigen Freisetzungstests,
bekraftigten die Korrelation der Effektivitat mit der EGFR-Expression auf der Oberflache der Zielzellen
und unterstitzten zudem Trogoptose als zugrundeliegenden Mechanismus der Zytotoxizitdt der
Granulozyten gegeniber den Tumorzellen. Die neue Moglichkeit der Langzeitmessung ergab
tumorzelllinienspezifische Kinetiken und liel} auf eine Erschopfung der Granulozyten schliefen, mit
der Konsequenz eines Wiederauswachses der nicht vollstdandig abgetéteten Tumorzellen.

Der in dieser Arbeit hergestellte IgA-Antikorper mit der Bezeichnung IgA3.0, stellt eine
Weiterentwicklung des IgA2.0 dar. Dabei zeigte IgA3.0 eine effektive Dimerisierung mittels der J-
Chain und erwies sich durch die kovalente Verbindung der schweren und leichten Ketten als stabiler
gegenliber dem IgA2-Wildtyp. Funktionelle Experimente konnten verbesserte Fab-vermittelte
Funktionen, wie die Wachstumsinhibition von Tumorzellen, sowie eine verbesserte FcaRI-Bindung im
Vergleich zum IgA2.0 nachweisen. Entgegen fritherer Studien, die eine Uberlegenheit der dimeren
gegenilber den jeweiligen monomeren IgA-Antikdrpern zeigten, Ubertrug sich die verbesserte
Rezeptorbindung des IgA3.0 nicht auf die Funktionalitit im ADCC-Assay. Im impedanzbasierten
ADCC-Assay wurde eine verminderte Effektivitit im Vergleich zum IgA2.0 gegeniiber den
untersuchten HPV- Kopf-Hals-Tumorzelllinien beobachtet. Interessanterweise zeigte sich das
optimierte Dimer bei den HPV* Kopf-Hals-Tumorzelllinien den anderen Dimeren (iberlegen und
dhnlich effektiv wie das IgA2.0-Monomer. Der Uberstand der HPV* Zelllinien enthielt signifikant mehr
sCD147 (soluble, l6sliches CD147) und induzierte deutlich geringere Mengen an mCD147
(membranstidndiges CD147) auf den Granulozyten. Die mCD147 Dichte auf den Granulozyten
korreliert mit der ADCC-Effektivitat und eignet sich als pradiktiver Marker fir die IgA-abhdngige
ADCC. Die Zugabe von sCD147 steigerte die ADCC-Effektivitdt des IgA3.0 dosisabhangig. Die Farbung

von Gewebemikroarrays von Peniskarzinompatienten, einer weiteren HPV-assoziierten Tumorentitat,



Vil

zeigte eine gesteigerte CD147-Expression im Tumorzentrum und identifizierte auf diese Weise im
Zusammenhang mit myeloischem Infiltrat HPV* Patienten mit einem erhéhten
Metastasierungspotential.

Die Anwendung der optimierten IgA-Antikorper im ADCC-Assay an adharenten Tumorzelllinien ergab,
dass auch Tumorpatienten mit infiltrierenden Neutrophilen und einem Markerprofil, welches mit
einer schlechten Prognose einhergeht (hohe EGFR-Expression, hohe CD147-Expression), in Zukunft

vermutlich von einer IgA-Antikérperbasierten Immuntherapie profitieren konnten.



Summary

IgA antibodies in tumortherapy — functional evaluation of polymeric isoforms

Human IgA antibodies engage granulocytes for antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
(ADCC) of tumor cells more effectively than the antibodies of the IgG isotype so far approved for
tumor therapy. In previous studies, engineering of the IgA antibodies has improved their biochemical
and functional properties. This led to the development of an optimized IgA2m(1) antibody with
significantly enhanced pharmacokinetics and therapeutic efficacy in vivo. This monomeric IgA
targeting the epidermal growth factor receptor (EGFR), designated IgA2.0, served as the starting

point of this work.

A label-free, impedance-based real-time measurement for the analysis of IgA-dependent
granulocyte-mediated cytotoxicity was established, that uses adherently growing tumor cells. Short-
term measurements confirmed the results from previous release assays and reaffirmed the
correlation of efficacy with EGFR surface expression on the target cells, while supporting trogoptosis
as the underlying mechanism of granulocyte cytotoxicity towards tumor cells. The possibility of long-
term measurement revealed tumor cell line-specific kinetics and suggested that granulocytes were
exhausted, which resulted in the regrowth of tumor cells that had not been eliminated due to

insufficient ADCC.

The IgA antibody produced in this work designated 1gA3.0, represents a further development of
IgA2.0. It showed effective dimerization utilizing the J-chain and proved to be more stable than the
IgA2 wildtype due to the covalent connection of the heavy and light chains. Functional experiments
demonstrated improved fab-mediated functions, such as growth inhibition of tumor cells, and
enhanced FcaRl binding compared to IgA2.0. However, contrary to previous studies that
demonstrated superiority of the dimeric variants compared to the respective monomeric IgA
antibodies, the improved receptor binding of IgA3.0 did not translate into efficacy of the ADCC-assay.
In impedance-based ADCC assays IgA3.0 showed reduced effectiveness against the investigated HPV
head and neck tumor cell lines compared to I1gA2.0. Interestingly the optimized dimer outperformed
the other dimers against the HPV* head and neck tumor cell lines and was found to be similarly
effective as the IgA2.0 monomer. The supernatant of the HPV”* cell lines contained significantly more
sCD147 (soluble) and induced notably lower amounts of mCD147 (membranous) on the
granulocytes. The mCD147 density on the granulocytes correlated with ADCC efficacy and is suitable
as a predictive marker for IgA-dependent ADCC. Addition of sCD147 increased the ADCC efficacy of

the IgA3.0 in a dose-dependent manner. Staining of tissue microarrays from penile cancer patients,



another HPV-associated tumor entity, revealed increased CD147 expression in the tumor center and

marked, in association with myeloid infiltrate, HPV* patients with higher metastatic potential.

Using optimized IgA antibodies in the ADCC-assay on adherently growing tumor cell lines showed
that tumor patients with infiltrating neutrophils and a marker profile associated with poor prognosis
(high EGFR expression, high CD147 expression) could potentially benefit from IgA antibody-based

immunotherapy in future.
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1 Einleitung

1.1 Antikorper in der Tumortherapie

Immunglobuline werden von B-Zellen - den antikérperproduzierenden Zellen des menschlichen
Immunsystems - produziert und sind ein wichtiger Teil des Immunsystems zur Bekampfung von
Krankheitserregern. Neben der Erkennung, Bindung und Neutralisation von Pathogenen arbeiten sie
mit dem angeborenen und erworbenen Immunsystem zusammen, um eine Reihe antimikrobieller
Prozesse in Gang zu setzen. Antikorper sind aus zwei identischen leichten Ketten und zwei
identischen schweren Ketten aufgebaut, letztere bestimmen durch ihren Isotyp die Zugehdorigkeit in
eine der funf Antikdperklassen IgA, IgD, IgE, IgG und IgM (Davies u. a. 1975). Seit 1997 Rituximab als
erster Antikorper zur Therapie des Non-Hodgkin Lymphoms zugelassen wurde (Maloney u. a. 1997),
spielen sie auch in der Krebstherapie eine stetig wachsende, wichtige Rolle. Bis Marz 2024 wurden in
den USA und/oder Europa insgesamt 55 Antikoper zur Tumortherapie zugelassen (,Antibody
Therapeutics Approved or in Regulatory Review in the EU or US“, o. J.), die gegen Antigene auf der
Tumorzelle selbst gerichtet sind oder sogenannte Immun-Checkpoint-Proteine binden (Sharma u. a.
2023; Zinn u.a. 2023). lhre Wirkung entfalten sie dabei durch direkte, aber auch indirekte
Mechanismen (Abbildung 1). Zu den direkten Effekten zidhlen die Unterbrechung lebensnotwendiger
Signalwege der Tumorzellen, zum Beispiel durch Blockade der Rezeptoren von Wachstumsfaktoren,
oder die Induktion von pro-apoptotischen und anti-proliferativen Signalen in den Tumorzellen
(Mendelsohn und Baselga 2006; Li u. a. 2005; Dubois und Cohen 2009). Indirekt konnen Antikérper
Effektorzellen fir die antikorperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitdit (ADCC) oder
antikérperabhangige zellvermittelte Phagozytose (ADCP) induzieren und die Komplementkaskade fir
die komplementabhdngige Zytotoxizitdit (CDC) aktivieren (Kubota wu.a. 2009). Durch den
antikérperabhdngigen Zelltod der Tumorzellen werden Tumorantigene freigesetzt, die in einem als
Kreuzprasentation beschriebenen Mechanismus von dendritischen Zellen aufgenommen und T-
Zellen prasentiert werden konnen, die wiederum zur Tumorzelllyse beitragen (Dhodapkar u. a. 2002).
Alle bislang in der onkologischen Therapie zugelassenen Antiképer gehdren dem IgG-lsotyp an. Unter
Anwendung von IgA-Immunglobulinen konnte in vitro ein Abtdoten der Tumorzellen durch
neutrophile Granulozyten beobachtet werden. Auch in in vivo Mausexperimenten konnte eine
Tumorreduktion durch IgA-Antikérper erzielt werden, weshalb der IgA-Subtyp fir die Krebstherapie
in Zukunft eine interessante Alternative darstellen kénnte (Dechant u.a. 2007; Lohse u. a. 2016;

Breedveld und van Egmond 2019).
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Abbildung 1. Wirkmechanismen von Antikorpern in der Tumortherapie

Antikoérper, die Antigene auf der Tumorzelle erkennen, flihren durch die Aktivierung von Effektorzellen zur
antikorperabhangigen zellvermittelten Zytotoxizitdt (ADCC) (1) oder induzieren die antikérperabhangige
zelluldre Phagozytose (ADCP) (2). Sie aktivieren die Komplementkaskade fiir die komplementabhangige
Zytotoxizitat (CDC) (3), blockieren wichtige Signalwege (4) und fihren durch die Bildung von Immunkomplexen
Uber die verstarkte Tumorantigen-Kreuzprasentation zur adaptiven Immunantwort (5) (Vukovic u. a. 2021).

1.2 Immunglobulin A

1.2.1 Aufbau und Struktur von IgA-Antikorpern

Das menschliche Immunsystem wendet viel Energie fir die Produktion von IgA-Antikdrpern auf: In
einem durchschnittlichen Erwachsenen werden téglich ca. 60 mg IgA-Antikorper/Kilogramm
Koérpergewicht produziert. Das entspricht etwa 5 Gramm IgA und damit einer gréReren Menge als
alle Ubrigen Immunglobuline zusammengenommen (Conley und Delacroix 1987). IgA-Antikorper
werden vor allem Uber die Schleimhiute sezerniert und bedecken damit eine ca. 400m? groRe
Oberflache des Korpers. Da die Schleimhaute in direktem Kontakt zur Umwelt stehen, spielen IgA-
Antikorper eine wichtige Rolle in der ersten Abwehr von Erregern und Fremdstoffen aus der
Umgebung (Childers u. a. 1989). Im Serum zirkulieren 2-3 mg/ml monomeres IgA, hauptsadchlich vom
Subtyp IgA1, wahrend das sekretierte Immunglobulin als Dimer oder in Form von héheren Polymeren

vermehrt aus dem IgA2-Subtyp besteht (Delacroix u. a. 1982). Die zwei im Menschen vorkommenden
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Unterklassen IgA1l und IgA2 haben einen den anderen Immunglobulinen sehr dhnlichen Aufbau
(Feinstein und Franklin 1966). Sie bestehen aus zwei identischen schweren Ketten (HC), die
wiederum aus einer variablen Doméane (VH) und drei konstanten Domanen (CH) zusammengesetzt
sind, und aus zwei identischen leichten Ketten (LC), die aus einer variablen Domane (VH) und einer
konstanten Domane (CH) bestehen (Abbildung 2). Zwei Monomere bilden — verbunden durch die J-
Chain — ein Dimer, welches bei der Sekretion Uber die Schleimhdute durch die sekretorische
Komponente stabilisiert wird (Koshland 1975; Weicker und Underdown 1975). Das
Hauptunterscheidungsmerkmal der beiden Unterklassen stellt die Gelenkregion zwischen der ersten
und zweiten konstanten Domane der schweren Kette dar. Wahrend diese bei IgA1 besonders lang
und flexibel ist, ist sie bei IgA2 deutlich kirzer (Frangione und Wolfenstein-Todel 1972). Die IgAl
Gelenkregion enthdlt im Gegensatz zu IgA2 eine prolin-, serin- und threoninreiche
Aminosauresequenz, an die drei bis sechs Oligosaccharide O-glykosidisch gebunden sind (Mattu u. a.
1998; Tarelli u.a. 2004). Allerdings sind die Gelenkregionen nicht — wie das bei anderen
Antikorperklassen der Fall ist — (ber Disulfidbriicken verbunden, was einerseits zu einer
unabhangigen Beweglichkeit der Fab-Arme fiihrt, andererseits die Anfilligkeit gegeniber dem
proteolytischen Abbau erhéht (Senior und Woof 2005). Fir IgA2 sind zwei Allotypen IgA2m(1) und
IgA2m(2) beschrieben, die sich geringfligig in den konstanten Doméanen der schweren Kette
unterscheiden. Dieser Unterschied flhrt dazu, dass die leichte und schwere Kette bei IgA2m(2), wie
bei vielen Immunglobulinen Ublich, durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Bei IgA2m(1)
hingegen werden die leichten und schweren Ketten nur durch nichtkovalente Wechselwirkungen
stabilisiert. N-terminal der Gelenkregion bilden die leichten Ketten (VL und CL) gepaart mit den
variablen und ersten konstanten Doméanen der schweren Ketten (VH und CH1) zwei identische Fab-
Regionen, die die Antigenbindung vermitteln. Die variablen Domdnen formen hierbei durch jeweils
drei hypervariable Regionen das Paratop, die Antigen-Bindestelle. Die Fc-Region vermittelt die
Effektor-Mechanismen und ist zusammengesetzt aus den jeweils gepaarten C-terminalen konstanten
Domanen der schweren Ketten (CH2 und CH3). Wichtig fir die Fahigkeit der Dimerisierung ist das 18
Aminosauren lange C-terminale Tailpiece, welches liber seine vorletzten Cysteinreste Disulfidbriicken
mit der J-Chain ausbildet und damit zwei IgA-Monomere kovalent zu einem Dimer verbindet
(Mestecky u. a. 1974). Neben der O-Glykosylierung in der Gelenkregion von IgAl tragen weitere N-
glykosidisch gebundene Oligosaccharide maligeblich zur Masse der IgA-Immunglobuline bei. Allen IgA
gemein sind die an Asparagin 263 in der CH2-Domane und an Asparagin 459 im Tailpiece
gebundenen Zuckermolekile. Bei IgA2 sind aullerdem N-Glykosylierungen der CH1-Domane an
Asparagin 166 und der CH2 an Asparagin 337 beschrieben, wahrend beim Allotyp IgA2m(2) eine

weitere N-Glykosylierung am Asparagin 211 in der CH1-Domane vorliegt (Tomana u. a. 1976).
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Abbildung 2. Schematische Darstellung der monomeren und dimeren IgA-Struktur

Die konstanten Domanen der schweren Ketten sind in rot, die variablen Domanen in hellrot dargestellt, die
konstanten und variablen Doménen der leichten Ketten entsprechend in blau und hellblau. Die J-Chain ist in
Gelb abgebildet. Beim Dimer wurde zur besseren Ubersicht auf das Einzeichnen der Glykosylierungen
verzichtet.

1.2.2 Fab-vermittelte IgA-Funktionen

Die Affinitat eines Antikorpers beschreibt die Bindungsstarke der nichtkovalenten Bindungen, die
zwischen einem monovalenten Antigen und einer Antigenbindestelle, der Fab-Region des
Antikorpers, ausgebildet werden koénnen. Durch die Fahigkeit der Dimerisierung kdénnen IgA-
Antikorper mit ihren vier Antigenbindestellen multivalent Antigene binden. Dies fiihrt zu einer sehr
hohen Bindungsstarke, der Aviditdt, die um ein Vielfaches groBer ist als die Summe der
Einzelbindungen. Durch die multivalenten Antigenbindestellen quervernetzen dimere IgA-Antikdrper
auf den Schleimhduten eine Vielzahl eindringender Pathogene und bilden Aggregate, die nicht mehr
Uber das Epithel in den Korper eindringen kénnen (Tomasi 1970). Diese als Immunexklusion
bezeichnete Funktion von sezerniertem IgA neutralisiert viele Krankheiterreger wie Viren, Bakterien
und Protozoen an den Schleimh&uten durch Bindung und fangt sie ab (Williams und Gibbons 1972).
Antigene, die durch die Epithelien hindurch in die Lamina Propria eingedrungen sind, kénnen dort
von dimerem IgA gebunden und auf dem gleichen, Fc-vermittelten Transzytose-Weg - der auch freie
Antikorper Uber plgR sezerniert - zurlick an die Schleimhautoberfliche transportiert werden
(Robinson u. a. 2001; A. Wright u. a. 2008). Bei diesem Transport der Antikorper wirken Fc- und Fab-
vermittelte Funktionen zusammen, um intrazelluldre Viren zu neutralisieren und an der Replikation
zu hindern (Mazanec u. a. 1992). IgA blockiert durch die Bindung an Toxine auch deren schadliche
Funktion. Fir das Abtéten von Pathogenen kdnnen IgA-Antikérper, denen im Gegensatz zu IgG-

Antikorpern die Bindestelle fir Clq fehlt, nicht (iber den klassischen Signalweg das
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Komplementsystem aktivieren (Bogers u. a. 1991). Die Effektorfunktionen werden grofStenteils Gber

die Bindung der Fc-Region an den fir IgA spezifischen Fc-Rezeptor FcaRl vermittelt.

1.2.3 Fc-Rezeptoren

Jede Immunglobulin-Klasse besitzt spezifische Rezeptoren, die den jeweiligen Fc-Teil des Antikorpers
erkennen und binden. Diese Fc-Rezeptoren kommen als Transmembranrezeptoren hauptsachlich auf
Zellen des Immunsystems vor und leiten die Signale der Antikdrper an die Effektorzelle weiter. Dies
fihrt zu einer ganzen Reihe unterschiedlicher Immunreaktionen, auf die im Kapitel 1.2.5 (Fc-
vermittelte Wirkmechanismen der IgA-Antikorper genauer eingegangen wird. Im Menschen wird fiir
IgA- und IgM-Antikorper jeweils ein spezifischer Fc-Rezeptor exprimiert: FcaRl und FcuR (Maliszewski
u. a. 1990; Ohno u. a. 1990). Des Weiteren gibt es zwei Rezeptoren, die sowohl IgA als auch IgM
erkennen: Fcp/aR und plgR, wobei plgR als Transportrezeptor von der basolateralen Seite zur
akipalen Seite von Epithelzellen fungiert (Shibuya u. a. 2000; Mostov 1994). IgE wird ebenfalls von
zwei Rezeptoren gebunden: FceRl und FceRlIl (Conrad u. a. 1991). Fir die Bindung von IgG wurden
bereits sechs klassische Fc-Rezeptoren im Menschen identifiziert: FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB, FcyRIIC,
FcyRIIA und FcyRIIIB (Ravetch und Bolland 2001). Als weiterer Transport- und Recyclingrezeptor ist
FcRn fir den bidirektionalen Transport von IgG-Antikorpern durch vaskuldare Endothelzellen und
intestinale Epithelzellen verantwortlich (Yoshida u.a. 2004). Er ermdglicht auch die Weitergabe
matterlicher IgGs lber die Plazenta an den Fetus (Simister 2003). TRIM21 (Tripartite motif-containing
protein 21) ist im Gegensatz zu allen zuvor beschriebenen Oberflachenrezeptoren ein intrazelluldrer
Fc-Rezeptor, der mit IgA, IgM und IgG interagieren kann und fiir die Degradation von gebunden Viren
liber das Proteasom verantwortlich ist (McEwan u.a. 2013). Die Fc-Rezeptoren kdnnen in
aktivierende und inhibierende Rezeptoren unterteilt werden, deren Signalweiterleitung abhangig von
intrazelluldren Motiven oder Bindungspartnern ist (Abbildung 3). FcyRIIA und FcyRIIC haben eine
eigene intrazelluldre ITAM-Doméane (Immunoreceptor tyrosin-based activation motif), wahrend
FceRl, FcaRl, FcyRIl, und FcyRIIIA mit dem dimeren FcRy assoziiert sind, der eine ITAM-Domane je
Kette tragt (Reth 1989; Bruhns und Jonsson 2015). Der FcyRIIB besitzt ein inhibitorisch wirkendes
ITIM-Motiv (Immunoreceptor tyrosin-based inhibitory motif) in seiner zytoplasmatischen Doméane
und fungiert als Gegenspieler und Kontrolleur der Aktivierung durch ITAMs (Daéron u.a. 1995).
Darliber hinaus konnten, in Abhadngigkeit vom Interaktionsparnter, auch fir ITAMs inhibitorische
Signale nachgewiesen werden (P. M. Waterman und Cambier 2010), woraus sich fiir den FcaRl eine

Bifunktionalitat ergibt.
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Human FcRs

Name polylgR FcpR Fea/pR FcaRI FcRL4 FceRI FeeRIl FecyRI FcyRIIA FcyRIIB FcyRIIC FcyRIIA FcyRIIB FcRn TRIM21 FcRLS
cD - - CD351 CD89 CD307d - CD23 CD64 CD32A CD32B CD32C CD16A CD16B - - CD307e
Gene PIGR FAIM3 FCAMR FCAR FCRL4 FCER1A FCER2 FCGR1A FCGR2A FCGR2B FCGR2C FCGR3A FCGR3B  FCGRT TRIM21 FCRLS

19149 L L

Abbildung 3. Humane Fc Rezeptoren
Schematische Darstellung der humanen Fc-Rezeptoren mit Lokalisation in der Zellmembran und im Komplex
mit ihren jeweiligen Untereinheiten zur Signaliibertragung. Verandert nach (Bruhns und Jonsson 2015)

1.2.4 Fc alpha Rezeptor | (FcaRI/CD89)

Der FcaRl gehort zur Gruppe der Immunglobulin-Superfamilie, weist allerdings nur eine
Sequenzhomologie von etwa 20 % zu den anderen Fc-Rezeptoren auf (Maliszewski u. a. 1990). Als
Transmembranprotein ist er auf der Oberflaiche von neutrophilen und eosinophilen Granulozyten,
Monozyten, dendritischen Zellen, Kupfferzellen sowie Makrophagen der Tonsillen, der Milz und der
Lunge exprimiert (Monteiro u. a. 1990; Geissmann u. a. 2001; van Egmond u. a. 2000). Das 30 kDa
schwere Protein besteht aus zwei extrazelluldren lg-dhnlichen Doméanen (EC1 und EC2), einer
Transmembrandomdne und einem kurzen intrazelluldren Anteil, der selbst kein bekanntes Signal-
Motiv tragt, aber mit der FcRy Kette assoziieren kann (Morton u.a. 1996). Diese intrazelluldre
Domaéne tragt jedoch entscheidend zu der als inside-out Signal beschriebenen Aktivierung des FcaRl
bei (Abbildung 4). Dabei spielt der Phosphorylierungsstatus von Serin 263 eine zentrale Rolle (Bracke
u. a. 2001). Die Dephosphorylierung von S263 durch die Proteinphosphatase 2 (PP2A) (Bakema u. a.
2008) wird durch Zytokine wie Granulozyten-Monozyten-Kolonien-stimulierender Faktor (GM-CSF),
Granulozyten-Kolonien-stimulierender Faktor (G-CSF) und Interleukin-8 (IL-8 oder CXCL8) in
Neutrophilen sowie Interleukin-4 (IL-4) und Interleukin-5 (IL-5) in Eosinophilen stimuliert und fiihrt
zur Aktivierung des FcaRl, ohne dabei die Rezeptorexpression zu verdndern (Weisbart u. a. 1988).
Unklar bleibt bisher, ob es durch die intrazelluldire Dephosphorylierung zu einer
Konformationsanderung der extrazellularen Domadne kommt, welche die Affinitat des Rezeptors
gegeniber seinem Liganden erhoht, und wie diese Konformationsdanderung nach auRen {ibertragen
wird. Eine wichtige Rolle scheinen hierbei auch Verdanderungen im Aktinzytoskelett zu spielen, die die
Rezeptormobilitdt und Clusterbildung beglinstigen und somit die bivalente Bindung von einem

Antikdrper an zwei Rezeptoren unterstiitzen (Brandsma u. a. 2015).
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Abbildung 4. Inside-out Signal des FcaRI

Schematische Darstellung der FcaRl Aktivierung durch Zytokine. Die Bindung der Zytokine an ihren Rezeptor
hat die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) Aktivierung zur Folge, die wiederum Uber Proteinkinase C{ (PKCZ) die
Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK-3) hemmt. Zusammen mit der PP2A Aktivierung fuhrt dies zur
Dephosphorylierung des Serin 263 der intrazelluliren Doméane des FcaRI. Es kommt zur Aktivierung des FcaRl,
die zur Erhohung der Mobilitdit des Rezeptors (M; =mobile fraction) und einer Affinitatserhohung fuhrt.
Letztere wird moglicherweise durch eine Konformationsanderung vermittelt (Dargestellt durch Doppelpfeil mit
Fragezeichen). (ten Broeke u. a. 2019)

Die Bindung des FcaRl an IgA wird durch die extrazelluldre Doméane EC1 vermittelt (Wines u. a. 1999).
Diese erkennt die Bindungsstellen zwischen den konstanten Domanen Ca2 und Ca3 der schweren
Kette, wobei ein IgA-Molekiil an zwei FcaRI-Molekiile bindet (Carayannopoulos u. a. 1996; Pleass
u.a. 1999; Woof und Burton 2004). Monomere und dimere IgAl sowie IgA2 binden mit einer
mittleren Affinitat an den Rezeptor, wahrend Immunkomplexe, die aus flinf bis sechs IgA-Molekiilen
bestehen, eine optimale Bindungsbereitschaft an den FcaRl aufweisen (Reterink u.a. 1997). Die
sekretorische Komponente sezernierter dimerer oder polymerer IgAs verhindert durch Interaktion
mit zwei der vier FcaRI-Bindungsstellen die Bindung und damit Quervernetzung der FcaRI fast
vollstandig (Herr u.a. 2003; Herr 2020). Durch die extrazelluldre Bindung von IgA an den FcaRl
kommt es zu einer intrazelluldren Signalkaskade, die die Funktionen der Effektorzellen auslost, das
sogenannte outside-in Signal (Abbildung 5). Als Voraussetzung dafiir gilt die Assoziation des FcaRIl mit
der FcRy-Kette, die eine fir die Signalinduktion notwendige ITAM-Doméne trdgt (Morton u. a. 1995;
Pfefferkorn und Yeaman 1994). Kommt es zu einer Quervernetzung zweier FcaRezeptorenl durch

IgA-Immunkomplexe, aggregiert die Tyrosinkinase LYN aus der Familie der SRC-Kinasen mit dem
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Rezeptorkomplex und phosphoryliert die fir die Aktivierung notwendigen Tyrosine der ITAM-
Domédne (Gulle u.a. 1998). Durch die Phosphorylierung werden viele Signalmolekile wie die
Tyrosinkinase Spleen Tyrosin Kinase (SYK), Phospholipase Cy (PLCy), SHC Adapter Proteine, growth
factor receptor bound protein 2 (GRB2) und B-Lymphozytenkinase (BLK) rekrutiert (Mark L. Lang u. a.
2002). Dabei spielt die Tyrosinkinase SYK eine zentrale Rolle in der Signalweiterleitung. Uber SHC
fihrt sie zur Aktivierung des MAP-Kinase-Signalwegs (Park u.a. 1999), (iber PLCy wird die
Proteinkinase Ca aktiviert und SYK stimuliert auch den Phosphoinositide-3-Kinase (PI3-K)/AKT-
Signalweg (Cantrell 2001). Samtliche Signalwege nach der vollstandigen Phosphorylierung der ITAM-
Domane resultieren in der Auslosung der Effektorzell-Funktionen, die zur Phagozytose, ADCC,

Degranulation und der Freisetzung vieler Zytokine und Entziindungsmediatoren fiihren kann.
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Abbildung 5. Outside-in Signal des FcaRl

Dimere IgA oder IgA-Immunkomplexe fihren durch ihre Bindung an den FcaRl zur aktivierenden
Signalweiterleitung. Die SRC Kinase LYN phosphoryliert die Tyrosine der ITAM-Domane, die daraufhin als
Andockstelle fir weitere Signalmolekile dient. Eine Schliisselrolle in der Signalweiterleitung spielt SYK. Die

Tyrosinkinase aktiviert (1) den PI3-K-Signalweg, (2) die PLCy und (3) Uber SHC die RAS GTPase. Daraus
resultiert die Aktivierung zelluldrer Funktionen mit pro-inflammatorischen Effekten. (Aleyd u. a. 2015)

Durch die Bindung von monomerem Serum IgA, das nicht durch Antigenbindung komplexiert wurde,
mit niedriger Aviditat an den FcaRl kommt es nicht zur Quervernetzung zweier Rezeptoren, was nur
zur teilweisen Phosphorylierung der ITAM-Domaéne fiihrt. Diese Monophosphorylierung leitet eine
inhibitorische Wirkung Uber die Rekrutierung der Src homology 2 domain-containing Inositol-5-

Phosphatase 1 (SHP1) ein (O’Neill u. a. 2011; Pasquier u. a. 2005). Dieser als ITAMi beschriebene
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Signalweg verhindert die Aktivierung der zentralen SYK-Tyrosinkinase und wurde auch fir die Fcy-
Rezeptoren lla und llla beschrieben (Nakamura u. a. 2002).
Durch die Bindung der IgA-Antikérper an den FcaRIl werden die Fc-vermittelten Wirkmechanismen,

die in der Aktivierung der Effektorzell-Funktionen resultieren, ausgelost.

1.2.5 Fc-vermittelte Wirkmechanismen der IgA-Antikorper

Die Fc-vermittelten Funktionen durch Bindung an den FcaRl kdnnen von beiden Unterklassen IgAl
und 1gA2 in dhnlich potenter Weise ausgeldst werden (Stewart und Kerr 1990). Je nach Struktur der
IgA-Antikorper und Korperregion kommt es zu unterschiedlichen Effekten durch die Bindung an den
FcaRl. Monomeres und dimeres IgA, das unter physiologischen Bedingungen vorkommt, ist zur
Aufrechterhaltung der Homoostase (ber den inhibitorischen ITAMi-Signalweg von zentraler
Bedeutung. Dies zeigt sich bei Patienten mit Mangel an IgA, welche haufiger unter

Autoimmunkrankheiten und Allergien leiden (Schaffer u. a. 1991).

Krankheitserreger, die in den Korper eindringen, werden durch IgA opsonisiert und fihren zur
Bindung der komplexierten IgA-Antikorper an den FcaRl. Ausgel6st durch das aktivierende ITAM-
Signal phagozytieren Granulozyten und Makrophagen daraufhin die IgA-Immunkomplexe, was Uber
Veranderungen des Aktinzytoskeletts zum Einschluss der Krankheiterreger in das Phagosom fiihrt
(Greenberg und Grinstein 2002; Dale u. a. 2008). Es folgt eine intrazelluldre Kalziummobilisation, die
den respiratorischen Burst — die Produktion und Freisetzung von Sauerstoffradikalen zur Elimination
der phagozytierten Partikel — auslost (M. L. Lang u. a. 1997). Gleichzeitig flhrt die Quervernetzung
der FcaRl auf der Oberflache der Granulozyten zur Degranulation und Freisetzung des Chemokins
Leukotrien B4 (LTB4), welches wiederum weitere Granulozyten anlockt und zu einer Verstarkung der
Immunreaktion fihrt (van der Steen u. a. 2009). In der Lamina Propria des Intestinaltrakts ist die
vorherrschende Zellpopulation, welche unter homdostatischen Bedingungen den FcaRl exprimiert,
CD103* dendritische Zellen (Geissmann u. a. 2001). Deren Aktivierung lber IgA-Immunkomplexe im
Zusammenspiel mit der Stimulation von Pattern-Recognition-Rezeptoren (PRR) fiihrt zur Aktivierung
einer Entzliindungsreaktion und induziert die Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine wie
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-1B (IL-1B) und Interleukin-23 (IL-23). Diese wiederum
induzieren die Rekrutierung von Granulozyten und Monozyten an den Ort der Entziindung (Hansen
u. a. 2018). Monozyten und Makrophagen anderer Organe wie der Leber, der Haut und des Blutes
kénnen, neben der Phagozytose, ebenfalls durch Zytokine zu einer Entziindungsreaktion beitragen.
Die Freisetzung dieser Mediatoren ist sehr zelltypspezifisch und fiihrt beispielsweise in Kupffer-Zellen
der Leber durch Bindung von Serum IgA-Immunkomplexen an den FcaRl zur Induktion von TNF-a, IL-

1B und Interleukin-6 (IL-6), wahrend in zirkulierenden Monozyten zusatzlich die Produktion des anti-
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inflammatorischen Zytokins Interleukin-10 (IL-10) gehemmt wird (Hansen u. a. 2017). Ein weiterer
Mechanismus, der durch die Aktivierung des FcaRI mittels Bindung des IgA-Fc Teils ausgeldst wird, ist
die ADCC, die sowohl eine antibakterielle Funktion hat (Lowell u. a. 1980) als auch eine wichtige Rolle
bei der Tumorzelllyse spielt (Di Carlo u. a. 2001; van Egmond u. a. 2001). Neutrophile Granulozyten
kénnen durch die Aktivierung des FcaRl Gber IgA-Antikoérper deutlich effizienter Tumorzellen abtoten
als durch IgG-Antikorper (Brandsma u.a. 2019). In in vitro ADCC-Assays zeigte sich die IgA2
Unterklasse gegeniiber IgAl iberlegen (Beyer u. a. 2009). Dass die Fc-vermittelten Funktionen eine
wichtige Rolle bei der Bekampfung von Krankheitserregern spielen, zeigt sich auch darin, dass einige
Bakterien Strategien entwickelt haben, um die Immunantwort, ausgeldst durch die Bindung an den
FcaRezeptor, zu umgehen. Hierzu exprimieren beispielsweise Streptokokken der Typen A und B
sowie Staphylococcus aureus IgA-Bindeproteine, welche die Quervernetzung an den FcaRl blockieren
(Pleass u. a. 1999; Wines u. a. 2006). Eine ganze Reihe weiterer pathogener Bakterien sezernieren
Proteasen, welche die Gelenkregion vor allem von IgA1 spalten kdnnen. Somit kann die durch den Fc-
Teil vermittelte Immunantwort nicht einsetzen (Mistry und Stockley 2006). Neben ihrer wichtigen
Funktion in der Bekdmpfung mikrobieller Infektionen haben IgA-Antikorper und ihre vielfaltigen
Wirkmechanismen Uber Granulozyten in letzter Zeit eine erhoéhte Aufmerksamkeit in der

Tumorforschung erlangt.

1.3 Neutrophile Granulozyten

Neutrophile Granulozyten stellen mit 50-70 % den groBten Anteil an im Blut zirkulierenden
Leukozyten dar. Da sie nur eine kurze Lebensdauer von wenigen Stunden bis maximal finf Tagen
haben, werden taglich im Knochenmark etwa 100 Milliarden neuer Granulozyten produziert (Dancey
u.a. 1976; Pillay u.a. 2010). Die Aktivierung der Neutrophilen muss zur Aufrechterhaltung der
Homoostase streng reguliert werden, da sie liber vielfdltige zytotoxische Mechanismen verfiigen,
welche potenziell auch zur Zerstérung gesunder Gewebe filhren kdnnen. Deshalb befinden sich
zirkulierende Granulozyten in einem Ruhezustand. Uber den Mechanismus der transendothelialen
Migration konnen die ausdifferenzierten zirkulierenden Granulozyten zum Ort der Entziindung
rekrutiert werden (Ley u.a. 2007). Dabei kommt es zur Adhdsion der Neutrophilen an die
entziindeten postkapillaren Venolen und deren para- oder transzellularen Durchwanderung, die zu
ersten Anderungen der enzymatischen und transkriptionellen Aktivitit der Granulozyten beitrigt.
Erst mit dem Eintritt der Granulozyten in das Gewebe kommt es durch pro-inflammatorische
Zytokine (TNF-a, GM-CSF, IL-1B), Chemokine (C5a, LTB4, N-Formylmethionyl-leucyl-phenylalanin,
Plattchenaktivierender Faktor) oder Toll-like-Rezeptoren-Agonisten (Lipopolysaccharid, Flagellin,

Lipopeptide) zum ,Priming”, einem ,in Bereitschaft versetzen” der Granulozyten. Dies fiihrt zu
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phanotypischen und funktionellen Veranderungen, welche wiederum eine verstarkte Reaktion auf
weitere Stimuli auslosen (H. L. Wright u. a. 2013; El-Benna u. a. 2016; Miralda u.a. 2017). Als
Reaktion auf eingedrungene Krankheitserreger konnen aktivierte Neutrophile diese durch
Phagozytose aufnehmen, durch Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und der Degranulation
abtoten sowie durch die Bildung von Netzwerken aus extrazelluldren Fasern — Neutrophil

Extracellular Traps (NETs) — unschadlich machen.

In erster Linie sind neutrophile Granulozyten spezialisiert auf die Phagozytose eindringender
Pathogene. Dazu erkennen Oberflachenrezeptoren wie Toll-like Rezeptoren, Nod-like Rezeptoren
und Dectin-1 die Krankheiterreger direkt oder Fc-Rezeptoren binden an mit Antikbrpern opsonisierte
Pathogene (Hayashi u. a. 2003; Ekman und Cardell 2010; Kennedy u. a. 2007). Innerhalb von nur 20
Sekunden kénnen Neutrophile die erkannten Partikel umschlieRen und in das Phagosom aufnehmen
(Segal u. a. 1980). Aktivierte Granulozyten produzieren groRe Mengen reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) Uber den NADPH-Oxidase-Komplex, die zum einen extrazelluldr in das Gewebe freigesetzt
werden und zum anderen intrazelluldr in das Phagosom abgegeben werden (Dupré-Crochet u. a.
2013). In ruhenden Zellen sind die Untereinheiten des NADPH-Oxidase-Komplexes zur Vermeidung
einer spontanen Aktivierung auf unterschiedliche Zellkompartimente verteilt. Phagozytose oder
Aktivierung der Neutrophilen fiihren zur Verschmelzung der spezifischen Granula mit dem Phagosom
oder der Plasmamembran, so dass die Zusammensetzung der Untereinheiten und damit die
Aktivierung des NADPH-Oxidase-Komplexes den oxidativen Burst, die Entstehung und Freisetzung
reaktiver Sauerstoffspezies, auslost (Johansson u. a. 1995; Karlsson und Dahlgren 2002). ROS fiihren
zum Abtoten der Krankheitserreger, férdern zudem die Degranulation und stimulieren die Bildung
und Freisetzung der NETs. Bei der Degranulation kommt es zur Freisetzung toxischer Mediatoren, die
in vier unterschiedlichen Typen intrazelluldr gespeicherter Granula vorliegen (Niels Borregaard und
Cowland 1997; Lominadze u. a. 2005). Die primaren, azurophilen Granula sind charakterisiert durch
die Myeloperoxidase und enthalten zudem Proteasen, Elastase, Chatepsine und Defensine (Egesten
u. a. 1994). Sie verschmelzen hauptsachlich intrazelluldar mit dem Phagosom und fiihren dort zum
Abtoten der aufgenommenen Mikroorganismen. Der hohe Lactoferrin-Gehalt und ihre Ausstattung
mit weiteren antimikrobiellen Substanzen kennzeichnet die sekundaren, spezifischen Granula, deren
Hauptaufgabe die Bekampfung phagozytierter und extrazellularer Mikroorganismen ist (N.
Borregaard 1997). Die tertidren Granula sind klein, leicht zu mobilisieren und werden deshalb
frihzeitig exozytiert. Die vorwiegend enthaltene Gelatinase (Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP-9))
sowie weitere Matrix abbauende Enzyme und wichtige Oberflachenrezeptoren erleichtern die
Migration der Neutrophilen ins Gewebe (Kjeldsen u.a. 1994). Der vierte Granulatyp wird als
sekretorischer Vesikel bezeichnet und unterscheidet sich von den vorrausgegangen durch seine

Bildung als endozytotische Vesikel, die Bestandteile von Plasma aufnehmen (N. Borregaard u. a.
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1992). Sie dienen vor allem als Reservoir von Oberflachenrezeptoren wie B,-Intergrine (Mac-1) und
Komplement Rezeptor 1, die durch Exozytose in der Plasmamembran der Neutrophilen lokalisiert
werden (Sengelgv u. a. 1993; 1994). Ein weiterer Mechanismus der neutrophilen Granulozyten auf
die Aktivierung zu reagieren, ist die NETose. Sie ist eine Sonderform des Zelltodes, bei dem zuerst der
Zellkern aufgel6st wird, anschliefend rupturiert die Plasmamembran und das Chromatin, gemischt
mit Zytoplasma und Granulainhalt, wird als Netz freigesetzt (Fuchs u. a. 2007). Pathogene, die von
den Neutrophilen nicht phagozytiert werden kénnen, werden von den Netzen immobilisiert und

koénnen so besser bekampft werden (Branzk u. a. 2014).

1.4 Tumorassoziierte neutrophile Granulozyten

Tumorassoziierte neutrophile Granulozyten (TAN) sind ein wichtiger Bestandteil der
Tumormikroumgebung, deren Rolle im Menschen je nach Tumorentitat und Progression sehr
unterschiedlich sein kann (Jaillon u. a. 2020). Die Infiltration Neutrophiler korreliert bei vielen soliden
Tumoren — unter anderem beim Nierenzellkarzinom, beim Melanom, beim hepatozelluldren
Karzinom und bei Kopf-Hals-Tumoren — mit einer schlechten Prognose (Shen u. a. 2014; Jensen u. a.
2009; Ladanyi 2015; Margetts u. a. 2018; Trellakis u. a. 2011).

Eine tumorfordernde Eigenschaft von TANs ist ihr Beitrag zur genetischen Instabilitdt: Zum einen
durch die Freisetzung von ROS und den damit einhergehenden DNA-Schdaden und Genmutationen,
die zur malignen Transformation beim Lungenkrebs beitragen (Glingér u. a. 2010). Zum anderen
kénnen aktivierte Neutrophile proinflammatorische microRNAs freisetzen, die zur Akkumulation von
DNA-Doppelstrangbriichen fiihren (Butin-Israeli u. a. 2019). Des Weiteren stimulieren TANs, unter
anderem durch die Sekretion von Prostaglandin E2, die Proliferation der Tumorzellen und fordern
das Tumorwachstum, indem sie Gber MMP-9 und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) die
Angiogenese aktivieren (Hattar u. a. 2014; Deryugina u. a. 2014). Ebenfalls Gber MMP-9 gemeinsam
mit der neutrophilen Elastase tragen Neutrophile wesentlich zum Umbau und zur Degradation der
extrazelluldren Matrix bei und begilinstigen damit die Migration, Invasion, Metastasierung und
Aktivierung ruhender Tumorzellen (Liang und Ferrara 2016; Albrengues u. a. 2018). Zirkulierende
TANs unterstitzen auBerdem die metastasierenden Tumorzellen, indem sie diese in der Blutbahn
begleiten und die Aktivierung von Leukozyten unterdriicken (Juechao Zhang u. a. 2016; Saini u. a.
2019)

Im Gegensatz dazu stehen die antitumoralen Funktionen von Neutrophilen (Abbildung 6), die sowohl
durch deren intrinsische Zytotoxizitat als auch durch das Auslésen einer adaptiven Immunantwort

vermittelt werden kénnen.
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Abbildung 6. Antitumorale Aktivitdten neutrophiler Granulozyten

(1) Intrinsische Zytotoxizitdt lber den Todesrezeptorsignalweg, die durch Zytokine stimuliert wird. (2)
Aktivierung durch die Interaktion zwischen Antikdrper und Fc-Rezeptoren fuhrt (2a) zur antikorperabhangigen
zellvermittelten Zytotoxizitat (ADCC) oder (2b) zur antikérperabhangigen zellvermittelten Phagozytose (ADCP)
Uber den Mechanismus der Trogozytose. (3) Ausldsung der adaptiven Immunantwort durch direkte Stimulation
der T-Zellen oder indirekt Uber antigenprasentierende dendritische Zellen. Abbildung verdndert nach:
(Ustyanovska Avtenyuk u. a. 2020)

In vitro Experimente zeigen ein spezifisches Abtoten von Krebszelllinien durch Granulozyten von
gesunden Spendern (Yan u.a. 2014), das durch ,Priming” mit GM-CSF gesteigert werden kann
(Dissemond u. a. 2003). Die intrinsische Zytotoxizitdat konnte zumindest teilweise auf die Expression
von Fas Ligand (FasL) und TNF-verwandter Apoptose induzierender Ligand (TRAIL) auf der Oberflache
der Granulozyten zurilickgefiihrt sowie eine Korrelation zwischen der Stimulation mit TNF-a und der
Zytotoxizitat der Granulozyten dargestellt werden (B. Sun u. a. 2018; Koga u. a. 2004; Comen u. a.
2016). Die adaptive Immunantwort kann ausgel6st werden, indem antitumorale Neutrophile, die
durch Interferon-y und GM-CSF zu antigenprasentierenden Zellen reifen, T-Zellen durch die
Kreuzprasentation von Tumorantigenen stimulieren (Singhal u. a. 2016). Fiir das Kolonkarzinom, bei
dem die Infiltration mit Neutrophilen im Gegensatz zu vielen anderen soliden Tumoren mit einer
glnstigen Prognose fiir den Patienten korreliert, konnte eine Ko-Lokalisation mit CD8" T-Zellen

gezeigt werden (Governa u. a. 2017).

Die Zytotoxizitat von Granulozyten gegeniiber Tumorzellen kann durch den Einsatz therapeutischer

Antikorper verstarkt werden. Die bereits zugelassenen therapeutischen Antikdrper gehoren der 1gG-
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Unterklasse an, die bei den Granulozyten sowohl an aktivierende Fcy-Rezeptoren (FcyRl, FcyRlla,
FcyRllc, FcyRllla) als auch an inhibitorische Fcy-Rezeptoren (FcyRIlb und FcyRlllb) binden (Anderson
u. a. 1990; Alevy u. a. 1993; Golay u. a. 2019). Dabei hat der im Ruhezustand stark exprimierte Decoy-
Rezeptor FcyRlllb, der IgG-Antikdrper bindet und keine intrazellulare Signalweiterleitung auslost, eine
limitierende Funktion auf die Effizienz der Neutrophilen, Tumorzellen durch therapeutische
Antikorper abzutdten. Fiir Cetuximab, ein IgGl-Antikorper, der bereits im klinischen Einsatz ist,
konnte gezeigt werden, dass er Granulozyten fiir die ADCC aktivieren kann (Sumita Trivedi u. a.
2016). Bei der ADCC durch Granulozyten kommt es durch den oxidativen Burst zur ROS-Bildung sowie
zur Sezernierung der Inhalte primarer, sekundarer und tertidarer Granula, um die Tumorzellen
abzutoten. Dieser Mechanismus wird auch durch andere therapeutische IgG-Antikdrper wie
Rituximab, Trastuzumab, Panitumumab und Alemtuzumab, welche gegen unterschiedliche
Oberflachenantigene auf verschiedenen Turmozellentitdten gerichtet sind, genutzt (van der Kolk u. a.
2002; Treffers u.a. 2018; Wislez u.a. 2001; Y. Hu u.a. 2009). In vitro Assays belegen, dass
Granulozyten, die durch Rituximab mit CD20* CLL-Zellen quervernetzt werden, die Tumorzellen durch
antikérperabhangige zellvermittelte Phagozytose eliminieren (Golay u. a. 2013; Shibata-Koyama u. a.
2009). Neuere Studien zeigen, dass entgegen der vollstindigen Phagozytose der Zielzellen nur
Membranteile durch Trogozytose von den Granulozyten aufgenommen werden. Dabei wurde auch
beobachtet, dass die Oberflachenexpression des Antigens stark mit der Effizienz der Trogozytose
korreliert (Valgardsdottir u. a. 2017). Allerdings flihrt die Trogozytose zu einem Verlust des Antigens
auf der Oberflache der Zielzellen und trdgt so moglicherweise zur Resistenz der Tumorzellen
gegeniiber der Antikdrpertherapie bei (Rossi u. a. 2013; Strizova u. a. 2019). Der Mechanismus, der
durch die Aufnahme vieler Membranteile der Zielzelle durch die Granulozyten zum Zelltod fiihrt,
wurde als Trogoptose beschrieben (Matlung u. a. 2018). Die Zytotoxizitdt durch Trogoptose basiert
auf der Interaktion des Fc-Rezeptors mit den opsonisierenden Antikdrpern und ist weder abhdngig
von der Freisetzung der intrazelluldren Granula, noch von der Aktivitdt der NADPH-Oxidase (Treffers
u.a. 2020). Eine Inhibition des CD47/SIRPa-Signalwegs, eines wichtigen immunregulatorischen
Checkpunktes, verstarkt die antitumorale Aktivitdt neutrophiler Granulozyten (X. W. Zhao u. a. 2011;
Treffers u. a. 2020). Dieses beschriebene antitumorale Potential von neutrophilen Granulozyten in
der Bekdampfung von Tumorzellen kbnnte durch gezielten Einsatz von Immuntherapeutika in der

Tumortherapie in Zukunft deutlich besser genutzt werden.
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1.5 Optimierung der IgA-Antikorper fiir verbesserte biochemische und

funktionelle Eigenschaften

Valerius et al. zeigten bereits 1997, dass IgA-Antikorper Gber den FcaRI neutrophile Granulozyten fiir
das Abtoten von Tumorzellen aktivieren kdonnen (Valerius u.a. 1997). Erst 2013, nach der
Entwicklung von FcaRl transgenen Madusen, konnte dann auch im Mausmodell die Relevanz von IgA-
Antikorpern in der Tumortherapie in vivo nachgewiesen werden (Boross u. a. 2013). Obwohl gezeigt
werden konnte, dass neutrophile Granulozyten Tumorzellen deutlich besser abtoten, wenn sie liber
FcaRl quervernetzt werden, gibt es bis heute keine klinischen Studien zu Tumortherapien mit IgA-
Antikorpern (Brandsma u. a. 2019). Um IgA fiir die Behandlung von Tumoren einsetzen zu kdnnen,
miuissen mehrere Modifikationen vorgenommen werden, da sie schlecht produzierbar sind, zudem
eine kurze Serumhalbwertszeit haben und heterogene Glykosylierungen aufweisen (van Tetering
u.a. 2020). IgA-Antikérper vom Subtyp IgAl sind entscheidend an der Entwicklung einer IgA-
Nephropathie beteiligt, einer Erkrankung, bei der es zu Immunkomplexablagerungen in den
Glomeruli der Niere kommt (Nihei u.a. 2023). Zudem zeigten sich IgA2-Antikdrper Uberlegen
gegenilber dem IgA1-Subtyp in der Aktivierung von neutrophilen Granulozyten fiir die ADCC (Beyer
u. a. 2009). Als vielversprechender Ausgangspunkt flr das Engineering hat sich deshalb der IgA2m(1)-
Subtyp angeboten. Zusatzlich zu den bereits zuvor genannten Vorteilen verfiigt dieser, im Gegensatz
zu IgA1, nicht Uiber die verlangerte Gelenkregion, die anfallig gegeniiber dem Abbau durch bakterielle
Proteasen ist. Vonn Clostridium sporogenes ist allerdings eine Protease beschrieben, die auch den
IgA2m(1)-Subtyp, nicht jedoch den IgA2m(2)-Subtyp spaltet (Fujiyama u.a. 1985). Durch das
Einfliigen der P221R Mutation in den IgA2m(1)-Subtyp, die eine kovalente Bindung zwischen der
leichten und der schweren Kette ermoglicht, wird der Abbau durch Clostridium sporogenes
verhindert. Zusatzlich kommt es durch die kovalente Verbindung zu einer deutlichen
Stabilitatssteigerung, ohne die Funktionalitdt zu beeintrachtigen (Lohse u. a. 2012). Um ein Monomer
zu erhalten, kann durch die Deletion des Cystein 471 und des Tyrosins 472 die Dimerisierung oder
Komplexbildung durch Bindung an die J-Chain verhindert werden (Calero u. a. 1994). Dies fiihrte
jedoch sowohl bei IgAl als auch IgA2-Wildtyp und IgA2-P221R mutierten Antikdrpern zu einer
verminderten Effizienz in funktionalen Assays im Vergleich zum jeweils dquimolar eingesetzten Dimer
(Lohse u. a. 2011; Brunke u. a. 2013). Lohse et al. publizierten 2016 einen weiterentwickelten anti-
EGFR IgA-Antikorper, der eine verbesserte Pharmakokinetik und therapeutische Effizienz in vivo
aufweist (Lohse u. a. 2016). Hierzu wurde — neben der P221R-Mutation zur Stabilitdtserhohung und
der Deletion C471 sowie der Deletion des Tyrosin 472 zur Verhinderung der Dimerisierung — durch
den Austausch des Cystein 311 zu Serin eine weitere Mutation zur Verhinderung der Komplexbildung

mit Serumproteinen eingefiihrt (Abbildung 7). Durch den Austausch der Aminosduren an den
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Positionen 166, 337, 338 und 339 in die jeweiligen Aminosduren des IgAl-Subtyps wurde das
Glykosylierungsprofil von acht auf vier N-Glykane reduziert. Der daraus resultierende Antikorper 225-
IgA2m(1)-N166G-P221R-C331S-N337T-1338L-T339S-dC471-dY472 wird im Folgenden IgA2.0 genannt
und dient dieser Arbeit als Ausgangspunkt. Durch Wiedereinfiihrung des Tailpiece Cystein 471 und
damit auch des Tyrosin 472 konnte das entsprechende Dimer, infolgedessen als I1gA3.0 bezeichnet,
produziert werden. Die variable Antigen-Bindedomdne wurde vom bereits zugelassenen IgG-

Antikorper Cetuximab, der gegen den EGFR gerichtet ist, Gbernommen.
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Wildtyp IgA2m(1) = 225-1gA2WT optimierter IgA2m(1) = 225-1gA2.0 dimerisierter 225-1gA2.0 = 225-1gA3.0

Abbildung 7. IgA-Antik6rper Engineering

Schematische Darstellung des IgA2m(1) Antikorpers als (A) Wildtyp, (B) optimiertes Monomer und (C)
optimiertes Dimer. Die eingefiigten Mutationen zur Verbesserung der Stabilitdt und Pharmakokinetik sind
durch rote Pfeile mit der jeweiligen veranderten Aminosdure gekennzeichnet. N-Glykosylierungen sind in Griin
dargestellt.

1.6 Der EGF-Rezeptor

1.6.1 Struktur — Funktion — Regulation

Der EGF-Rezeptor (EGFR = Epidermal Growth Factor Receptor) und dessen Ligand EGF (Epidermal
Growth Factor) wurden in den 1980ern durch Stanley Cohen beschrieben, der 1986 fiir seine Arbeit
an den Wachstumsfaktoren mit dem Nobelpreis ausgezeichnet wurde. Der EGF-Rezeptor gehort —

zusammen mit den drei weiteren Mitgliedern ErbB2 (HER2/NEU), ErbB3 (HER3) und ErbB4 (HER4) —
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zur HER/ErbB-Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen (Burgess 2008). Diese Transmembranrezeptoren
sind aufgebaut aus den beiden extrazellularen homologen Domédnen | und lll, welche die
Ligandenbindung vermitteln, und den beiden extrazelluldaren cysteinreichen Domanen Il und IV.
Intrazelluldr bestehen sie aus einer Juxtamembranregion, einer Tyrosinkinasedomane und einer C-
terminalen regulatorischen Region (Ullrich u. a. 1984; Bajaj u. a. 1987; Ogiso u. a. 2002). Neben EGF
selbst wurden sechs weitere aktivierende Liganden mit einer EGF-dhnlichen Domane fiir den EGFR
beschrieben, die alle als membrangebundene Vorlaufer produziert werden und durch ADAM
Proteasen in ihre aktive Form gespalten werden: Transforming growth factor a (TGF-a), Betacellulin,
heparin-binding EGF-like growth factor (HB-EGF), Amphiregulin, Epiregulin und Epigen (Harris u. a.
2003; Adrain und Freeman 2014). In Abwesenheit seiner Liganden liegt der Rezeptor hauptsachlich in
seiner inaktiven Form als Monomer in der Plasmamembran vor. Dabei nimmt die extrazelluldre
Region eine geschlossene, autoinhibitorische Konformation ein, bei der der Dimerisierungsarm von
Domaéne Il intramolekular mit der Doméne IV interagiert (Ferguson u. a. 2003). Durch die Bindung der
Liganden an die Domanen | und lll kommt es zu einer starken Konformationsdnderung, die den
Dimerisierungsarm freilegt und zu einer Rezeptordimerisierung fihrt, die ausschlieBlich durch
Rezeptor-Rezeptor-Kontakte und nicht durch den Liganden vermittelt wird (Burgess u. a. 2003). Der
EGF-Rezeptor kann mit sich selbst ein Homodimer bilden, kommt aber auch als Heterodimer,

gebunden an eines der drei anderen ErbB/HER-Familienmitglieder, vor.

Die Ligandenbindung und Dimerisierung fihrt zur allosterischen Aktivierung der intrazelluldren
Tyrosinkinasen (X. Zhang u.a. 2006): Durch die extrazellulare Konformationsdnderung und
Dimerisierung nach der Ligandenbindung formen die intrazelluldren Kinasen ein asymmetrisches
Dimer, wodurch eine mehrstufige Autophosphorylierung induziert wird. Zur Stabilisierung des
asymmetrischen Dimers ist die Juxtamembrandomane erforderlich (Thiel und Carpenter 2007; Red
Brewer u.a. 2009), die wiederum mit Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in der
Plasmamembran interagiert und zu einem Clustering der Lipide um das Protein herum fiihrt, welches
die aktivierte Konformation der Kinase fordert (Abd Halim u. a. 2015). Die C-terminale Region hat
mehrere  Autophosphorylierungsstellen sowie eine autoinhibitorische Funktion auf die
Tyrosinkinaseaktivitdt und verhindert im ligandenfreien Zustand die Bildung des asymmetrischen
Dimers (Pines u. a. 2010; Kovacs u. a. 2015). Kommt es zur Aktivierung der Tyrosinkinase, werden die
Tyrosine in der C-terminalen Doméane phosphoryliert und dienen als Erkennungsstellen fir
Bindeproteine mit entweder einer Scr homology 2- oder einer Phosphotyrosin-binde-Domane
(Schlessinger und Lemmon 2003). Die Bindung des Adapterproteins GRB2 vermittelt die Aktivierung
des RAS/RAF/MEK/ERK-Signalwegs, der den Zellzyklus reguliert und damit die Zellproliferation
vorantreibt (Lowenstein u. a. 1992). Die regulatorische Untereinheit p85 vermittelt die Bindung der

Phophoinositid-3-Kinase (PI3K), die zur Aktivierung des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs fihrt, welcher
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die Apoptose hemmt und das Uberleben sichert. Viele verschiedene physiologische Effekte vermittelt
der EGF-Rezeptor Uber die Siganalkaskade der PLCy und der Proteinkinase C (PKC) (Margolis u. a.
1990). Die Serin-Threonin-Proteinkinase C flihrt Uber ihre vielzdhligen Substrate zur Angiogenese,
Migration, Adhéasion, gesteigerten Gentranskription sowie Gentranslation, Zellproliferation und
Uberleben (Oliva u. a. 2005). Unter Umgehung von RAS kann ebenfalls der RAF/MEK/ERK-Signalweg
durch die PKC aktiviert und die Zellproliferation gesteigert werden (Basu und Sivaprasad 2007). Viele
weitere Signalmolekiile binden an die phosphorylierte C-terminale Region des EGF-Rezeptors und
steuern zellulare Effekte sowie die Endozytose des Rezeptors. In Abwesenheit des Liganden ist der
Rezeptor liberwiegend in der Plasmamembran lokalisiert. Dabei steht der niedrigen Endozytoserate

ein Recycling des Rezeptors an die Oberflache entgegen.

Zur Regulation der EGFR-Signaltransduktion kann nach der Aktivierung des Rezeptors die E3
Ubiquitin-Protein-Ligase CBL an den EGFR direkt oder Giber GRB2 binden und diesen mit Ubiquitin fir
den lysosomalen Abbau markieren (Levkowitz u.a. 1998; H. Waterman u.a. 2002). Die
Internalisierung des Rezeptors erfolgt entweder Uber clathrinbeschichtete Vesikel (Clathrin mediated
endocytosis CME) oder clathrinunabhangig (non-clathrin endocytosis NCE). EGFR-CME konnte bei
allen Ligandenkonzentrationen gezeigt werden und ist abhangig von dem Adapterprotein 2, das
bereits auf der Plasmamembran zur Clusterbildung des EGFR in clathrinbeschichteten Vertiefungen
fihrt und damit die Rezeptoraktivierung erleichtert (Goh u. a. 2010; Jiang u. a. 2003; Aguet u. a.
2013; Kadlecova u. a. 2017). Wird der Rezeptor lber clathrinvermittelte Endozytose aufgenommen,
resultiert daraus haufig das Recycling des Rezeptors von den frilhen Endosomen zuriick an die
Plasmamembran, wodurch auch bei limitierten Ligandenkonzentrationen die Signalweiterleitung
Uber den EGFR aufrechterhalten bleibt (Sigismund u.a. 2008). Zusatzlich wird dabei durch den
gerichteten Transport des Rezeptors an spezifische Plasmamembranregionen eine Polarisierung der
Zelle, welche eine wichtige Rolle bei der Migration und Invasion spielt, aufrechterhalten oder neu
erzielt (Bisi u. a. 2013; Sigismund u. a. 2012). Mechanismen fiir die clathrinunabhangige Endozytose
werden erst bei hohen EGF Konzentrationen lber 10 ng/ml aktiviert und schiitzen vor GbermaRiger
EGFR-Signalwegsaktivitdt, indem die Signalweiterleitung durch den lysosomalen Abbau des EGF-
Rezeptors terminiert wird (Orth u.a. 2006; Caldieri u.a. 2017). EGFR-NCE kommt vor allem in
spezifisch polarisierten Regionen der Zellmembran vor und wird mit der Migration in Verbindung
gebracht (Boucrot u. a. 2015). Die endgiiltige Entscheidung Uber das Schicksal des Weitertransports
des EGF-Rezeptors wird nach der Internalisierung in den frihen Endosomen getroffen und ist neben
der Ligandenkonzentration und dem daraus resultierenden Ubiquitinierungsstatus auch abhangig
von der Bindungsstarke des gebunden Liganden (Villasefior u. a. 2015). TGF-a, Epigen, Epiregulin und
Amphiregulin beispielsweise l6sen durch den leicht sauren pH-Wert im Endosom ihre

Rezeptorbindung, weshalb die freien Rezeptoren oft zur Plasmamembran recycelt werden und die
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Signaltransduktion aufrechterhalten bleibt. Komplexe mit EGF, Betacellulin und HB-EGF bleiben stabil
und ubiquitiniert,weshalb sie haufiger durch lysosomalen Abbau degradiert werden (Roepstorff u. a.
2009). Das Verstandnis fur die Regulation der EGFR-Signaltransduktion durch Membrantransport

spielt eine wichtige Rolle bei der zielgerichteten Tumortherapie.

1.6.2 Der EGF-Rezeptor in der Tumortherapie

Der EGF-Rezeptor ist eines der am haufigsten (Uber-)exprimierten Membranproteine auf
Tumorzellen. Durch genetische Veranderungen ist der EGFR-Signalweg bei vielen soliden Tumoren
dauerhaft aktiv. Uberexpression des Rezeptors, vermehrte auto- und parakrine Ligandenproduktion
oder kinaseaktivierende Mutationen fiihren zur anhaltenden Signaltransduktion, die das Wachstum
und Uberleben der Tumorzellen anregt (Roskoski 2014; Sigismund u. a. 2018). Aus diesem Grund ist
der EGF-Rezeptor ein vielversprechender Angriffspunkt in der zielgerichteten Tumortherapie. Fir die
Therapie sind in der Europdischen Union bereits vier Generationen von Tyrosinkinase-Inhibitoren
zugelassen, welche spezifisch die Kinaseaktivitdt blockieren. Auferdem finden bereits zwei
monoklonale Antikorper praktische Anwendung: Cetuximab und Panitumumab. Cetuximab ist ein
seit 2004 zugelassener, chimarer monoklonaler I1gG1-Antikorper, der fir die Behandlung des
fortgeschrittenen kolorektalen Karzinoms sowie von lokal fortgeschrittenen oder rezidivierenden
und/oder metastasierenden Plattenepithelkarzinomen im Kopf- und Hals-Bereich zum Einsatz kommt
(EMA 2018a). Panitumumab ist ein humaner monoklonaler IgG2-Antikérper, der fiir die Therapie des
metastasierten kolorektalen Karzinoms zugelassen wurde (EMA 2018b). Beide Antikorper wirken,
indem sie — neben der Unterdriickung der Ligandenbindung und Dimerisierung — zur Endozytose und
zum teilweisen Abbau des Rezeptors beitragen (L. Wu u. a. 2020; Desjarlais u. a. 2007; Van den Eynde
u. a. 2011). Zusatzlich beeinflussen die Antikérper das Immunsystem durch die Vermittlung der ADCC
mittels Bindung an Immunzellen sowie durch die Aktivierung des Komplementsystems fir die CDC
(Kurai u.a. 2007; S. Trivedi u. a. 2015). Allerdings zeigt sich, dass der Einsatz von monoklonalen
Antikorpern durch angeborene und erworbene Resistenzen lediglich begrenzt effektiv ist und nur
eine geringe Patientenanzahl von der Therapie profitiert. Dabei wird vor allem das progressionsfreie
Uberleben, nicht aber das Gesamtiiberleben verlangert (Wheeler u.a. 2010). Unter der Therapie
entwickeln die meisten Patienten, die zu Beginn auf die Therapie angesprochen haben, innerhalb
weniger Monate zahlreiche Resistenzmechanismen, welche die Wirkung der monoklonalen
Antikorper verringern (Cunningham u. a. 2004; Bardelli und Siena 2010). Angeborene und erworbene
Resistenzen betreffen haufig Verdnderungen in den dem EGFR nachgeschalteten Signalwegen
RAS/RAF/MEK/ERK und/oder PI3K/AKT/mTOR, die zur konstitutiv aktiven Signalweiterleitung fiihren

(Roock u.a. 2010). Sekundare Mutationen in der extrazelluliren Doméane des EGF-Rezeptors
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verhindern aulRerdem die Bindung der therapeutischen Antikdrper (Van Emburgh u. a. 2016). Auch
das Tumormikromilieu kann mafigeblich zur Resistenzentwicklung beitragen, indem es beispielsweise
durch die Anhaufung von Hyaluronsaure eine Barriere flir die Antikorper und Effektorzellen aufbauen
kann (Singha u. a. 2015). Inwiefern Virusinfektionen zur Resistenzentwicklung beitragen konnen, ist
noch nicht abschlieRend geklart. Cetuximab ist fiir die Behandlung von Plattenepithelkarzinomen des
Kopf-Hals-Bereichs zugelassen, eine Tumorentitdt, die haufig mit einer HPV-Infektion assoziiert ist.
Obwohl der HPV-Status als prognostischer Marker herangezogen werden kann, konnte bisher kein
Zusammenhang zwischen dem Therapieansprechen mit Cetuximab und dem HPV-Status des Tumors

festgestellt werden (James A. Bonner u. a. 2017).

1.7 Humanes Papillomvirus

Die Familie der Papillomaviridae umfasst derzeit 227 bekannte humane Papillomviren (HPV)
(Van Doorslaer u. a. 2017), deren zirkuldres doppelstréangiges DNA-Genom von einem unbehillten
Kapsid umgeben ist. Die humanen Papillomviren sind epitheliotrop und kdénnen liber Mikrolasionen
im Gewebe die Basalzellen von kutanen und mukosalen Epithelien infizieren. Wahrend Infektionen
mit Niedrigrisiko-HPV-Typen vorrangig zur Entstehung von gutartigen Warzen fiihren, begiinstigt eine
Infektion mit Hochrisiko-HPV-Typen (HR-HPV) wie HPV16 und HPV18 die maligne Transformation des
Gewebes. Weltweit sind etwa 5,2 % aller Krebserkrankungen ursachlich auf die Infektion mit einem
Hochrisiko-HPV zuriickzufiihren. Dabei werden nahezu alle Zervixkarzinome durch HPV versursacht.
Auch bei Tumoren des Analbereiches, des Oropharynx, der Vagina und Vulva sowie des Penis wird in
vielen Fallen ein Zusammenhang mit HPV angenommen. Nach einer mukosalen Infektion mit dem
HR-HPV16 kommt es zu einer initialen Virusgenom-Amplifikation in den infizierten teilungsaktiven
Basalzellen, welche eine persistierende Infektion sicherstellt (Doorbar 2012). Fir die produktive
Replikation der HPV16 Viren in den differenzierten Zellen der suprabasalen Zellschichten greift das
Virus mit seinen viralen Onkoproteinen E6 und E7 direkt in den Zellzyklus sowie in die DNA-
Replikation der Zelle ein. Dies treibt die Proliferation der Zelle voran und begiinstigt dadurch die
Tumorentstehung. Hierzu induziert E6 den proteasomalen Abbau des Tumorsuppressors p53, indem
es die E3 Ubiquitinligase E6AP (E6 assoziiertes Protein) rekrutiert (Scheffner u. a. 1990; Huibregtse
u.a. 1993), und verhindert damit den Zellzyklusarrest bei Zellschdden (ber p21. Das pro-
apoptotische Protein BAK wird ebenfalls, induziert durch E6, EGAP abhiangig abgebaut und verhindert
so die Apoptose der infizierten Zelle (Thomas und Banks 1998). Zur Immortalisierung der infizierten
Zelle stimuliert E6 aulRerdem die katalytische Untereinheit hTERT der Telomerase (Klingelhutz u. a.
1996; Veldman u. a. 2001). Ein weiterer Schritt der malignen Transformation ist der Verlust der

Zellpolaritat. Hierzu bindet E6 an zelluldre Proteine mit PDZ-Domane und verhindert damit die
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Organisation von Proteinkomplexen, welche dem Erhalt und Aufbau der Zellpolaritat dienen (Watson
u. a. 2003). Das Onkoprotein E7 fiihrt zur Entkopplung der Proliferation vom Differenzierungsstatus,
so dass die differenzierten Epithelzellen wieder in den Zellzyklus eintreten und die DNA-Replikation
zur Virusvermehrung vorangetrieben wird. Hierzu inaktiviert E7 den Tumorsuppressor
Retinoblastom-Protein  (pRb) durch proteasomalen Abbau und entldsst dadurch den
Transkriptionsfaktor E2F aus dessen inhibierender Bindung (Scheffner u. a. 1992). E2F induziert die
Transkription wichtiger Zellzyklusregulatoren, die den Eintritt in die Synthese-Phase stimulieren. Das
Onkoprotein E5 tragt ebenfalls zur Proliferation der suprabasalen Zellschichten bei. Ein Mechanismus
dabei ist die Verstarkung der Signaltransduktion tGber den EGF-Rezeptor (Pim u.a. 1992). Unter
anderem durch Hemmung der endosomalen Azidifizierung kommt es zum verzogerten Abbau sowie
zum Recycling aktivierter EGF-Rezeptoren und dadurch zur verlangerten Signallbertragung auch bei
niedrigen Ligandenkonzentrationen (Straight u. a. 1995). Die HR-HPV Typen greifen also in vielfaltiger
Weise in den Stoffwechsel und die Signaltibertragung der Zelle ein und kdnnen dadurch zur malignen

Transformation des infizierten Gewebes fihren.

1.8 Kopf-Hals-Tumoren

Zur Gruppe der Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs (Head and Neck squamous cell
carcinoma (HNSCC)), die weltweit die sechsthaufigste Krebsart darstellt (GLOBOCAN 2020), zdhlen
Mundhohlenkarzinome sowie Pharynx- und Larynxkarzinome, die aus der Schleimhaut hervorgehen.
Wahrend die Tumore der Mundhohle und des Larynx primar mit Rauchen und extensivem
Alkoholabusus assoziiert sind (Hashibe u.a. 2009), gehen weltweit 52,9 % der Tumore des
Oropharynx mit einer vorangegangen Infektion mit den humanen Hochrisiko-Papillomviren, vor
allem HPV16, einher (Stein u. a. 2015). Wahrend der Tabakkonsum und damit auch die Pravalenz der
hierdurch induzierten HNSCCs riicklaufig ist, zeigt sich vor allem in westlichen Léandern ein Trend hin
zu HPV-induzierten Tumoren mit einer HPV-Pravalenz von tber 70 % (Mehanna u. a. 2013). HNSCCs
sind durch genetische Instabilitdt gekennzeichnet. Multiple genetische Veranderungen durch Verlust
oder Vermehrung chromosomaler Regionen fiihren zur Transformation von Schleimhautzellen in ein
invasives Plattenepithelkarzinom. Dabei konnte gezeigt werden, dass in HPV-negativen Tumoren vor
allem Tumorsupressorgene, hauptsachlich CDKN2A und TP53, durch Mutation oder Deletion
inaktiviert sind (Cancer Genome Atlas Network 2015). HPV-positive Tumoren unterscheiden sich von
diesen dagegen deutlich im Mutationsstatus. Da die viralen Onkoproteine E6 und E7 die Funktion des
Tumorsupressors p53 und des Zellzyklusregulators pRb durch proteasomalen Abbau inaktivieren,
kommt es seltener zu Verdnderungen in den entsprechenden Genen (Hafkamp u. a. 2003). Zusatzlich

ist in HPV-positiven Tumoren hiufiger der PI13K-Signalweg, der zum Uberleben, zum Wachstum, zur
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Migration und zu einem verdnderten Stoffwechsel der Zelle beitragt, durch Mutationen und
Amplifikationen aktiviert (Nichols u. a. 2013). Unabhadngig vom HPV-Status ist in vielen Kopf-Hals-
Tumoren der EGFR-Signalweg durch Mutation, Genamplifikation und/oder Uberexpression des
Rezeptors selbst sowie seiner Liganden aberrant aktiviert. Dies ist mit einer schlechteren
Uberlebensrate assoziiert (Grandis und Tweardy 1993; Szabd u. a. 2011; Leemans u. a. 2011; Zhu u. a.
2013). Fur die Therapie lokal begrenzter Tumoren wird klassisch die chirurgische Entfernung,
Bestrahlung, Chemotherapie oder kombinierte Radiochemotherapie angewandt. Fiir rezidivierende
und metastasierte Tumoren besteht zusatzlich die Moglichkeit einer Immuntherapie. Zurzeit
zugelassen sind die Checkpoint-Inhibitoren  Nivolumab und Pembrolizumab, humane
beziehungsweise humanisierte 1gG4 monoklonale Antikérper, die gegen den Immun-Checkpoint-
Rezeptor PD-1 gerichtet sind (Burtness u.a. 2019). Zur Anwendung kommt auch Cetuximab, ein
chimarer monoklonaler 1gG1-Antikérper gegen den EGF-Rezeptor. Cetuximab ist in Kombination mit
einer Strahlentherapie fir lokal fortgeschrittene Tumore (J. A. Bonner u. a. 2000) und in Kombination
mit einer platin-basierten = Chemotherapie fir rezidivierende und metastasierende
Plattenepithelkarzinome im Kopf- und Hals-Bereich zugelassen (Vermorken u. a. 2008). Trotz der
hohen EGFR-Expression in den Kopf-Hals-Tumoren hat sich unter den EGFR-Inhibitoren bislang nur
Cetuximab als effektiv in deren Therapie erwiesen, jedoch eignet sich die EGFR-Expression alleine
nicht als pradiktiver Faktor fir die Therapie (Bossi u.a. 2016). Eine wichtige Rolle bei der
Tumorprogression und dem Ansprechen auf Immuntherapie spielt auch das Tumormikromilieu, das
in HNSCCs durch die Infiltration von myeloischen Zellen charakterisiert ist. Metaanalysen stellten
einen Zusammenhang dar zwischen dem Verhaltnis von Granulozyten zu Lymphozyten vor der
Behandlung und dem Gesamtiiberleben, dem krankheitsfreien Uberleben und dem
progressionsfreien Uberleben (Yang u.a. 2019). Patienten mit vielen zirkulierenden und
infiltrierenden neutrophilen Granulozyten haben ein erhdhtes Risiko fiir eine schlechte Prognose.
Einige Studien konnten zeigen, dass das Immunzellinfiltrat durch Chemokine der Tumorzellen in
tumorférdernde Granulozyten polarisiert wird (Trellakis u. a. 2011; Dumitru u. a. 2013; Galdiero u. a.
2013; Valero u. a. 2017). Tumorférdernde Granulozyten sind also zentral an der Metastasierung von
HNSCC-Tumoren beteiligt (Busso-Lopes u. a. 2022) und stellen eine vielversprechende Zellpopulation

dar, die mit IgA-Antikorpern flr die zielgerichtete Immuntherapie nutzbar gemacht werden kénnte.
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1.9 Peniskarzinom

Das Peniskarzinom stellt eine weitere, wenn auch sehr seltene Tumorentitat dar, die in etwa der
Halfte aller Falle (50,8 % Préavalenz von HPV-DNA) mit einer Infektion mit einem humanen Hochrisiko-
Papillomvirus assoziiert ist (Olesen u. a. 2019). Hierbei ist in HPV-positiven Tumoren zu 68,3 % das
Hochrisiko-HPV16 nachgewiesen worden. Ein friher Schritt in der Krebsentstehung ist die Integration
des HPV-Genoms in das Genom der infizierten Zelle. Dies fihrt zu unkontrolliertem Wachstum und
fordert die Dedifferenzierung (Kidd u.a. 2017). Neben HPV scheinen auch die Rezeptoren der
HER/ErbB-Familie eine wesentliche Rolle bei der Pathogenese des Peniskarzinoms zu spielen
(Stankiewicz u.a. 2011). Einige Studien zeigen eine starke Expression des EGF-Rezeptors und
diskutieren ihn als potenzielles Target fiir eine zielgerichtete Therapie, welche fiir das Peniskarzinom
bislang nicht existiert (Lavens u. a. 2010; Gou u. a. 2013; Chaux u. a. 2013; McDaniel u. a. 2015). Eine
Phase-lI-Studie mit Dacomitinib, einem Pan-HER-Tyrosinkinase-Inhibitor, zeigte sich als
erfolgversprechender  Ansatz  bei  regional fortgeschrittenem oder  metastasiertem
Plattenepithelkarzinom des Penis (Necchi u. a. 2018). Dariliber hinaus gibt es Fallberichte iber ein
Ansprechen auf die Therapie mit EGFR-gerichteten Antikorpern Cetuximab und Panitumumab (J. Wu
u. a. 2016; Necchi u. a. 2016). Zudem demonstrierte eine retrospektive Studie mit 17 Patienten, die
mit Cetuximab oder mit Cetuximab in Kombination mit Chemotherapie behandelt wurden, eine
partielle Riickbildung des Tumor bei 23,5 % der behandelten Patienten (Carthon u. a. 2014). Neuere
Studien zeigten mittels Exom-Sequenzierung, dass das sehr seltene Plattenepithelkarzinom des Penis
(PSCC) in seiner Mutationssignatur eine hohe Ahnlichkeit zum HNSCC und dem Osophagus-
Plattenepithelkarzinom (ESCC) aufweist (Chahoud u.a. 2021). Diese Erkenntnis kdnnte genutzt
werden, um vielversprechende Therapieansatze der haufiger vorkommenden HNSCC und ESCC in die
Behandlung des PSCC einflieBen zu lassen. Auch im Peniskarzinom haben das Tumormikromilieu
sowie infiltrierende  Immunzellen  Einfluss auf die  Tumorprogression und die
Lymphknotenmetastasierung (Joshi u.a. 2022). Eigene Arbeiten der Forschungsgruppe konnten
zeigen, dass in vitro neutrophile Granulozyten fiir die ADCC von Peniskarzinom-Zelllinien aktiviert
werden konnen. Dies erfolgt FcaRI-abhangig durch die Zugabe von IgA2-Antikorper, der gegen den
EGFR gerichtet ist (Bernhard wu.a. 2021). Zudem zeigen unsere Ergebnisse, dass das
Tumormikromilieu HPV-positiver Peniskarzinome in seiner Zytokinzusammensetzung Neutrophile
anlockt und das Potential besitzt, diese fiir den ADCC zu stimulieren. Die Immuntherapie mit IgA2-
Antikorpern konnte also auch fir das HPV-positive Peniskarzinom ein vielversprechender neuer

Therapieansatz bedeuten.
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1.10 EMMPRIN (CD147)

EMMPRIN riickte in den letzten Jahren sowohl als diagnostischer und prognostischer Marker vieler
Tumorentitdten als auch als therapeutisches Target der zielgerichteten Therapie in den Fokus der
Forschung. EMMPRIN oder auch CD147 ist ein Glykoprotein der Immunglobulin-Familie und wurde
nach einer seiner Funktionen der Regulation von Matrix-Metalloproteinasen (MMP) benannt
(EMMPRIN = Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer) (Biswas u. a. 1995). Die Aktivierung der
Metalloproteinasen ermoglicht der Tumorzelle den Abbau der umliegenden extrazellularen Matrix
und stellt einen wichtigen Schritt bei der Invasion und Metastasierung von Tumorzellen dar. Das
Transmembranprotein wird von Epithelzellen sowie von neuronalen, lymphoiden und myeloiden
Zellen exprimiert (Spring u. a. 1997). Es liegt — je nach Gewebe — in unterschiedlichen Glykoformen
und vier alternativen SpleiBvarianten vor, wobei Isoform 2 mit zwei extrazellularen Ig-dhnlichen
Domaénen die dominierende ist (Liao u. a. 2011). Zwei membranstindige CD147- (mCD147) Molekiile
auf einer Zelle kdnnen miteinander interagieren, um ein cis-Homodimer zu bilden. Alternativ bilden
zwei mCD147-Molekile auf der Oberfliche benachbarter Zellen durch eine trans-Interaktion einen
Komplex (Yu u. a. 2008). Sowohl die Glykosylierung als auch die Dimerisierung sind essentiell fir die
Induktion von MMPs (J. Sun und Hemler 2001; Cui u. a. 2012). Es wurde gezeigt, dass mCD147 die
Expression und Aktivitdit von MMP-1, MMP-2, MMP-3 und MMP-9 in Tumorzellen selbst sowie in
umliegenden Fibroblasten, Endothelzellen, Epithelzellen und Makrophagen erhéht (Nabeshima u. a.
1991; Kataoka u. a. 1993; Kanekura u. a. 2002; Y. Tang u. a. 2004). Zusatzlich kommt es durch die
Interaktion von mCD147 mit Integrinen an Zell-Zell-Kontaktstellen zur weiteren lokalisierten
Induktion und Aktivierung von MMPs (J. Tang u.a. 2008). CD147 verstirkt also den Abbau
extrazelluldarer Matrix Gber MMPs und damit die Invasivitdt und Metastasierung der Tumorzellen. Als
weitere wichtige tumorférdernde Wirkung von mCD147 wurde die Unterstlitzung der aeroben
Glykolyse beschrieben (Floch u.a. 2011). Dabei fungiert mCD147 als Chaperon fiir die
Monocarboxylat-Transporter MCT-1 und MCT-4 (Kirk u. a. 2000). In dieser Rolle ist mCD147 essentiell
fir deren Membranlokalisation sowie deren Funktion, Laktat Uber die Plasmamembran zu
exportieren (Wilson u.a. 2005). Neben mCD147 kann das gesamte Protein auch mittels
Mikrovesikeln oder Exosomen als I6sliches sCD147 sezerniert oder ein Fragment des Proteins von der
Zelloberflache abgespalten werden. Fiir letzteres wird entweder durch MMP-14 ein 22 kDa groRes
Fragment mit der N-Terminalen Ig-Domane oder, beim sogenannten Shedding, durch ADAM-12 ein
48 kDa grolRes Protein mit beiden extrazelluldren Ig-Domanen abgespalten (Egawa u.a. 2006;
Albrechtsen u. a. 2019). Sowohl membranstdndiges als auch 16sliches CD147 kénnen die Migration
und das Uberleben der Tumorzellen férdern, indem sie iiber HIF-2a (Hypoxie-induzierter Faktor),

VEGFR-2 und VEGF die Angiogenese verstarken (Bougatef u.a. 2009). Des Weiteren regt sCD147



Einleitung 25

durch die autokrine Bindung an mCD147 die Proliferation der Zelle an. Die anschliefende
Internalisierung fiihrt zu einer positiven Verstarkung der endogenen mCD147 Produktion und
Expression auf der Oberflaiche (Knutti u.a. 2015). CD147 unterstitzt durch Interaktion mit den
aufgefiihrten und einer Reihe weiterer Molekiile in vielfaltiger Art und Weise die Tumorprogression,
Invasion und Metastasierung. Aufgrund der Uberexpression von CD147 auf der Oberfliche von mehr
als 20 Tumorentititen, die mit einer schlechten Prognose beziiglich Uberleben und Progression
verbunden ist, bietet sich CD147 als Zielstruktur der zielgerichteten Tumortherapie an (Landras u. a.
2019; Barillari u. a. 2022). Einige gegen CD147 gerichtete Antikorper und auch sogenannte ,,small
molecule“-Inhibitoren sind Gegenstand aktueller Forschung. Der monoklonale MEM/M6-Antikorper
beispielsweise blockiert die Assoziation mit MCT-1 und damit den Laktattransport und fiihrte in
Kolonkarzinom-Zelllinien zum Zelltod (Baba u. a. 2008). In in vivo Mausexperimenten konnte der
gegen CD147 gerichtete 161-Antikdrper die MMP-9 und VEGF Produktion herabsetzen, die ADCC
durch Makrophagen verbessern und somit die Tumorprogression inhibieren (Walter u.a. 2016;
Hijaze u.a. 2021). Zur therapeutischen Anwendung im Menschen wurden bereits einige
verschiedene Formate des anti-CD147/HAb18-Antikorpers entwickelt und als Konjugate mit
zytotoxischen oder radioaktiven Medikamenten in vivo an Mausen beziehungsweise in Phase | / Il -
Studien eingesetzt (Chen u.a. 2006; Huhe u.a. 2019). Der niedermolekulare Inhibitor AC-73
verhindert durch Bindung an die N-terminale Ig-Doméane die CD147-Dimerisierung und setzt in
funktionellen Assays die Migration, Invasion und Metastasierung von Leberkarzinom-Zelllinien herab
(Fu u. a. 2016). Zusammengefasst konnte CD147 in Zukunft nicht nur als prognostischer Marker,

sondern auch als Targetmolekiil in der zielgerichteten Tumortherapie von Bedeutung sein.

1.11 Ziele dieser Arbeit

Ausgangspunkt dieser Arbeit ist die 2016 in Lohse et al. publizierte praklinische Studie zu einem
funktionell und pharmakokinetisch verbesserten monomeren IgA2m(1)-Antikérper. Die Zielsetzung
dieser Arbeit umfasste die Herstellung des korrespondierenden IgA-Dimers sowie dessen
biochemische und funktionelle Charakterisierung. Fir die Herstellung sollten zunachst Produktions-
und Aufreinigungsmethoden etabliert werden, die ausreichend dimere Antikdrpermengen zur
Verfligung stellten. Nach der biochemischen Charakterisierung sollten anschliefend vergleichend
zum Monomer und weitern IgA-Dimeren die Fab- und Fc-vermittelten Bindungs- und
Funktionsanalysen durchgefiihrt werden. Fir die Messung der ADCC-Effektivitdt sollte die
impedanzbasierte Methode zur physiologischeren Messung der IgA-vermittelten ADCC durch
Granulozyten verwendet werden. Zur Etablierung der Messung in Echtzeit, markierungsfrei und an

soliden Tumorzelllinien in Adhdrenz wurde zundchst mit dem vorhandenen IgA2.0-Monomer
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gearbeitet. Anhand des hergestellten 1gA3.0-Dimers und der etablierten impedanzbasierten ADCC
Messung sollte der Einfluss von l6slichen und membrangebunden Faktoren auf die Effektivitdt der
ADCC in Kopf-Hals-Tumorzelllinien analysiert werden. Zudem sollte der Einfluss des HPV-Status der
Zelllinien auf die Effektivitat der ADCC vergleichend zu weiteren IgA-Dimeren dargestellt werden.
Interessante Faktoren, die aus den zuvor durchgefiihrten Experimenten eine Korrelation zur ADCC-
Effektivitat aufwiesen, sollten daraufhin sowohl in vitro als auch durch Farbungen von
Gewebemikroarrays in vivo naher untersucht werden. Daraus ergab sich die Analyse der Rolle von

CD147 in der IgA-abhangigen ADCC an HNSCC-Zelllinien.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Ethische Vertretbarkeit

Die Versuche mit humanen Proben in dieser Arbeit wurden nach den ethischen Grundsatzen der
Deklaration von Helsinki durchgefiihrt und von der Ethikkommission der Universitat des Saarlandes

genehmigt.

2.1.2 Zelllinien

A-431 humanes Epidermoidkarzinom der Vulva (RRID:CVCL_0037)

CAL-33 humanes Plattenepithelkarzinom der Zunge (RRID:CVCL_1108)

FaDu humanes Plattenepithelkarzinom des Hypopharynx (RRID:CVCL_1218)

HN Zelllinie stammt aus einer zervikalen Lymphknotenmetastase eines Patienten mit

Plattenepithelkarzinom der Mundhéhle (RRID:CVCL_1283)

HSC-4 Zelllinie stammt aus einer zervikalen Lymphknotenmetastase eines Patienten mit

Plattenepithelkarzinom der Zunge (RRID:CVCL_1289)

KYSE-30 humanes Plattenepithelkarzinom des Osophagus (RRID:CVCL_1351)
SAS humanes Plattenepithelkarzinom der Zunge (RRID:CVCL_1675)
SAT humanes Plattenepithelkarzinom der Mundhohle (RRID:CVCL_3160)

UM-SCC-1 humanes Plattenepithelkarzinom des Mundbodens (RRID:CVCL_7707)
UPCI-SCC-090 HPV16* humanes Plattenepithelkarzinom der Zunge (RRID:CVCL_1899)
UPCI-SCC-154 HPV16* humanes Plattenepithelkarzinom der Zunge (RRID:CVCL_2230)

BHK-CD89* Fibroblasten aus den Nierenzellen eines Babyhamsters stabil kotransfiziert mit

FcaRI/FcRy

ExpiCHO-S™  Suspensionszelllinie aus einem Subklon der CHO-Zelllinie aus Ovarien des

chinesischen Hamsters (RRID:CVCL_5J31)
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HPK-1a in vitro transformierte HPV16-positive, nicht-maligne humane Vorhautkeratinozyten

(RRID:CVCL_D890)

Die HNSCC-Zelllinien wurden 2016 von Dr. Malte Kriegs (CAL-33, HSC-4, SAS und SAT; Labor fir
Strahlenbiologie und Experimentelle Radioonkologie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf) und
PD Dr. Maximilian Linxweiler (FaDu, HN, UM-SCC-1; Klinik far Hals-, Nasen- und
Ohrenheilkunde; Universitatsklinikum des Saarlandes, Homburg) zur Verfligung gestellt. Die Zelllinie
HPK1a wurde von Prof. Dr. Matthias Durst (Klinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe, FSU Jena)
und die Zelllinie BHK CD89* von Thomas Valerius (Klinik fiir Innere Medizin Il, Sektion fiir Stammzell-
und Immuntherapie, Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Kiel) zur Verfligung gestellt. Die
Zelllinie A-431 (ACC-91; Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ)) wurde
in 2015 erworben und 2018 authentifiziert. KYSE-30 (ACC-351); UPCI-SCC-090 (ACC-670) und UPCI-
SCC-154 (ACC-669) wurden vom DSMZ bezogen. ExpiCHO-S™ Zellen (Gibco™ A29127 Lot no.
2224826) wurden 2018 bei Thermo Fischer Scientific erworben.

2.1.3 Bakterien

Die chemisch kompetenten E.Coli (MACH1) wurden fiir die Vermehrung der Plasmide benutzt (One

Shot Mach1 T1 Phage-Resistant Chemic Cat: C862003).

2.1.4 Zellkulturmedien und Reagenzien

Dulbecco’ s Modified Eagle Medium (DMEM)  Sigma-Aldrich, Steinheim

High Glucose (4,5 g/L) with L-Glutamine

Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI- Sigma-Aldrich, Steinheim

1640)

Ham’ s F-12 Nutrient Mixture Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Opti-MEM Reduced Serum Medium, GlutaMAX Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
TrypLE™ Express Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Penicillin / Streptomycin Sigma-Aldrich, Steinheim

(Penicillin: 10 000 U/ml; Streptomycin: 10 mg/ml)

Natriumpyruvat (100 mM) Sigma-Aldrich, Steinheim
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Fotales Kalberserum (FKS), hitzeinaktiviert fiir Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

30 Minuten bei 56 °C

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) PAN Biotech, Aidenbach

Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma Aldrich, Steinheim

Geniticin (G-418) Gibco

Methotrexat Sigma Aldrich, Steinheim

ExpiCHO Medium Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)
Luria-Bertani Broth, Miller BD Bioscience, Heidelberg

Ampicilin Ratiopharm GmbH, Ulm

Kanamycin Sigma Aldrich, Steinheim

DMEM Vollmedium (D10**)

500 ml DMEM wurden mit 10 % FKS, 1 mM Natriumpyruvat und 1 % Penicillin / Streptomycin

versetzt.

RPMI Vollimedium (R10**)

500 ml RPMI wurden mit 10 % FKS, 1 mM Natriumpyruvat und 1 % Penicillin / Streptomycin versetzt.
KYSE Medium

250 ml RPMI wurden mit 250 ml Ham’s F-12 vermischt und mit 1 mM Natriumpyruvat und 1 %

Penicillin / Streptomycin versetzt.

Selektionsmedium fiir BHK CD89*

Fur 25 ml Medium wurde RPMI Vollmedium mit 10 uM Methotrexat und 1 mg/ml Geniticin versetzt.
Einfriermedium

Zum Einfrieren aller Zelllinien wurde hitzeinaktiviertes FKS versetzt mit 10 % DMSO verwendet.

2.1.5 Antikorper

2.1.5.1 Rekombinante Antikérper

IgA2.0: 225-1gA2m(1)-N166G-P221R-C331S-N337T-1338LT339S- dC471-dY472
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IgAIWT: Wildtyp 225-1gAl

IgA2WT: Wildtyp 225-1gA2m(1)

IgA2P221R: 225-1gA2m(1)-P221R

IgA3.0: 225-1gA2m(1)-N166G-P221R-C331S-N337T-1338L-T339S
Cetuximab: 225-1gG1

IgA-Isotyp: ChromPure human Serum IgA (Jackson)

2.1.5.2 Antikorper fiir die Durchflusszytometrie und Immunfluoreszenz

Antigenspezifitit Label / Klon Spezies Verdiinnung Hersteller RRID

CD66b BV-421 Mouse 1:10 Biolegend AB 2888722

EGFR mouse 1:10 BD AB_2096589
Biosciences

ICAM1 MEM-111 mouse 1:10 Thermo Fisher AB_1072566
Scientific

CD147 HIM6 mouse 1:10 Biolegend AB 314586

CD11b MEM-174 mouse 1:10 Sigma

CD18 MEM-148 mouse 1:10 Sigma

CD89 PerCP/Cy5.5 mouse 1:10 Biolegend AB_2565474

EGF Fluorescein Thermo Fisher E3478
Scientific

IgG-BP PE mouse 1:10 Santa Cruz

(Bindeprotein)

Isotypkontrolle PE Mouse 1:10 BD AB 396091
Biosciences

Human kappa FITC 1:10

Annexin V APC 5ul / test BD AB_2868885
Biosciences

Anti-mouse AlexaFluor488 goat 1:200 Thermo Fisher
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Scientific
Anti-rabbit AlexaFluor546 goat 1:200 Thermo Fisher

Scientific
2.1.5.3 Antikorper fiir Western Blot und Elisa
Antigenspezifitit Label Spezies Verdiinnung  Hersteller RRID
EGFR mouse 1:2000 Biolegend RRID:AB_2888722
Anti kappa goat 1:1000 Abcam
B-Aktin mouse 1:5000 Sigma Aldrich
Histidine Tag POX mouse 1:2000 BioRAD MCA5995P
Human kappa- POX goat 1:2000 Sigma Aldrich  SAB3701414
chain
Human-IgA a- POX goat 1:10000 Sigma Aldrich ~ A0259
kettenspezifisch
Biotin POX Neutravidin  1:2000 Thermo

Fisher

Scientific
Anti-mouse POX rabbit 1:2000 Sigma Aldrich
Anti-rabbit POX mouse 1:2000 Sigma Aldrich

2.1.6 Fusionsproteine
Name Protein Hersteller
CD147-Fc Extrazelluldre Doméane von Sino Biological, Eschborn
CD147 mit Fc-Region von
humanem IgG1

CD147-His Extrazelluldre Domane von Sino Biological, Eschborn

CD147 mit Poly-Histidin-Tag
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2.1.7 Primer

Gen Primersequenz (5~ 3°) Primersequenz (3~ 5°) Sonde MgCl,

EGFR GATCCAAGCTGTCCCAATG GACCAGATGATTTTGGTCAGTT 3 3mM

ICAM1 AGCGTAGGGTAAGGTTCTTGC CCTTCCTCACCGTGTACTGG 71 4 mM

ICAM2 GCAGGACAGATGTCACGAAC CCCCGAAGATGTTGGAGAT 56 4 mM

ICAM4 TACCAGCTGCTCGACGTG AAGTAGCCCACCGGGAAC 10 5mM

ICAM5 CACTGTGGGCGTGGAATAC TCAACGTGAAGTTTCCTCCTG 49 5mM

GM-CSF TCTCAGAAATGTTTGACCTCCA GCCCTTGAGCTTGGTGAG 1 3mM

TNFa CAGCCTCTTCTCCTTCCTGAT GCCAGAGGGCTGATTAGAGA 29 5mM

TGFB1 CAAAGACTTTTCCCCAGACCT  GGTCTTGAATAGGGGATCTGTG 25 5mM

LRIG1 ATTCCATCGCTCGCATTC TTGTTGAAGGACAGGACCAA 19 4 mM

LRIG2 CAGCGGAATGGAATTAGCA TCGTGTAAGGTTGTTGTGTTCC 58 4 mM

LRIG3 ACAGCTGCACAGCTCAGAAC  CGCAAAAATGATGGTGTTTCT 4 3mM

RPL13a AGCGGATGAACACCAACC TTTGTGGGGCAGCATACTC 28 4 mM
2.1.8 Standard-Plasmide

Gen Plasmid GréRRe

EGFR pUSEamp-EGFR 9662 bp

GM-CSF pT7T3D-Pacl-huGMCSF 3678 bp

TNFa pCMV-SPORT6-huTNFalpha 6072 bp

TGFB1 pOTB7-huTGFbetal 3595 bp

LRIG1 pCMV6-Entry-Lrigl 8094 bp

LRIG2 pCR4-TOPO-Lrig2 7660 bp

LRIG3 pCR4-TOPO-Lrig3 7750 bp

RPL13a pCMV-SPORT6-huRPL13a 5059 bp
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2.1.9 Plasmide fiir die Antikérperproduktion

1gA2.0

1gA3.0

IgATWT

IgA2WT

IgA2P221R

2.1.10 Lektine

Aleuria aurantia lectin
Ricinus communis lectin A
Griffonia simplicifolia lectin

Sambuccus nigra lectin

2.1.11 Inhibitoren

Wortmannin

Chloroquin

CD89 (Klon: A59) RRID: AB_2561350

pcDNA3.1-225VH-IgA2.0-CH
pcDNA3.1-225VL-hukappa
pcDNA3.1-225VH-IgA3.0-CH

pcDNA3.1-225VL-hukappa

pIRESpuro3-J-chain-myc-His-Tag

pEE14.4-225VH-hualphal-CH

pEE14.4-225VL-hukappa

pIRESpuro3-J-chain-myc-His-Tag

pEE14.4-225VH-hualpha2-CH

pEE14.4-225VL-hukappa

pIRESpuro3-J-chain-myc-His-Tag

pEE14.4-225VH-IgA2P221R-CH

pEE14.4-225VL-hukappa

pIRESpuro3-J-chain-myc-His-Tag

Vector Laboratories REF B-1395
Vector Laboratories REF B-1085
Vector Laboratories REF B-1105-2

Vector Laboratories REF B-1305-2

SelleckChem, Houston (USA)
SelleckChem, Houston (USA)

BioLegend
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2.1.12 Puffer und Loésungen

Zellkultur

Trypanblaulésung

10x PBS pH 7.2

Durchflusszytometrie

FACS-Puffer

FACS-Fix

Proteinextraktion

RIPA-Puffer

Western Blot

10 x TBS pH 7.6

TBS-T-Waschpuffer

Anderson-Puffer

Trypanblau in PBS

NaCl

KCl
Na;HPO4
KH,PO4

dH0

BSA in PBS

Paraformaldehyd in PBS

RIPA-Puffer

cOmplete Mini Protease

Inhibitor Cocktail

Tris
NaCl

dH,0

10 x TBS

Tween 20

dH,0

Tris

0,5%

80g
2g
11,4 g
2g

auf 1 Liter

1%

1%

10 ml

1 Tablette

24,2 g
80g

auf 1 Liter

100 ml

500 ul

auf 1 Liter

6g
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5 x Lammli-Puffer

5x Lammli-Puffer reduzierend

Blockierlosung

Immunfluoreszenz

Fixierldsung pH 7.4

Blockierlésung

DAPI

Glycin
10 % SDS
Methanol

dH0

1 M Tris pH 6.8
10 % SDS
Glycerol
Bromphenol Blau

dH,0

5 x Limmli-Puffer

B-Mercaptoethanol

Magermilchpulver
BSA

TBS-T-Waschpuffer

PFA in PBS
CaCly
MgCl,
BSA in PBS

TritonX-100

DAPI

Methanol

28,8¢g
10 ml
200 ml

auf 1 Liter

1,65 ml
3,438 ml
2,5 ml
0,62 ng

auf 10 ml

100 pl

2,3 ul

2g
3,28

Auf 100 ml

4%
1,3 mM
1mM
2%

0,1%

1ul

50 ml
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Antikérperaufreinigung

Flr anti-human-kappa Beads:

Elutionspuffer pH 3

Neutralisierungspuffer pH 8.9

Lagerungspuffer

Fur His-Tag:

Bindungspuffer pH 8

Elutionspuffer pH 8

Lektin-Blots

Puffer ApH 8

Glycin

dH0

Tris-Base

dH,0

Ethanol

NaH2PO4
NaCl
Imidazol

dH,0

NaH2PO4
NaCl
Imidazol

dH,0

Tris

NaCl

CaCl; Dihydrat
BSA

dH0

7,58

auf 1|

121,14 g

auf 1|

20%

69¢g
175¢g
0,34¢g

auf 1|

69¢g
175¢g
34g

auf 1|

6,07 g
5,26¢
0,29g
50g

auf 1|
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Puffer BpH 8

2.1.13 Reagenziensysteme

Western Blot

Tris 6,07 g
NaCl 5,26¢g
CaCl; Dihydrat 0,29g
BSA 5g

Tween 20 400 pl
dH,0 aufll

NuPAGE™ 3 bis 8 % Tris-Acetat, Mini Protein Gel Thermo Fisher Scientific

NuPAGE™ Tris-Acetat-SDS-Laufpuffer (20x) Thermo Fisher Scientific

NuPAGE™ 4 bis 12 %, Bis-Tris, Mini Protein Gel Thermo Fisher Scientific

NuPAGE™ MOPS-SDS-Laufpuffer (20x)

SuperSignal West Dura Extended

Substrate

Thermo Fisher Scientific

Duration Thermo Fisher Scientific

Roti®-BlackP silver staining kit for Proteins Carl Roth GmbH

Spectratm Multicolor High Range Protein Ladder  Thermo Fisher Scientific

Isoelektrische Fokussierung

Novex™ IEF Anode Buffer (50x)
Novex™ IEF Cathode Buffer (10x)

Novex™ IEF Sample Buffer (2x)

BCA-Assay

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Elisa
Human IL-8/CXCL8 DuoSet® ELISA

RayBio® Human CD147 ELISA Kit

Thermo Scientific™
Thermo Scientific™

Thermo Scientific™

Thermo Scientific REF 23227

R&D SYSTEMS, Minneapolis, USA

RayBiotech Cat#ELH-CD147
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LTB4 Parameter Assay Kit

Plasmidpraparation

NucleoBond® Xtra Maxi EF

peqGOLD Plamid Miniprep

RNA Isolierung

Nucleospin™ RNA-Isolation-Kit

qRTPCR

FastStart™ Taq DNA Polymerase, dNT-
Pack

Antikorperaufreinigung

CaptureSelect™ KappaXL Affinity Matrix
Profinity™ IMAC Resin, Ni-charged

ExpiCHO™ Expression System Kit

Calcein-Assay

Calcein-AM

ROS-Assay

Diogenes Enhanced Superoxide Detection

2.1.14 Chemikalien

2-Mercaptoethanol

Agarose

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromophenolblau

DAPI

Dimethylsulfoxid (DMSO)

R&D SYSTEMS, Minneapolis, USA

Macherey-Nagel, Diiren

VWR International, Darmstadt

Macherey-Nagel, Diiren

Roche, Mannheim

Thermo Scientific™
BioRad

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

National diagnostics, Atlanta (USA)

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
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Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)
Dinatriumcitrat

Dithiothreitol (DTT)

DPBS

Essigsaure

Ethanol, absolut

Ethanol, vergallt

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
FACS Flow

FACS Rinse

FACS Clean

Glycerol

Glycin

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2P0O4)
Kristallviolett

Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (MgCl2)
Methanol, absolut

Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)

Neutralrot

Ponceau S Solution

ProLong™ Diamond Antifade Mountant

Salzsaure (HCI)

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco, Karlsruhe

VWR, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Gibco, Karlsruhe

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Fisher Chemical, Schwerte
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Thermo Fisher Scientific

Merck, Darmstadt
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Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Tween 20

Triton-X-100

Trypanblau

VectaMount® Permanent Mounting Medium
Wasserstoffperoxid (H202)

Xylol

2.1.15 Gerite

Azure Q500

Cell Drop BF

ChemiDoc XRS+

FACSCantoll
Fluoreszenzmikroskop DMI6000 B
LightCycler 480

NANODROP 2000c

VICTOR X4 Multilabel Plate Reader
Digitaler Heizblock

Inkubator Heracell 240i

Leica DMl inverted microscope
Megafuge 1.0R

Megafuge 16R

Microcentrifuge 1-15PK
Mini-blot-Module

Mini Gel Tank

pH-meter

Sigma-Aldrich, Steinheim
Applichem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Vector Laboratories
Merck, Darmstadt

Fischar, Saarbrucken

Azure biosystems

DeNovix

BioRAD, Miinchen

BD Biosciences, Heidelberg
Leica, Wetzlar

Roche Diagnostics, Mannheim
peQlab Biotechnologie, Erlangen
Perkin-EImer, Uberlingen
Thermo Fisher Scientific
Heraeus

Leica, Wetzlar

Hereaus

Thermo Scientific™

Heraeus™

ThermoFischerTM
ThermoFischerTM

INTEGRA Biosciences GmbH



Material und Methoden

41

Sonifier Sonorex Super RK103H

xCELLigence RTCA (real-time cell analysis) SP

(single plate) system

2.1.16 Gebrauchsmaterialien

Poly-Prep® Cromatography Columns
PVDF membrane Amersham™ Hybond™
VIVASPING 100,000 MWCO PES

Stericup Quick Release Millipore Express Plus

0,22um PES
Slide-A-Lyzer™ Dialysekassetten

Baffled Polycarbonate Erlenmeyer Flask with

Vent Cap

R. Langenbrinck GmbH,

Agilent

BioRad
GE Healthcare Life Sciences
SigmaAldrich

Millipore, Burlington USA

Thermo Scientific™

Corning, Corning USA

Sonstige Plastikwaren wurden von Greiner Bio-One (Frickenhausen), Roche (Mannheim),

Sarsted (NUmbrecht) und VWR (Darmstadt) bezogen.

2.1.17 Software

GraphPad Prism 8.0

Imagel

Leica Application Suite 3.6.0
Leica Application Suite X
LightCycler® 480 Software 1.5
MS Office 2019

NanoDrop 2000

WorkOut 2.5 Software

XCELLigence RTCA Software

GraphPad Software, San Diego, USA
GraphPad Software, San Diego, USA

Leica Microsystems, Wetzlar

Leica Microsystems, Wetzlar

Roche, Mannheim

Microsoft, Redmond, USA
ThermoScientific, Waltham, Massachusetts
Dazdaq, Brighton, GB

ACEA Bioscience, Inc./San Diego, USA
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BD FACSDiva™

Zotero

BD, Biosciences, Heidelberg

Roy Rosenzweig Center for History and New

Media; www.zotero.org/download
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Kultivieren von Zellen

Die adhdrenten Zelllinien wurden bei 37 °C im Brutschrank bei einem CO»-Gehalt von 5 % in ihrem
jeweiligen Kulturmedium kultiviert. Alle zwei bis drei Tage, wenn die Zellen 70-80 % konfluentes
Wachstum erreicht hatten, wurden die Zellen passagiert. Hierzu wurde das Medium vollstandig
abgenommen und nach zweimaligem Waschen mit PBS die Zellen mit Trypsin im Brutschrank
inkubiert, bis sie sich vom Flaschenboden ablosten. AnschlieBend wurden die Zellen in Kulturmedium
aufgenommen und abzentrifugiert (300 x g, 5 Minuten). Erneut in frischem Medium aufgenommen,

wurden die Zellen in gewlinschter Dichte neu ausgesat.

Die Schuttelkulturen wurden bei 37 °C im Brutschrank bei einem CO,-Gehalt von 8 % kultiviert und
bei 125 Umdrehungen pro Minute geschittelt. Zur Subkultivierung wurden die Zellen gezahlt und in

gewlnschter Zelldichte in frischem Medium aufgenommen.

Nach dem Auftauen und routinemaRig einmal monatlich wurden die Zelllinien in Kultur hinsichtlich

einer Kontamination mit Mykoplasmen untersucht.

2.2.1.2 Einfrieren von Zellen

Flir die Stammbhaltung der Zellkultur wurden von jeder Zelllinie einige Kryoréhrchen von frihen
Zellpassagen eingefroren. Hierzu wurden 3 x 10° Zellen in 1 ml FKS mit 10 % DMSO aufgenommen
und zligig bei -80 °C in speziellen Gefrierbehdltern (mit einer Kuhlrate von -1 °C / Minute)

weggefroren. Die Langzeitlagerung erfolgte bei -150 °C oder im fllissigen Stickstoff.

2.2.1.3 Auftauen von Zellen

Die Zellen wurden in Kryoréhrchen aus dem Stickstoff zligig in einem 37 °C warmen Wasserbad
aufgetaut und direkt in 10 ml vorgewéarmtes Kulturmedium Gberfiihrt und abzentrifugiert (300 x g, 5
Minuten, Raumtemperatur). AnschlieBend wurden die Zellen mit frischem Kulturmedium in die

Zellkulturflasche gegeben.
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2.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Zur Ermittlung der lebenden Zellen wurden 10 ul Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau verdinnt und
mittels einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Hierzu wurden die ungefarbten Zellen in den 4

grofRen Quadranten ermittelt und durch folgende Formel die Anzahl lebender Zellen bestimmt.
Zellen pro Milliliter = Mittelwert aus 4 Quadranten x 2 x 10*

Im Verlauf der Arbeit wurde auf das automatische Zellzahlgerat Cell Drop BF (DeNovix) gewechselt,

das ebenfalls die lebenden Zellen in der mit Trypanblau versetzten Zellsuspension bestimmt.

2.2.2 Isolation der Granulozyten aus Vollblut

Gesunden, freiwilligen Spendern wurde nach Aufklarung und Einwilligung bis zu 100 ml Blut in
Natrium-Citrat Rohrchen entnommen. In ein 50 ml Réhrchen wurde 12,5 ml Pancoll (1,077 g/ml)
vorgelegt und vorsichtig mit 25 ml 1:2 mit PBS verdiinntem Blut Uberschichtet. Die Zentrifugation
erfolgte bei 800 x g fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur, wobei die Beschleunigung auf 7 und die
Bremse auf 2 herunterreguliert wurden. Nach der Zentrifugation wurde die obere Plasmaschicht
verworfen, der PBMC Ring abgenommen und in ein neues Réhrchen (berfiihrt. Das Pellet mit den
Granulozyten und Erythrozyten wurde ebenfalls in ein neues 50 ml Falcon pipettiert, um eine
hypertone Erythrozytenlyse durchzufiihren. Hierzu wurde das Pellet auf 45 ml mit kaltem
destilliertem Wasser aufgefiillt und nach 30 Sekunden Inkubation die Salzkonzentration mit 5 ml 10x
PBS ausgeglichen. AnschlieRend erfolgte die Zentrifugation bei 400 x g fiir 5 Minuten, der Uberstand
wurde verworfen. Das Pellet wurde in 5 ml PBS resuspendiert und bei Bedarf eine erneute
Erythrozytenlyse durchgefiihrt. Nach erfolgreicher Erythrozytenlyse wurden die Granulozyten in

RPMI Vollmedium aufgenommen und gezahlt.

2.2.3 Antikorperproduktion in ExpiCHO Zellen

Das ExpiCHO-Expressions System wurde verwendet, um ExpiCHO-S Zellen in Schittelkulturen mit
sehr hoher Zelldichte in einem definierten Serum-freien Medium zu transfizieren. Die ExpiCHO Zellen
sind fiir die Proteinexpression optimiert, so dass diese die durch die Plasmide eingebrachten

Antikorper in groRen Mengen produzieren.

Vor der Transfektion wurden die Zellen bei 37 °C und 8 % CO, im Brutschrank auf einem
Orbitalschittler bei 120 rpm und einer Zelldichte zwischen 0.3 — 4 x 10° Zellen/ml kultiviert. Am Tag

der Transfektion wurden 1,5 x 102 Zellen in 25 ml Medium mit 30 pg DNA mit ExpiFectamine CHO
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Reagenz transfiziert. Fiir die Produktion monomerer Antikorper wurden 15 pg Plasmid DNA fiir die
schwere Kette und 15 pg Plasmid DNA fiir die leichte Kette verwendet. Bei dimeren Antikorpern
wurden die Mengen auf je 10 pg reduziert und weitere 10 pug Plasmid DNA, die fir die J-Chain
codiert, zugefiigt. Fir jeden Ansatz wurden 30 ug Plasmid DNA in 1 ml OptiPRO SFM verdiinnt. In
einem weiteren Réhrchen wurden 80 pl ExpiFectamine CHO Reagent in 920 pl OptiPRO SFM
verdiinnt. Beide Ansdtze wurden zligig vereint und durch vorsichtiges Schwenken vermischt. Nach
kurzer Inkubation bei Raumtemperatur fir maximal 5 Minuten wurde der vollstandige
Transfektionsansatz langsam unter Schwenken der Kulturflasche zu den Zellen geben. Die Zellen
wurden Uber Nacht im Brutschrank bei 37 °C und 8 % CO; schiittelnd inkubiert. Am nachsten Tag
wurden 150 pl Expifectamine CHO Enhancer und 6 ml ExpiCHO Feed zugegeben. Die Kulturen wurden
anschlieRend fiir 12 Tage bei 32 °C und 5 % CO, auf dem Orbitalschiittler bei 120 rpm kultiviert.

Fir die Ernte der produzierten Antikérper wurden die Zellen bei 400 x g fiir 5 Minuten
abzentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand in neue Réhrchen iberfiihrt und erneut
zentrifugiert fir 5000 x g 30 Minuten bei 4 °C. Der Uberstand wurde dann mittels Stericup (Millipore)

steril filtriert und kurzzeitig bis zur Aufreinigung bei 4 °C gelagert.

2.2.4 Aufreinigung von Antikérpern mittels ahukappa-Matrix

Zur Aufreinigung der Antikorper aus den Zellkulturiiberstinden wurde Capture Select KappaXL
Affinity Matrix verwendet. Die Agarose Beads sind mit einem Liganden beschichtet, der humane
Immunglobuline mit einer leichten k-Kette, bindet. Die in Bindungspuffer gewaschenen Beads
wurden zu den sterilen Uberstinden gegeben und iber Nacht bei 4 °C unter langsamen Riihren
inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Matrix durch Zentrifugation bei 400 x g fiir 10 Minuten bei 4 °C
pelletiert. Das Pellet wurde in Bindungspuffer auf eine Poly-Prep Chromatographiesaule Gberfiihrt
und mit weiteren 5 ml Bindungspuffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit 10 ml Elutionspuffer, der
Durchfluss wurde in einem Réhrchen mit vorgelegten 10 ml Neutralisierungspuffer aufgefangen. Die
Matrix wurde mit Bindungspuffer redquilibriert und in 20 % Ethanol bei 4 °C gelagert. Das Eluat
wurde durch Zentrifugation bei 1000 x g in einem VivaSpin MWCO 100 Réhrchen aufkonzentriert und
mit 1 x PBS gewaschen. Bei monomeren Antikérpern wurde nach diesem Schritt mittels Elisa und
Messung am Nanodrop der Proteingehalt bestimmt und die Antikorper bei 4 °C in PBS gelagert. Zur
Verbesserung der Dimer- zu Monomer-Ratio wurden fiir die Dimere weitere Schritte der

Aufreinigung durchgefihrt.
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2.2.5 Aufreinigung von Antikérpern mittels Profinity™ IMAC Resin

Fir die weitere Aufreinigung der Dimere wurde die Eigenschaft des His-Tags der J-Chain genutzt, an
Ni®* zu binden. Durch die Immobilisierte-Metall-Affinitdtschromatographie (IMAC) wurden Di- und
Polymere mit J-Chain weiter aufgereinigt. Hierzu wurde der dimere Antikérper in eine Slide-A-Lyser
Dialysekassette (iberfiihrt und zwei Mal iber Nacht gegen einen Uberschuss (1:300) an Bindepuffer
dialysiert. Die Beads wurden zwei Mal mit Bindepuffer gewaschen zu dem dialysierten Antikorper
gegeben und Uber Nacht bei 4 °C unter langsamen Rihren inkubiert. Am nachsten Tag wurden die
Beads durch Zentrifugation bei 400 x g fir 10 Minuten bei 4 °C pelletiert. Das Pellet wurde in
Bindungspuffer auf eine Poly-Prep-Chromatographie-Saule (berfiihrt und mit weiteren 5 ml
Bindungspuffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit 10 ml Elutionspuffer und das Eluat wurde durch
Zentrifugation bei 1000 x g in einem speziellen VivaSpinMWCO0100-Réhrchen aufkonzentriert. Der
Antikorper wurde wiederum in einer Slide-A-Lyser Dialysekassette zwei Mal (iber Nacht in PBS
dialysiert. Es erfolgte die Proteinbestimmung mittels Elisa und Nanodrop. Der Antikérper wurde in

PBS bei 4 °C gelagert.

2.2.6 Analyse von Proteinen

2.2.6.1 Bestimmung der Antikorperkonzentration mittels Elisa

Eine 96-Well Platte wurde mit 100 pl pro Well einer 1 ug/ml Antikorperlosung gegen die humane
k-Kette Uber Nacht bei 4 °C beschichtet. Nach zwei Waschschritten mit je 125 pl Waschpuffer wurden
je 100 ul der Standardkurve und der Proben bzw. Zellkulturiiberstanden in die beschichteten Wells
pipettiert. Die Platte wurde bei Raumtemperatur fiir eine Stunde inkubiert. Wiederum erfolgten zwei
Waschschritte mit 125 pl Waschpuffer. Der gebundene IgA-Antikdrper wurde mittels eines an
Peroxidase gekoppelten Antikdrpers, der an humanes IgA bindet, detektiert. Durch die Zugabe des
entsprechenden Substrates erfolgt eine enzymatische Reaktion, die zu einem Farbumschlag der
Losung flihrt. Dieser ist proportional zur Menge an Antikorper in der Probe und wurde durch die
Messung der Absorption bei 450 nm und einer Referenzwellenldnge bei 550 nm im Victor X4
Multilabel Plate Reader bestimmt. Anhand der Standardreihe konnte dann die Konzentration in der

Probe berechnet werden.
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2.2.6.2 Sandwich-ELISAs

Weitere Sandwich-ELISAs wurden als Kit-Systeme von verschiedenen Herstellern benutzt, um

sezernierte Faktoren in Zelliberstanden nachzuweisen:

Sezerniertes IL-8 in den Zellkulturiberstanden wurde mittels Human IL-8/CXCL8 DuoSet ELISA (R&D

Systems) nachgewiesen.

Die Konzentration von Leukotriene Bs in den ADCC-Uberstinden wurde mit dem R&D Systems

Parameter LTB4-Kit nach Herstellerangaben bestimmt.

Um die Lactoferrinfreisetzung in den ADCC-Uberstinden zu quantifizieren, wurde das Human

Lactoferrin SimpleStep ELISA Kit (abcam) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Die Messung der optischen Dichte erfolgte jeweils bei 450 nm (Referenzwellenldange 550 nm) im

Victor X4 Multilabel Plate Reader (Perkin Elmer).

2.2.6.3 Proteinextrakte

Fur die Proteinextrakte wurden 1,5 x 10° Zellen in 10 ml jeweiligem Kulturmedium in 10 cm Schalen
ausgesat. Nach 24 Stunden wurden das Medium abgenommen (als Uberstand bei -20 °C gelagert)
und die Platten auf Eis gestellt. Die Zellen wurden mit kaltem PBS gewaschen, mit einem Zellschaber
abgelost und geldst in 5 ml PBS in 15 ml Rohrchen Gberfihrt. Nach der Zentrifugation fir 5 Minuten
bei 1600 rpm wurde der Uberstand vollstindig abgenommen und das Pellet in 100 pl RIPA-Puffer
gelost. Die Lyse erfolgte fir 10 Minuten auf Eis, bevor die Zellen drei Mal fir jeweils 5 Sekunden
sonifiziert wurden und anschlieRend nochmals 30 Minuten auf Eis inkubierten. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt fir 15 Minuten bei 14000 x g und 4 °C wurde der Uberstand abgenommen und

in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR Uberfihrt. Die Lagerung der Proteinextrakte erfolgte bei -20 °C.

2.2.6.4 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Quantifizierung der Proteinkonzentration in den Proben erfolgte kolorimetrisch mit dem Pierce
BCA Protein Assay Kit, das nach den Herstellerangaben fiir Mikrotiterplatten durchgefiihrt wurde.
Hierzu wurde eine Standardreihe aus Albumin vorbereit und anschliefend in Duplikaten 10 ul des
Standards und der zu untersuchenden Probe in eine Mikrotiterplatte vorgelegt. Zu jedem Well
wurden 200 ul des frisch angesetzten BCA-Reaktionsreagenz zugegeben und fiir 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Die Absorption wurde bei 550 nm im Victor X4 Multilabel Plate Reader (Perkin Elmer)

gemessen.
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2.2.6.5 SDS-Page

Fir die Auftrennung der Proteinextrakte wurden vorgefertigte NUPAGE Bis-Tris Gele mit einem
Polyacrylamid-Konzentrationsgradienten von 4-12 % verwendet. Als Marker wurden 7 pl des Spectra
Multicolor High Range Protein Marker eigesetzt. Von den RIPA-Extrakten wurden 15 pg Protein mit
reduzierendem Lammli-Puffer versetzt, fir 5 Minuten bei 95 °C erhitzt und abgekihlt auf das Gel

aufgetragen. Der Gellauf erfolgte in 1 x MOPS-Puffer fiir 2 Stunden bei 80 Volt konstant.

2.2.6.6 Western Blot

AnschlieBend wurden die Proteine mittels Nass-Blot-Verfahren auf eine in Methanol aktivierte PVDF-
Membran Ulbertragen. Hierzu wurde das Mini Blot Module von Invitrogen verwendet und die Filter
und Whatmann Filterpapiere mit Anderson-Transferpuffer getrankt. Der Transfer erfolgte bei 310 mA
fir eine Stunde und 45 Minuten. Dann wurden die unspezifischen Bindungen mit 3,2 % BSA und
2 % Magermilch in TBS fiir eine Stunde blockiert. Der primare Antikdrper wurde (iber Nacht bei 4 °C
in der Blockierlosung inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran drei Mal mit TBS-T fir
10 Minuten gewaschen und anschlieBend in der Blockierldsung mit dem an Peroxidase gekoppelten
Sekundarantikorper bei Raumtemperatur fiir eine Stunde inkubiert. Danach wurde die Membran
erneut drei Mal mit TBS-T und ein Mal mit TBS fir jeweils 10 Minuten gewaschen. Die Detektion

erfolgte am Azure Q500 mit SuperSignal West Dura Extended Duration Substrat.

2.2.7 Biochemische Charakterisierung der Antikérper

Zur Visualisierung der produzierten Antikdrper wurden 0,1 pg Antikorper unter denaturierenden,
aber nicht-reduzierenden Bedingungen auf NUPAGE™ 3 bis 8 % Tris-Acetat-Gele aufgetragen. Der
Gellauf erfolgte bei konstant 80 Volt fiir 2 Stunden in 1 x Tris-Acetat-SDS-Laufpuffer. Anschliefend
erfolgte die Silbernitratfarbung der Proteine im Gel mit dem ROTI® Black P Kit nach den Angaben des

Herstellers. Fotos der gefarbten Gele wurden mit dem Azure Q500 aufgenommen.

Fir die Darstellung des korrekten Zusammenbaus der Antikérper wurden 1 pg Antikorper mit
Lammli-Puffer mit und ohne pB-Mercaptoethanol fir reduzierende und nicht reduzierende
Konditionen fir 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht. AnschlieRend wurden die Proben auf NuPAGE™
3 bis 8 % Tris-Acetat-Gele aufgetragen und in 1 x Tris-Acetat-SDS-Laufpuffer fir 2 Stunden bei
konstant 80 Volt laufen gelassen. Im Anschluss wurden die Proteine mittels Nass-Blot-Verfahren auf
eine in Methanol aktivierte PVDF-Membran, wie unter Western Blot beschrieben, lbertragen. Die

Membran wurde kurz in TBS gewaschen, dann wurden die unspezifischen Bindungen mit 3,2 % BSA
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und 2 % Magermilch in TBS fiir eine Stunde blockiert. AnschlieBend wurden die an Peroxidase
gekoppelten Antikoérper, gerichtet gegen a-Kette, k-Kette oder His-Tag, flir eine Stunde bei
Raumtemperatur in 2 % BSA und 1 % Magermilch in TBS leicht schiittelnd inkubiert. Danach wurde
die Membran drei Mal mit TBS-T und ein Mal mit TBS fiir jeweils 10 Minuten gewaschen. Die

Detektion erfolgte am Azure Q500 mit SuperSignal West Dura Extended Duration Substrat.

Fir die isoelektrische Fokussierung, also die Bestimmung des isoelektrischen Punktes der
rekombinant hergestellten Antikérper, wurden fertige pH 3-10 Gradientengele von Novex™ sowie die
dazugehorigen IEF-Anodenpuffer, |IEF-Kathodenpuffer und IEF-Probenpuffer nach Angaben des
Herstellers benutzt. Im Anschluss wurden die Proteine durch Silbernitratfarbung mit dem ROTI® Black

P Kit sichtbar gemacht und am Azure Q500 dokumentiert.

2.2.8 Lektin Blots

Um die Glykosylierung der Antikorper zu untersuchen, wurden Lektine verwendet, die spezifische
Kohlenhydratstrukturen binden. Hierzu wurde je Ansatz 1 ug des Antikérpers mit Lammli-Puffer ohne
B-Mercaptoethanol fiir 5 Minuten bei 95 °C erhitzt und auf NUPAGE™ 3 bis 8 % Tris-Acetat-Gele
aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei konstant 80 Volt fiir 2 Stunden in 1 x Tris-Acetat-SDS-
Laufpuffer. Der anschlieBende Transfer auf eine PVDF Membran wurde in Anderson-Puffer fir
eine Stunde und 45 Minuten bei 310 mA durchgefiihrt. Unspezifische Bindungen wurden tiber Nacht

bei 37 °C in Puffer A blockiert. Die Inkubation der verwendeten Lektine

Aleuria aurantia lectin 12,5 pl
Ricinus communis lectin A 8 ul
Griffonia simplicifolia lectin 12,5 pl
Sambuccus nigra lectin 25 ul

erfolgte in 25 ml Puffer A mit 0,1 % Tween20 fir 2 Stunden bei Raumtemperatur. Nach
3 Waschschritten fir je 10 Minuten in Puffer B wurden die Membranen mit NeutrAvidin-HRP 1:2000
in Puffer A versetzt mit 0,05 % Tween20 fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurden
10 Waschschritte fiir 10 Minuten in Puffer B durchgefiihrt, bevor die Detektion am Azure Q500 mit

SuperSignal West Dura Extended Duration Substrat erfolgte.
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2.2.9 Calcein-Assay

Beim Calceinfreisetzungstest werden zur Ermittlung der Zellviabilitdit die Zielzellen mit dem
zellendurchlassigen nicht-fluoreszierenden Farbstoff Calcein-AM inkubiert. Lebende Zellen wandeln
den Farbstoff intrazellular in das zellenundurchlassige griin fluoreszierende Calcein um, dessen

Freisetzung durch das Absterben der Zielzellen im Uberstand gemessen wird.

Bei der Durchfiihrung mit adhirenten Zellen wurden 2 x 10* Zielzellen in 150 pl Kulturmedium in eine
Flachboden 96-Well Platte ausgesat und im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. 24 Stunden
spater wird das Medium vollstandig abgenommen und durch 50 pl Kulturmedium mit 5 uM Calcein-
AM ersetzt. Nach der 30-minitigen Inkubation im Brutschrank wurde die Farbelosung vorsichtig
abgenommen und zwei Mal mit 100 pul Medium gewaschen, bevor 150 pl frisches Medium

zugegeben wurde. Die Zellen sind nun intrazellular mit griin fluoreszierendem Calcein markiert.

Fur die Durchfiihrung in Suspension wurden 1 x 10° Zielzellen in 1 ml Kulturmedium versetzt mit
5 uM Calcein-AM aufgenommen. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C im Brutschrank fiir 30 Minuten,
anschlieRend wurden zwei Waschschritte mit je 10 ml Medium durchgefiihrt und der jeweilige
Uberstand nach 5-miniitiger Zentrifugation bei 1500 rpm verworfen. Die mit Calcein markierten
Zellen wurden in gewiinschter Konzentration in frischem Kulturmedium aufgenommen und in

U-Boden 96-Well Platten pipettiert.

Im Anschluss an die Fluoreszenzmarkierung erfolgte die Behandlung mit Effektoren, Antikdrper und
Modulatoren fiir den Zytotoxizitats-Assay. Als Kontrollen wurden fiir die spontane Freisetzung
6 Wells mit Kulturmedium behandelt und zu 6 Wells wurde PBS mit 0,1 % Triton-X 100 fir die
Bestimmung der maximalen Freisetzung zugegeben. Nach 4 Stunden wurden die 96-Well Platten bei
1500 rpm fiir 5 Minuten abzentrifugiert, mit einer Mehrkanalpipette 100 ul Uberstand je Well in eine
schwarze Flachboden 96-Well Platte Gberfiihrt und die Fluoreszenz am Victor X4 Multilabel Plate

Reader (Perkin EImer) gemessen.
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2.2.10 Impedanz-Assay

Bei der Impedanzmessung mit dem xCELLigence® Real Time Cell Analyser (Acea Biosciences) fliel3t ein
sehr schwacher elektrischer Strom zwischen den Mikrogoldelektroden, die auf den Boden von
speziellen 96-Well Platten (96-Well E-Plate®) aufgebracht sind. Zellen, die sich an die
Mikrogoldelektroden anhaften, verandern den Stromfluss und somit die Impedanz. Die Veranderung
der Impedanz wurde mit der xCELLigence® RTCA Software dokumentiert und als dimensionsloser
Parameter Zellindex (Cl) angegeben. Die Messung erfolgte in der fiir die Zellen optimalen Umgebung

im Brutschrank bei 37 °Cund 5 % CO..

Vor jeder Messung wurde mit 50 pl Kulturmedium je Well eine Hintergrundmessung durchgefihrt.
Fur die Zytotoxizititsmessung wurden dann 2 x 10* Zielzellen in 100 pl Kulturmedium je Well
ausgesat und fur 24 Stunden bis zum Erreichen der Konfluenz alle 15 Minuten die Verdnderung der
Impedanz gemessen. Fir die Behandlung wurde die Messung pausiert und die Platte unter die
Sterilbank entnommen. Aufgereinigte Granulozyten, Antikdrper, Fusionsproteine und Inhibitoren
wurden, wie in den Experimenten beschrieben, zugegeben und die Messung fortgesetzt. Zunachst
wurde in dem folgenden vierstiindigen Messzeitraum die Impedanzianderung alle 5 Minuten
aufgezeichnet, danach bis zum Ende der Messung alle 30 Minuten. Bei jedem Experiment wurden als
Hintergrundkontrollen Wells lediglich mit Medium mitgefiihrt. Zur Lysekontrolle wurden Zellen mit

10 pl 1 % TritonX-100 behandelt.

2.2.11 Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies

Flr die Messung der Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (reaktive oxigen spezies ROS) durch
die Granulozyten wurde das Diogenes Enhanced Superoxide Detection Kit (national diagnostics)
verwendet. Diogenes emittiert Licht proportional zur Menge an freigesetztem Superoxid O,. Die
Emissionsstarke wurde mit einem Luminometer bestimmt. Fir den Assay wurden in einer
Flachboden 96-Well Platte 2 x 10° A431 ausgesat und konfluent anwachsen gelassen. 24 Stunden
spater wurden 10 pg/ml Antikérper und Granulozyten im Verhiltnis 40:1 zugegeben. Das
Endvolumen betrug 200 ul je Well. Nach jeweils 1, 2, 3 und 4 Stunden wurde die
Superoxidfreisetzung gemessen. Hierzu wurden 100 pl Uberstand in eine dunkle 96-Well Platte mit
weillem Boden Uberfiihrt und mit 50 ul frisch angesetztem Diogenes Reagenz versetzt. Nach einer
20-mindtigen Inkubation im Dunkeln wurde die Lumineszenz am Victor X4 Multilabel Plate Reader

(Perkin Elmer) gemessen.
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2.2.12 Durchflusszytometrie

Fir die Bestimmung der Oberflaichenexpression von Antigenen auf den Zellen und fir die
Bindungsanalysen der selbst produzierten Antikorper wurde die Durchflusszytometrie (Fluorescence-
activated cell sorting kurz: FACS) verwendet. Hierfir wurden je Well 1,5 x 10° Zellen in FACS-Puffer
aufgenommen und in eine 96-Well Platte mit V-Boden pipettiert. Das Pelletieren erfolgte jeweils bei
400 x g fir 4 Minuten, der Uberstand wurde dann verworfen. Die Pellets wurden in 10 pl
Erstantikorper resuspendiert und fir eine Stunde auf Eis im Dunkeln inkubiert. Nach
2 Waschschritten mit FACS-Puffer wurde das Pellet in 10 pl Zweitantikoper aufgenommen und fir
30 Minuten auf Eis im Dunkeln inkubiert. Erneut wurden 2 Waschschritte mit FACS-Puffer
durchgefiihrt und die gefarbten Zellen anschlieend gel6st in FACS-Fix in FACS-R6hrchen (berfihrt.

Die Messung erfolgte am FACS Canto Il mit der FACS Diva Software.

2.2.12.1 Annexin V-Assay

Durch die Farbung mit Annexin V und Propidiumiodid (Pl) konnen durchflusszytometrisch lebende
von apoptotischen und nektrotischen Zellen unterschieden werden. Hierzu wurden die behandelten
Granulozyten nach den angegebenen Zeitpunkten in ein Eppendorfgefall iberfiihrt und mit FACS-
Puffer gewaschen. Fiir die Oberflachenfarbung wurden die Zellen 30 Minuten bei 4 °C im Dunkeln mit
CD66b - BV421 markiert und anschlieRend mit Annexin V-Bindepuffer gewaschen. Zu jeder Probe
wurden 100 pl Annexin V-Bindepuffer mit 2 pl Annexin V - APC und 0,5 pl Propidiumioid versetzt
zugeben und bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten inkubiert. AbschlieBend wurden die Proben mit
300 pl Annexin V-Bindepuffer in FACS-R6hrchen tberfihrt und innerhalb einer Stunde am FACS

Canto Il gemessen.

2.2.13 Internalisierungsassay

Fir die Bestimmung der Aufnahme der Antikdrper in die Zellen wurde ein Fusionsprotein, das aus
einem an die humane leichte k-Kette bindenden Antikorper-Fragment und einer verkirzten Form des
Pseudomonas Exotoxin A zusammengesetzt ist, benutzt. Das Fusionsprotein bindet an die leichte
k-Kette des zu untersuchenden Antikérpers und wird bei dessen Aufnahme in die Zelle internalisiert.
Intrazellular wirkt das Pseudomonas Exotoxin A zytotoxisch und die Zelle stirbt ab. Die
Internalisierung des Antikorpers ist damit proportional zu den abgestorbenen Zellen. Fir den Assay
wurden in eine 96-Well Platte 2,5 x 10* A-431 pro Well ausgesit und mit 62,5 nM des zu

untersuchenden Antikérpers behandelt. Zlgig wurde eine Konzentrationsreihe von 5 pg/ml bis
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0,005 pg/ml des Fusionsproteins zugegeben. Die Inkubation erfolgte fir 72 Stunden im Brutschrank
bei 37°C und 5 % CO,. AnschlieBend wurde zur Bestimmung der viablen Zellen eine

Neutralrotfarbung durchgefihrt.

2.2.14 Wachstumsinhibition

Fur die Untersuchung der Wachstumsinhibition wurden in eine 96-Well Platte 3 x 10* HPK1a pro Well
ausgesat. In Duplikaten wurde eine Verdiinnungsreihe des zu untersuchenden Antikorpers von
125 nM bis 0,06 nM zugegeben. Die Inkubation erfolgte fir 72 Stunden im Brutschrank bei 37 °C und
5 % CO,;. AnschlieBRend wurde zur Bestimmung der viablen Zellen eine Neutralrotfarbung

durchgefihrt.

2.2.15 Neutralrotfarbung

Bei der Neutralrotfarbung werden lebende Zellen mit Neutralrot angefarbt und die Farbeintensitat
bestimmt. Hierzu wird der Uberstand von den Zellen abgenommen und 100 pl der Neutralrotlésung
(50 pg/ml in Kulturmedium) pro Well zugeben. Nach der zweistiindigen Fiarbung im Brutschrank
wurden das Neutralrot abgenommen und zwei Waschschritte mit jeweils 100 ul PBS durchgefiihrt.
Anschlieend wurde 100 ul frisch angesetzter Sorensencitratpuffer zugegeben und das Neutralrot
unter Schiitteln fir 3 Minuten gelost. Die Messung der Absorption erfolgte bei 550 nm

(Referenzwellenlange 405 nm) im Victor X4 Multilabel Plate Reader (Perkin Elmer).

2.2.16 Quantitative real-time PCR

2.2.16.1 Isolation der mRNA

Fur die Expressionsanalyse auf mRNA-Ebene wurden je Zelllinie 1 x 10° Zellen in 6 cm Schalen
ausgesat und fir 24 Stunden bei 37 °C im Brutschank inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Platten
mit PBS gewaschen und die mit Trypsin abgeldsten Zellen pelletiert. Das Zellpellet wurde in 300 pl
RA1-Puffer aufgenommen und die RNA-Isolation mit dem Nucleo Spin RNA 1l Kit von Macherey Nagel
nach den Herstellerangaben durchgefiihrt. Die RNA oder die Zellpellets in RA1-Puffer wurden

bei -80 °C gelagert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte am Nanodrop.
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2.2.16.2 Synthese der cDNA

Fir das Umschreiben in cDNA wurde das SuperScriptll System von Invitrogen verwendet. Dazu
wurden 1 pg RNA mit 1 pl 500 uM Random Hexamer Primer und 1 pl dNTP-Mix versetzt und mit
RNase-freiem H,0 auf 15,4 ul aufgefiillt. Dieser Ansatz wurde fiir 5 Minuten bei 65 °C im Heizblock
inkubiert, dann erfolgte die Zugabe von 4 pl 5x RT-Puffer, 0,5 pl RiboLock und 0,1 pl Maxima Reverse
Transkriptase. Nach 10 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Proben fiir 30 Minuten bei 50 °C
inkubiert, um abschlieBend die Reaktion bei 95 °C fir 5 Minuten abzustoppen. Die cDNA wurde
bei -20 °C gelagert und fir die gRT-PCR wurde eine 1:10-Verdiinnung in RNase-freiem Wasser

eingesetzt.

2.2.16.3 Quantitative real-time PCR

Zur Quantifizierung der Genexpression wurde die Menge des entstehenden PCR Produktes mittels an
Fluorescein gekoppelter Sonden der UniversalProbelibrary (Roche) detektiert. Fir die PCR wurde ein

Mastermix wie folgt hergestellt:

Komponente Menge
MgCl, (25 mM) 3-5mM
10xTag-Puffer 2 ul
TE-SS (40 ng/ul) 1l
DMSO 1l
Tween20 1ul
BSA (20 ng/ul) 0,5 ul
dNTP (10 mM) 0,4 ul
Sonde (1 uM) 0,8 ul

Primer forward (10 uM) 0,5 ul
Primer reverse (10 uM) 0,5 ul
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,1 pl

H20 auf 15ul
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In einer 96-Well Platte wurden 5 pl cDNA mit 15 pl Mastermix vermischt und anschlieBend im

LightCycler®480 der Firma Roche mit folgendem PCR Programm analysiert:

Schritt Funktion Temperatur °C Zeit Zyklen
Aktivierung 95 10 Minuten 1
Touchdown Denaturierung 95 5 Sekunden
Annealing 65 5 Sekunden 10

Annealing 62 10 Sekunden

Amplifikation Denaturierung 94 15 Sekunden
Annealing 55 30 Sekunden 45

Amplifikation 70 30 Sekunden

2.2.17 Immunfluoreszenz

Zur Bestimmung der Lokalisation von CD147 wurde der ADCC-Assay auf Deckglaschen, die zuvor mit
Lysin beschichtet wurden, durchgefiihrt. Hierzu wurden die sterilen Deckglaschen mit 50 ul einer
1 mg/ml Poly-Lysin-Lésung fir 30 Minuten inkubiert, 3 Mal mit dH,O gewaschen und unter der
Sterilbank getrocknet. AnschlieBend wurden A-431 Zellen darauf anwachsen gelassen und nach
24 Stunden mit 10 pg/ml 1gA2.0-Antikérper und Granulozyten im Verhéltnis 1:20 behandelt.
Zusatzlich wurden auch Granulozyten alleine auf die Deckglaschen ausgesat. Nach 30-miniitiger
Inkubation wurde das Kulturmedium vollstandig abgenommen und die Zellen fiir 20 Minuten mit
eiskalter Fixierlosung fixiert. Danach wurde 2 Mal mit PBS-Glycin fiir 5 Minuten gewaschen. Nach
einem erneuten Waschschritt mit PBS erfolgte die Permeabilisierung fiir 30 Minuten in PBS mit 0,1 %
TritonX-100. Vor der Farbung wurden unspezifische Bindungen durch Inkubation fir 30 Minuten in
Blockierlosung gesattigt. Die Inkubation des Erstantikorper CD147, 1:500 verdiinnt in Blockierlésung,
wurde (ber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4 °C durchgefiihrt. Es folgten 3 Waschschritte mit
Blockierlosung fur je 5 Minuten, bevor der fluoreszenzmarkierte Zweitantikorper 1:2000 verdinnt fur
45 Minuten in der feuchten Kammer im Dunkeln inkubiert wurde. AnschlieBend wurde je 2 Mal mit
PBS und Wasser gewaschen. Die Zellkerne wurden mit DAPI fiir 1 Minute gegengefdarbt und
wiederrum 2 Mal mit Wasser gespiilt. Nach dem Eindecken mit ProLong™ Diamond Eindeckmittel

wurden die Proben am Zeiss Mikroskop (LSM780) dokumentiert.
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2.2.18 Immunhistochemie

3-5 um Paraffinschnitte der Gewebemikroarrays (TMA - Tissue Micro Array) wurden
Immunhistochemisch auf CD147-Expression gefarbt. Hierzu wurden die Schnitte (iber Nacht bei 37 °C
im Brutraum erwarmt und anschlielend fiir drei Mal 10 Minuten in Xylol entparaffiniert. Die

Rehydrierung erfolgte in einer absteigenden Ethanolreihe:

Ethanol 99 % 2 Minuten
Ethanol 90 % 2 Minuten
Ethanol 80 % 2 Minuten
Ethanol 70 % 2 Minuten
Ethanol 50 % 2 Minuten
H.O 5 Minuten

Die Antigendemaskierung erfolgte in einer Kivette mit vorgeheiztem Citratpuffer pH 6 fir
10 Minuten im kochenden Wasserbad. Nach dem Aufkochen wurde die Kiivette mit offenem Deckel
bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten abkiihlen gelassen. Die endogene Peroxidaseaktivitdt wurde fir
10 Minuten mit 3 % H,0, in TBS pH 7,6 gehemmt. Nachfolgend wurden die Schnitte fiir 5 Minuten in
TBS gewaschen und unspezifische Bindestellen mit 2,5 % Pferdeserum fiir 20 Minuten bei
Raumtemperatur blockiert. Der Primarantikorper (CD147) wurde 1:2000 in 0,5 % BSA in TBS verdiinnt

und Uber Nacht bei 4 °C in der feuchten Kammer inkubiert.

Die Schnitte wurden fir 5 Minuten in TBS gewaschen und dann fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur
in der feuchten Kammer mit dem an Peroxidase gekoppelten Sekundarantikérper ImmPRESS HRP
anti-mouse IgG inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in TBS erfolgte die Substratinkubation mit
dem ImmPACT DAB Peroxidase Substat Kit fiir 3 Minuten bei Raumtemperatur. Die Farbung wurde
durch Spilen in Leitungswasser abgestoppt. Fir die Gegenfirbung wurden die Schnitte fir
40 Sekunden in Hamatoxylin inkubiert und anschlieBend unter laufendem Leitungswasser fir

20 Minuten geblaut.

Das Dehydrieren erfolgte in einer aufsteigenden Ethanolreihe:

Ethanol 50 % 5-6 mal Auf-und Abschwenken
Ethanol 70 % 5-6 mal Auf-und Abschwenken
Ethanol 80 % 5-6 mal Auf-und Abschwenken

Ethanol 90 % 5-6 mal Auf-und Abschwenken
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Ethanol 99 % 2 Minuten

Xylol Kurz eintauchen

Die Schnitte wurden je Objekttrager mit 25 ul VectaMount® Permanent Mounting Medium und
einem Deckglas eingedeckt. Zur Dokumentation wurden am Leica Mikroskop DMI 6000 B von jeder
Gewebestanze Aufnahmen gemacht und zur spateren Zuordnung mit den Koordinaten XY

abgespeichert.

2.2.19 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der Ergebnisse wurde mithilfe der Software GraphPad Prism 8.0
durchgefiihrt. Zur Berechnung wurden gepaarte und ungepaarte t-Tests, einfaktorielle
Varianzanalysen, der Exakte Test nach Fisher sowie Tukey-Mehrfachvergleichtests und Pearson-
Korrelationen verwendet. Signifikanzen sind in Graphen mit Sternchen angegeben (*p < 0,05; **p <

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

3.1 Etablierung eines impedanzbasierten Assays zur Bestimmung der

antikorperabhangigen zellvermittelten Zytotoxizitat (ADCC)

3.1.1 Freisetzungstests bendtigen Zielzellen in Suspension

Bisher etablierte Methoden fiir die Messung der ADCC beruhen auf der Messung der Freisetzung von
Substanzen, die zuvor in die Zielzelle eingebracht wurden. Hierfuir werden radioaktives >*Chrom oder
fluoreszenzbasierte Farbstoffe wie Calcein oder Carboxyfluoresceindiacetat-N-Succinimidylester

(CFSE) in die Zelle eingebracht und deren Freisetzung nach der Behandlung gemessen.

In einem ersten Ansatz konnten durch den Calceinfreisetzungstest die Ergebnisse des radioaktiven
Chromfreisetzungstests (Lohse u. a. 2016) bestatigt werden. Hierzu wurde die Epidermoid-Karzinom-
Zelllinie A-431 mit 10 uM Calcein-AM markiert und anschlieBend mit 10 pg/ml 225-1gA2.0-AntikSrper
und Granulozyten im Verhéltnis 40:1 (Effektorzellen:Zielzellen) fiir 4 Stunden inkubiert. Es konnte
36,3 % (* 6,4 %) spezifische Lyse der Zielzellen detektiert werden, die durch die Stimulation der
Granulozyten mit 25 nM GM-CSF auf 65,5 % (+ 6,2 %) gesteigert werden konnte. Die Lyse der
Zielzellen ist abhdngig von der Interaktion mit dem FcaRl, da durch die Zugabe von 10 pg/ml des

blockierenden Antikérpers A59 der Effekt vollstandig unterdrickt werden konnte (Abbildung 8A).

Zielzellen in Suspension adhéarente Zielzellen
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Abbildung 8: Calceinfreisetzungstest bendtigt Zielzellen in suspension

A-431 Zielzellen 5 x 10%in suspension (A) und 2 x 10* adhirent (B) wurden mit Calcein-AM markiert. 4 Stunden
nach der Behandlung mit 10 pg/ml 1gA2.0-Antikérper und Granulozyten, mit und ohne GM-CSF Stimulation, im
Verhiltnis 40:1 (Effektorzellen:Zielzellen) wurde die Fluoreszenz im Uberstand gemessen und die spezifische
Calceinfreisetzung in Prozent berechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler von n = 3
unabhangigen Experimenten, durchgefiihrt in Triplikaten.
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Um die Lyse der eigentlich adharent wachsenden Tumorzellen unter physiologischeren Bedingungen
zu betrachten, wurden im nachsten Schritt die Zellen 24 Stunden vor der Behandlung ausgesat und
adhdrent anwachsen gelassen. Dann wurden die Zellen mit Calcein-AM markiert und erneut mit
Antikorper und Granulozyten behandelt. Nach 4 Stunden konnte keine vermehrte Freisetzung des
Calceins durch die Behandlung mit 225-IgA2.0 gegenliber der Isotypkontrolle detektiert werden
(Abbildung 8B). Die Fluoreszenz im Uberstand nahm gegeniiber den Kontrollen sogar ab, es wurde
also weniger Calcein als die spontane Freisetzung gemessen. Daher kann der Calceinfreisetzungstest
kann nicht zur Untersuchung der ADCC unter diesen physiologischeren Bedingungen fiir adharent

wachsende Tumorzelllinien verwendet werden.

3.1.2 Die Impedanzmessung ermoglicht die Echtzeitmessung der IgA-abhangigen

zellvermittelten Zytotoxizitat

Zur Etablierung des Impedanz-Assay wurde zunachst mittels einer Konzentrationsreihe die optimale
Zelldichte identifiziert. Hierzu wurden unterschiedlich Zellzahlen der Zielzellen A-431 in spezielle E-
plates, deren Boden mit Mikrogoldelektroden beschichtet ist, ausgesat. Durch das adharente
Wachstum der Zellen auf den Elektroden kommt es zu einer Veranderung der Impedanz, die als
dimensionsloser Parameter Zellindex (Cl) angegeben wird. Bei einer Zellzahl von 2 x 10* A-431 pro
Well wurde nach 24 Stunden der maximale Zellindex, konfluentes Zellwachstum indiziert, erreicht
(Abbildung 9A). Im nachsten Schritt wurden die Tumorzellen mit dem EGFR-spezifischen 225-IgA2.0-
Antikorper und Granulozyten von gesunden Spendern behandelt. Als Standardbedingungen fiir den
Impedanz-Assay wurden 10 pg/ml Antikérper, Granulozyten im Verhéltnis 40:1 zu den Zielzellen und
eine Stimulation mit 25 nM GM-CSF festgelegt, um anschlieRend die Effekte jeweils einer Variablen
durch deren Titration beschreiben zu konnen. Der Zellindexwert wurde fiir den Zeitpunkt der
Behandlung auf 1 normiert (nCl). Fir die Vergleichbarkeit mit Freisetzungstests wurde die Abnahme
des Zellindex im Verhaltnis zur Isotypkontrolle — als ACl zum Zeitpunkt 4 Stunden nach der Zugabe —
berechnet. Die Echtzeitmessung zeigte eine schnelle Abnahme des Zellindex in der ersten Stunde
nach der Behandlung, nach 2 Stunden sind bereits ein Grof3teil der Zielzellen abgeldst, das Maximum
wird mit der Stimulation der Granulozyten mit GM-CSF nach 4 Stunden erreicht. Die Titration des
Antikorpers von 0,1 pg/ml bis 20 pg/ml ergab eine konzentrationsabhingige Zunahme des ACI, wobei
die Effektivitat der ADCC mit Konzentrationen tber 5 pg/ml nur noch geringfigig gesteigert werden
konnte, so dass vermutlich eine Sattigung der Rezeptoren bei hohen Antikérperkonzentrationen
eintrat (Abbildung 9B). Die Zugabe der Granulozyten in aufsteigenden Verhaltnissen zur Zielzelle
flhrte zu einer stetigen Verbesserung der ADCC (Abbildung 9C). Die Stimulation der Granulozyten

mit 25 nM GM-CSF fiihrte nach 4 Stunden zu einem signifikant gesteigerten ACI gegeniiber den
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gleichen Konditionen ohne Stimulation (Abbildung 9F). Die Titration von GM-CSF ergab, dass bei
einem Messzeitraum Uber 4 Stunden die maximale Steigerung der ADCC bereits mit 10 nM erreicht
wurde (Abbildung 9D). Das Ablosen der Zellen konnte durch die Zugabe von 10 pg/ml des FcaRl-
blockierenden Antikérpers A59 komplett verhindert werden (Abbildung 9E). Der Effekt (Abnahme des
Cl) beruht auf der FcaRI-abhangigen Aktivierung der Granulozyten durch den EGFR-spezifischen IgA-
Antikorper. Der Impedanz-Assay ermoglicht die Echtzeitmessung der IgA-abhdngigen zellvermittelten

Zytotoxizitat an adhdarent wachsenden Zielzellen solider Tumore.
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Abbildung 9: Titrationen zur Etablierung der Impedanzmessung

Wachstumskurve der A-431 Zielzellen mit den dargestellten Zellzahlen (A). Titration des Antikdrpers (B), der
Effektorzellen (C), von GM-CSF (D) mit den entsprechenden Dosis-Wirkungs-Kurven jeweils rechts daneben
sowie die Zugabe des FcaRlI-blockierenden Antikdrpers (E) unter den Standardbedingungen 2 x 10° Zielzellen,
Effektorzellen im Verhaltnis 40:1 und 10 pg/ml Antikorper. Berechnung der jeweiligen Differenz zur
Isotypkontrolle nach 4 Stunden als ACI bezeichnet (F). Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler der
Zeitverldufe in Stunden von n = 3 unabhéangigen Experimenten, jeweils durchgefiihrt in Triplikaten.
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3.1.3 Funktionsanalysen der Granulozyten zeigen eine frithe Degranulierung

Die Aktivierung der Granulozyten durch die Quervernetzung (ber den EGFR-spezifischen IgA-
Antikorper an die Zielzellen fiihrte bereits nach einer Stunde zu einer signifikanten Freisetzung von
Laktoferrin (c = 1483 + 65,8 ng/ml; p = 0,0012) in den Uberstand (Abbildung 10A). Laktoferrin ist in
den alpha Granula gespeichert und zeigt eine frihe Degranulierung der Granulozyten an (Heemskerk
u. a. 2021). In Abbildung 10B ist die Messung des Superoxidanion (02-) mithilfe von Diogenes eine
Stunde nach der Behandlung dargestellt. Die Aktivierung der Granulozyten durch Bindung an den
IgA2.0 auf der Oberflache der Zielzellen fihrte zum oxidativen Burst der Granulozyten mit der

Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies (p = 0,0297).
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Abbildung 10: Funktionsanalyse der Granulozyten zeigt eine friihe Degranulierung

Detektion der Freisetzung von Laktoferrin (A) und Superoxidanion (B) in den Uberstand eine Stunde nach
Behandlung der A-431 und PMN mit IgA2.0 und Isotypkontrolle. Dargestellt ist der Mittelwert mit
Standardfehler von drei unabhangigen Experimenten, durchgefiihrt jeweils in Tripikaten. *p<0,05 ; **p<0,01
ungepaarter t-Test.

3.1.4 Trogoptose als Mechanismus der granulozytenvermittelten ADCC von

adharenten Tumorzellen

In der Literatur werden unterschiedliche Mechanismen aufgezeigt, wie die Granulozyten Tumorzellen
abtoten kdnnen. Bakema et al beschrieben 2011, dass dem Zelltod der Zielzellen von Granulozyten,
die Uber den FcaRl stimuliert werden, der Mechanismus der Autophagie zugrunde liegt (Bakema u. a.
2011). Chloroquin inhibiert den Zelltod durch Autophagie, indem es die Fusion des Autophagosoms
mit dem Lysosom verhindert. Sowohl die direkte Zugabe von 100 uM Chloroquin als auch die
Vorbehandlung der A-431 Zellen oder Granulozyten mit Chloroquin im Impedanz-Assay zeigten

keinen Einfluss auf den Effekt der Granulozyten auf die Tumorzellen (Abbildung 11A-C).
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2018 wurde durch Matlung et al. beschrieben, dass Granulozyten Tumorzellen durch Trogoptose
abtoten kdnnen, ein Mechanismus, der unter anderem abhangig ist von der Aktivierung der PI3-
Kinase in den Granulozyten (Matlung u. a. 2018). Durch die Zugabe von Wortmannin, einem Inhibitor
der PI3-Kinase, in den Impedanz-Assay mit A-431 oder KYSE-30 Zielzellen konnte die ADCC durch die
Granulozyten bei 100 nM vollstdandig unterdriickt werden (Abbildung 11D,G). Die Blockade der ADCC
war auch zu beobachten, wenn nur die Granulozyten fiir 30 Minuten mit Wortmannin vorinkubiert
und dann nach einem Waschschritt zu den Zielzellen gegeben wurden (Abbildung 11E,H). Die
Vorinkubation der Zielzellen hingegen mit Wortmannin hatte keinen Effekt (Abbildung 11F,l). Die
Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass Trogoptose der zugrundeliegende Mechanismus bei der

Bekampfung der Tumorzellen durch Granulozyten ist.
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Abbildung 11: Effekt von Chloroquin und Wortmannin auf die ADCC unterstiitzt Trogoptose als Mechanismus
der ADCC

Zu den ADCC Standardbedingungen wurden Chlorogin (A) und Wortmannin (D,G) zugefiigt. Die Granulozyten
oder die Zielzellen wurden fiir 30 Minuten mit Chlorogin (B, C) und Wortmannin (E, F, H, I) vorinkubiert,
gewaschen und dann fiir den ADCC eingesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler der
Zeitverldufe in Stunden von n = 3 unabhangigen Experimenten, jeweils durchgefiihrt in Triplikaten.
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3.1.5 Langzeitmessungen zeigten ein Auswachsen der Zielzellen

Verlaufsmessungen Uber 24 Stunden zeigten einen Wiederanstieg der Impedanz, der zwischen 4 und
6 Stunden nach Behandlung beginnt und vermutlich auf ein Wiederanwachsen der nicht vollstandig
abgetoteten Tumorzellen zuriickzufiihren ist (Abbildung 12A). Die Stimulation mit 25 nM GM-CSF
verminderte das Auswachsen der Tumorzellen gegeniiber den unstimulierten Granulozyten nach 24
Stunden (p = 0,0199), konnte es aber nicht vollstandig unterdriicken (Abbildung 12B). Western Blot
Analysen der Uberstinde zeigten, dass die Menge an monomerem 225-IgA2.0-Antikérper nahezu
konstant blieb (Abbildung 12C) und selbst nach 24 Std noch 7529% + 6,63% der
Ausgangskonzentration vorhanden waren (Abbildung 12D). Daraufhin wurden die Granulozyten
hinsichtlich Uberleben und Funktion untersucht. Durchflusszytometrische Analysen der Granulozyten
zeigten keine signifikante Abnahme der Annexin V/PI" CD66b* Fraktion, die die lebenden
Granulozyten darstellt (Abbildung 12E). Im Gegenteil wurde das Uberleben der Granulozyten durch
die Zielzellen geférdert. Dies konnte an der Freisetzung von Zytokinen (unter anderem GM-CSF)

liegen, die von den A-431 produziert werden (Abbildung 16A).

Zur Visualisierung wurden fir 5 Stunden alle 5 Minuten Aufnahmen der lebenden Zellen wahrend des
ADCC mit dem ImageXpress Micro XLS Widefield High-Content Analysis System gefertigt (Abbildung
12F). Die Aufnahmen zeigten bereits 30 Minuten nach Zugabe von Antikérpern und Effektorzellen
eine Gruppierung vieler Granulozyten um eine Tumorzelle herum. Allerdings nahm diese Anzahl an
heterotypischen Aggregaten von 50,3 + 5,5 pro Aufnahme bereits nach 2 Stunden auf 32,3 + 7,0
Aggregate ab und nach 4 Stunden konnten nur noch 9,0 + 4,0 Aggregate ausgezahlt werden. (Die
Auszdhlung von n = 3 unabhédngigen Experimenten wurde durchgefiihrt von Muriel Charlotte Hans
geb. Bernhard.) Obwohl ausreichend Antikérper und lebende Granulozyten vorhanden waren, kam

es zu keiner erneuten Bindung der Granulozyten an die Zielzellen.
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Abbildung 12: Langzeitmessungen zeigten ein Wiederauswachen der Zielzellen

Impedanzmessung iber 24 Stunden nach der Behandlung der A-431 Zielzellen mit Effektorzellen im Verhaltnis
40:1 und 10 ug/ml IgA2.0-Antikérper + 25 nM GM-CSF (A). Vergleich des normalisierten Zellindex nach 4 und
24 Stunden mit und ohne GM-CSF Stimulation (B). Reprdsentativer Western Blot zum Nachweis der IgA a-Kette
im ADCC-Uberstand zu den angegebenen Zeitpunkten unter nicht-reduzierenden Bedingungen (C). Berechnung
der IgA2.0 Konzentration zu (B) aus drei unabhangigen Experimenten (D). Durchflusszytometrische
Bestimmung des Anteils an lebenden Annexin V- / PI" /CD66b* Granulozyten in Prozent (E). Repradsentativer
Ausschnitt nach 0; 0,5; 2 und 4 Stunden der Bildgebung lebender Zellen mit A-431 Zielzellen 1:20 zu PMN
Effektorzellen mit IgA2.0 gegeniber Isotypkontrolle (F). Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardfehler von
n= 7 (A, B) und n = 3 (D-E) unabhéngigen Experimenten, durchgefiihrt jeweils in Tripikaten. *p<0,05
ungepaarter t-Test.
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3.1.6 Erschopfung der Granulozyten

In einem nachsten Schritt wurden im Impedanz-Assay nach 6 Stunden erneut Antikorper und frische
Granulozyten zugegeben und das Auswachsen der Zielzellen dokumentiert (Abbildung 13A). Die
initiale Zugabe von 225-1gA2.0-Antikdrper und Granulozyten fiihrte zu einer Abnahme der Impedanz
nach 4 Stunden auf nCl = 0,10 + 0,03. Ohne erneute Zugabe von Granulozyten stieg der Zellindex
durch das Auswachsen der Zielzellen nach 24 Stunden auf nCl = 0,60 + 0,09 an, dies konnte auch
durch frischen Antikérper nicht unterdriickt werden (nCl = 0,67 + 0,09). Die Zugabe von frischen
Granulozyten und Antikorper nach 6 Stunden konnte das Auswachsen der Zielzellen signifikant
vermindern (nCl = 0,20 + 0,07; p = 0,0075). Eine zweite Behandlung mit Antikdrper zu den frischen
Granulozyten erwies sich hierfir als obsolet (nCl = 0,17 £+ 0,09) (Abbildung 13B). Die Daten deuten
auf eine Erschépfung der Granulozyten nur wenige Stunden nach der aktivierenden Quervernetzung
durch den 225-IgA2.0-Antikérper an die Zielzellen hin. Diese Hypothese konnte auch durch
Verlaufsmessungen der ROS-Freisetzung unterstiitzt werden (Abbildung 13C). Die Maximale ROS-
Produktion ist bereits nach einer Stunde erreicht (RLU = 1143,27 + 319,5) und fallt nach 2 Stunden
deutlich ab (RLU = 537,82 + 250,1), liegt aber immer noch oberhalb dem Niveau der basalen
Freisetzung durch den Isotyp-lgA-Antikorper (RLU = 128,32 + 39,5). In vivo konnte durch die
Rekrutierung neuer Granulozyten aus der Blutzirkulation das Problem erschopfter Effektorzellen
gelost werden. Bereits in friheren Studien konnte eine spezifische Freisetzung von LTB, durch die
Aktivierung der Granulozyten mit IgA-Antikérpern gezeigt werden (van der Steen u. a. 2009). Diese
Beobachtung konnte ich im adhdrenten Versuchsansatz mit dem EGFR-spezifischen 225-1gA2.0
bestdtigen (Abbildung 13D). Eine Stunde nach der Behandlung der A-431 mit PMN und IgA2.0
konnten im Mittel 551,0 + 122,6 pg des Chemokins im Uberstand nachgewiesen werden (p = 0,0052).
LTB, fordert das Einwandern frischer Granulozyten durch das Endothel in das Gewebe (Breedveld
und van Egmond 2019) und kann somit zu einer positiven Feedbackschleife aus ADCC und der

Rekrutierung neuer Granulozyten beitragen.
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Abbildung 13: Erschépfung der Granulozyten

Impedanzmessung Uber 24 Stunden nach der Behandlung der A-431 Zielzellen mit Effektorzellen im Verhaltnis
40:1 und 10 pg/ml IgA2.0-Antikérper mit erneuter Zugabe von Antikérper und Granulozyten nach 6 Stunden
(A). Vergleich des normalisierten Zellindex nach 4 und 24 Stunden mit und ohne erneuter Zugabe von
Antikérper und Granulozyten (B). Detektion der Freisetzung von Superoxidanion in den Uberstand 0; 1; 2 und 4
Stunden nach Behandlung der A-431 und PMN mit IgA2.0 und Isotyp Kontrolle (C). Leukotrien B4 im Uberstand
eine Stunde nach Behandlung der A-431 und PMN mit IgA2.0 und Isotyp Kontrolle (D). Dargestellt ist der
Mittelwert mit Standardfehler von mindestens n = 3 (A, B) und n = 4 (C, D) unabhangigen Experimenten,
durchgefiihrt jeweils in Tripikaten. ns = nicht signifikant; *p<0,05; **p<0,01 ungepaarter t-Test.
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3.2 Screening von Kopf-Hals-Tumorzellen mit der impedanzbasierten

Methode

3.2.1 Zelllinienabhangige Kinetik der ADCC

Fir die Untersuchung der ADCC von adharent wachsenden Tumorzellen wurden sieben
Plattenepithelzellkarzinom-Zelllinien (CAL-33, FaDu, HN, HSC-4, SAS, SAT, UM-SCC-1) des Kopf-Hals-
Bereichs ausgewahlt. Die bereits beschriebene Zelllinie A-431 und die Plattenepithelzelllinie des
Osophagus KYSE-30 wurden aufgrund ihrer hohen EGF-Rezeptor-Expression als Kontrollzelllinien
mitgefuhrt. Von den Zelllinien wurden 2 x 10* Zellen 24 Stunden vor Antikdrperzugabe (10 pg/ml)
ausgesat und konfluent anwachsen gelassen. Granulozyten von gesunden Spendern wurden mit
25 nM GM-CSF stimuliert und im Verhéltnis 40:1 von Effektoren zu Zielzellen zugegeben. Zur
Vergleichbarkeit wurden die Zellindexwerte direkt vor der Behandlung auf 1 normiert (nCl) und die
normierten Daten der Isotypkontrolle und 225-IgA2.0-Antikérper nach 4 Stunden als
Balkendiagramm neben dem Verlauf der Impedanzkurven dargestellt. Zur Beschreibung der Kinetik
wurde der Zeitpunkt der halbmaximalen Reduktion der Impedanz fir jede Zelllinie berechnet
(ECso-Zeit). Die beiden Kontrolllinien A-431 und KYSE-30 zeigten spezifisch fir die Behandlung mit
225-1gA2.0 einen friihen starken Abfall des Zellindex (ECso-Zeit: 44,4 + 10,8 Minuten und 40,1 + 5,9
Minuten). Daraus resultierten ein fast vollstandiges Abldsen der Zielzellen von den Elektroden (nCl 4
Stunden: 0,11 + 0,04 und 0,09 + 0,03 sowie p < 0,0001 und p = 0,0003 gegeniber der Isotypkontrolle)
und ein nur minimales Wiederauswachsen der nicht abgetoteten Zellen im Verlauf von 24 Stunden
(nClI 24 Stunden: 0,16 + 0,06 und 0,38 + 0,21) (Abbildung 14A,B). Bei der Zelllinie SAT (Mundhohle)
konnte ebenfalls eine starke, spezifisch durch den 225-IgA2.0 vermittelte Zytotoxizitat der
Granulozyten gegeniiber den Tumorzellen beobachtet werden (nCl 4 Stunden: 0,13 + 0,04 gegeniiber
0,79 + 0,06 der Isotypkontrolle p = 0,0001), jedoch mit einem langsameren, flacheren Verlauf der
Kurve (ECso-Zeit: 72,0 + 14,4 Minuten). Innerhalb des 24-stiindigen Messzeitraums nach der
Behandlung konnte kein signifikantes Auswachsen der Zellen gemessen werden (nCl 24 Stunden:
0,10 * 0,03) (Abbildung 14C). Vergleichbare Verldufe konnten auch fir die Zelllinien UM-SCC-1
(Mundhohle) und FaDu (Hypopharynx) beobachtet werden, wobei hier eine Sensitivitat der Zelllinien
gegeniliber den GM-CSF stimulierten Granulozyten bereits ohne spezifischen Antikorper vorlag
(Abbildung 14D,E). Diese kontinuierliche Abnahme des Cl Uber den gesamten Messzeitraum nach
Zugabe der Granulozyten konnte allerdings, spezifisch fiir den IgA2.0, beschleunigt und verstarkt
werden (ECsp-Zeit: 47,1 + 19,7 Minuten und 51,2 + 8,4 Minuten; nCl 4 Stunden: IgA2.0 = 0,15 + 0,07
gegeniber Isotyp = 0,58 + 0,1 (p = 0,0274) und IgA2.0 = 0,30 + 0,1 gegeniiber Isotyp =0,79 £ 0,2 (p =
0,0346)).
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Abbildung 14: ADCC Zelllinien

2 x 10* Zellen der angegebenen Tumorzelllinie wurden mit 10 pg/ml IgA2.0-Antikérper, mit Effektorzellen im
Verhaltnis 40:1 und mit 25 nM GM-CSF behandelt und fiir weitere 24 Stunden die Impedanz gemessen (A-l).
Der Zellindexwert zum Zeitpunkt der Zugabe, 24 Stunden nach dem Aussden der Zielzellen, wurde auf 1
normiert. Neben dem Zeitverlauf der Impedanzmessung ist der normalisierte Zellindex nach 4 Stunden als
Balkendiagramm gezeigt. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardfehler von mindestens drei unabhangigen
Experimenten, durchgefiihrt jeweils in Tripikaten. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001; ns nicht
signifikant; ungepaarter t-Test.
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Wahrend des 24-stliindigen Messzeitraums nach der Behandlung konnte weder bei UM-SCC-1 noch
bei FaDu ein Auswachsen der Zellen gemessen werden (nCl 24 Stunden: 0,12 £ 0,06 und 0,18 +£0,03).
Auch die Zelllinie CAL-33 (Zunge) zeigte eine spezifische Abnahme des Zellindex durch die Zugabe von
IgA2.0 und stimulierten Granulozyten (nCl 4 Stunden: IgA2.0 = 0,36 + 0,07 gegeniiber Isotyp = 0,86 +
0,08 (p = 0,0082)) mit der langsamsten Kinetik der untersuchten HNSCC Zellinien (ECso-Zeit: 89,7 +
17,4 Minuten) (Abbildung 14F). Jedoch kam es zum vollstandigen Wiederauswachsen der nicht
abgetoteten Tumorzellen bis zur Konfluenz 24 Stunden nach der Behandlung (nCl 24 Stunden: 0,89 *
0,23 gegeniiber Zellen ohne Behandlung 0,9 £ 0,1). Die Zelllinien SAS (Zunge), HSC-4 (Zunge) und HN
(Mundhohle) zeigten keine Sensitivitat gegeniiber den stimulierten Granulozyten und nur minimales
Ansprechen auf die Behandlung mit IgA2.0 (Abbildung 14G-I). Unter diesen drei Zelllinien mit
vergleichbarem Verlauf konnte bei HSC-4 eine minimale, aber ziigige Abnahme des Zellindexwertes
gemessen werden (ECso-Zeit: 42,2 + 10,7 Minuten), der gegeniliber der Isotypkontrolle nach 4
Stunden signifikant war (nCl 4 Stunden IgA2.0 = 0,82 + 0,02 gegeniiber Isotyp = 1,02 + 0,02 (p =
0,0027)) (Abbildung 14G). Fir SAS und HN konnte keine signifikante Reduktion der Impedanz
spezifisch fiir den IgA2.0-Antikorper detektiert werden (nCl 4 Stunden: IgA2.0 = 0,98 = 0,06
gegeniber Isotyp = 1,22 + 0,08 (p = 0,0824) und IgA2.0 = 0,82 + 0,14 gegeniber Isotyp = 0,95 + 0,04
(p = 0,3848)) (Abbildung 14H,1). Alle drei Zelllinien wuchsen vollstandig wieder aus und erreichten 24

Stunden nach der Behandlung wieder Konfluenz auf dem Niveau der unbehandelten Zellen.

3.2.2 EGFR-Oberflaichenexpression und Proteinlevel korreliert mit der ADCC-
Effektivitat

Die Tumorzelllinien wurden hinsichtlich ihrer Expression des EGF-Rezeptors auf mRNA-Ebene, des
Gesamtproteinlevels und der Oberflachenexpression analysiert. Hierzu wurden die Zellen in ihrem
jeweiligen Kulturmedium ausgesat und nach 24 Stunden bei einer Konfluenz von etwa 80 % geerntet.
AnschlieBend wurden mRNA und Protein isoliert und mittels gRT-PCR und Western Blot jeweils die
Expression des EGFR im Verhaltnis zum Haushaltsgen RPL13a und der Ladekontrolle B-Aktin ermittelt
(Abbildung 15A-C). Fiir die Oberflaichenexpression wurden die Zellen mit Antikorper spezifisch fiir
den EGFR gefarbt und durchflusszytometrisch die Farbeintensitdat (MFI) bestimmt (Abbildung 15D).
Aus den ADCC-Daten wurde der ACI nach 4 Stunden als Differenz aus dem nCl der mit IgA2.0 und
GM-CSF stimulierten Granulozyten behandelten Tumorzellen und dem nCl der entsprechenden IgA-
Isotypkontrolle berechnet (Abbildung 15E). Der ACI, als Marker fiir die ADCC-Effektivitat, korrelierte
positiv mit der Gesamtproteinmenge (Pearson-Korrelationskoeffizient r = 0,80; p = 0,0102) und der
Oberflachenexpression (r = 0,79; p = 0.0108) des EGFR auf den Tumorzelllinien (Abbildung 15F).

Damit einhergehend zeigten die drei Zelllinien mit der héchsten EGFR-Expression (A-431, KYSE-30
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und SAT) eine starke und signifikante Reduktion der Impedanz im ADCC-Assay. Die Daten sind
stimmig mit einer friheren Studie aus 2012 von Derer et al, die ebenfalls mittels
Chromfreisetzungstests einen Zusammenhang zwischen der EGFR-Oberflachenexpression und der

Effektivitat von ADCC-Assays darstellen konnten (Derer u. a. 2012).
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Abbildung 15: Korrelation der EGFR-Expression mit ACI

Aus den Tumorzelllinien wurde mRNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und dann mittels qRT-PCR die
Expression von EGFR relativ zum Haushaltsgen RPL13a bestimmt (A). Die Proteinlysate der Zelllinien wurden
mittels Western Blot auf die Expression von EGFR untersucht, als Ladekontrolle wurde B-Aktin detektiert.
Reprasentativer Western Blot (B). Darstellung des relativen EGFR Proteinlevels zur B-Aktin Ladekontrolle (C).
Die Oberflachenexpression von EGFR wurde durchflusszytometrisch bestimmt und als mittlere
Fluoreszenzintensitdt (MFI) dargestellt (D). Aus den ADCC Daten der Zelllinien berechnete Differenz des
Zellindex nach der Formel: ACI = nCl 4 Stunden (Behandlung mit 1gA2.0) — nCl 4 Stunden (Behandlung mit
Isotypkontrolle) (E). Korrelation der EGFR-Expression mit dem ACI nach 4 Stunden, berechnet als Pearson-
Korrelationskoeffizient r; Signifikanzen dargestellt als *p<0,05 (F). Dargestellt sind die Mittelwerte aus n = 3
unabhangigen Experimenten mit Standardabweichung, normalisiert auf den Mittelwert aller Zelllinien (A, B, D)
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3.2.3 Screening der HNSCC-Zelllinien auf weitere ADCC-Effektivitdtsmarker

Die Tumorzelllinien wurden hinsichtlich ihrer Expression weiterer Marker untersucht, die in
Zusammenhang mit der Effektivitdt der ADCC gebracht werden kénnten. Mittels gRT-PCR wurde
jeweils die Expression der immunmodulatorischen Zytokine GM-CSF, TNF-a und TGF-B1 relativ zum
Haushaltsgen RPL13a gemessen (Abbildung 16A-C). Auffillig hierbei ist die Zelllinie HSC-4, bei der von
allen drei Zytokinen die starksten Expressionslevel vorlagen, die allerdings nur ein minimales
Ansprechen im Impedanz-Assay zeigte. Die Expression dieser Marker korrelierte nicht mit der ADCC-
Effektivitat 4 Stunden nach der Behandlung der untersuchten Tumorzelllinien (GM-CSF: r = -0,48, p =
0,1955; TNF-a: r =-0,3572, p = 0,3453; TNF-B1: r =-0,3352, p = 0,3779).

Interleukin-8 wirkt als Chemokin auf die Migration und Aktivierung der Granulozyten (Breedveld und
van Egmond 2019). Das von den Tumorzellen sezernierte CXCL8 konnte im Uberstand 24 Stunden
nach dem Aussden der Zelllinien mittels ELISA detektiert werden (Abbildung 16D). Die Zelllinien
A-431 (160,5 + 30,4 pg/ml), KYSE-30 (347,7 + 195,1 pg/ml) und SAT (281,0 + 20,8 pg/ml), die die
starksten EGFR-Expressionslevel aufwiesen und im Impedanz-Assay am besten ansprachen,
sezernierten nur geringe Mengen CXCL8 im Vergleich zu HN (2520,4 + 258,3 pg/ml ), CAL33 (1367,5
523,9 pg/ml) und UM-SCC (1744,5 + 681,4 pg/ml), die allerdings ganz unterschiedliche Kinetiken im
ADCC-Assay zeigten. Aus den Daten zu den neun untersuchten Zelllinien ergab sich bei der Pearson-
Korrelation ein Koeffizient von r = -0,59 (p = 0,09), also ein Trend hin zu einem negativen
Zusammenhang der CXCL8 Produktion mit der Effektivitat der ADCC.

Der Mac-1 Rezeptor auf Neutrophilen, bestehend aus den beiden Integrinen CD11b (Integrin om) und
CD18 (IntegrinBz), wurde in der Literatur als essentiell fir die FcaRl-abhangige Aktivierung der
Granulozyten fir die ADCC beschrieben (van Spriel u.a. 2001; Matlung u.a. 2018). Die
Tumorzelllinien wurden auf die Expression der Mac-1 Liganden ICAM-1, ICAM-2, ICAM-4 und ICAM-5
(Intercellular adhesion molecule) auf mRNA-Ebene durch gRT-PCR untersucht (Abbildung 16E-H).
Zusatzlich wurde die Oberflachenexpression von ICAM-1 durchflusszytometrisch bestimmt
(Abbildung 16l). Das Vorhandensein von ICAM-Molekilen zeigte sich in diesem Model als nicht-
pradiktiv fiir die Empfanglichkeit der Tumorzellen auf die Behandlung mit GM-CSF stimulierten
Granulozyten und IgA2.0-Antikérper. Sowohl in KYSE-30 als auch in CAL-33 Zellen konnte keine der
untersuchten Isoformen nachgewiesen werden, beide Zelllinien wiesen aber eine signifikante
Reduktion des Cl gegeniiber der Isotypkontrolle nach 4 Stunden auf. Die Zelllinien HSC-4, mit hohen
Expressionsleveln fiir ICAM-1 und ICAM-2, sowie HN, mit starker Expression aller untersuchten
Isoformen, zeigten im Impedanz-Assay nur minimales Ansprechen auf die Behandlung. Fir die
Oberflachenexpression von ICAM-1 ergab die Korrelation mit dem ACI nach 4 Stunden eine nicht

signifikante Tendenz zu einem negativen Zusammenhang (Pearson r = -0,62; p = 0,0777).
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Interessanterweise ergab sich eine signifikante, positive Korrelation der ICAM-1-
Oberflachenexpression und der GM-CSF-Menge der Tumorzellen (r = 0,93; p = 0,0002).

Die Familie der leucine-rich repeats and immunoglobulin-like domains (LRIG) Proteine umfasst drei
Transmembranproteine (LRIG1-3), die an der Regulation von Rezeptortyrosinkinasen wie dem EGFR
beteiligt sind (Rafidi u.a. 2013). LRIG Proteine konnen bei unterschiedlichen Krebsarten als
prognostischer Marker fungieren. So ist beschrieben, dass die Expression von LRIG1 bei Kopf-Hals-
Tumoren mit einer guten Prognose assoziiert ist (Lindquist u. a. 2014). Die Expression von LRIG1 in
den fiir den ADCC eingesetzten Tumorzelllinien wurde mittels gRT-PCR bestimmt und auf das
Haushaltsgen RPL13a normiert (Abbildung 16J). Auffallig waren hierbei die Zelllinien HN und HSC-4,
die vergleichbar zu den ICAM-Daten hohe Level an LRIG1-mRNA zeigten. Die Zelllinien mit geringer
LRIG1-Expression (A-431, FaDu, KYSE-30 und UM-SCC-1) zeigten ein gutes Ansprechen auf die
Behandlung mit stimulierten Granulozyten und IgA2.0-Antikérper mit einer starken Reduktion der
Impedanz auf einen nCl-Wert < 0,3 nach 4 Stunden Reaktionsdauer. Die Abwesenheit von LRIG1
verhinderte nicht das Ansprechen auf den ADCC, so dass Patienten mit schlechter Prognose von der

Therapie mit EGFR-spezifischen IgA-Antikérpern profitieren kénnten.
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Abbildung 16: Expressionsanalyse Tumorzelllinien

Aus den Tumorzelllinien wurde mRNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und dann mittels qRT-PCR die
Expression von GM-CSF (A); TNF-a (B); TGF-B1 (C); ICAM-1 (E); ICAM-2 (F); ICAM-4 (G); ICAM-5 (H) und LRIG1
(J) relativ zum Haushaltsgen RPL13a bestimmt. Aus den Uberstinden der Tumorzelllinien 24 Stunden nach dem
aussden wurde die Menge an freigesetztem CXCL8 durch einen Sandwich-ELISA ermittelt (D). Die
Oberflachenexpression von ICAM-1 wurde durchflusszytometrisch analysiert und als mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) relativ zur Isotypkontrolle dargestellt (I). Dargestellt sind die Daten als Box-
Whisker-Plot mit allen Werten von Min bis Max aus n = 3 unabhangigen Experimenten (A, B, C, E, F, G, H, |, J).
Dargestellt sind die Mittelwerte aus n = 3 unabhangigen Experimenten mit Standardabweichung (D).
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3.3 Herstellung des IgA3.0-Dimers

3.3.1 Charakterisierung des IgA3.0-Dimers im Vergleich zu dem korrespondierenden

Monomer sowie weiteren IgA-Dimeren

Der bisher in dieser Arbeit fir die ADCC-Assays verwendete IgA2.0-Antikérper wurde aus dem
IgA2m(1)-Subtyp abgeleitet und durch Einfligen mehrerer Punktmutationen beziiglich biochemischer
und pharmakokinetischer Eigenschaften sowie in seiner therapeutischen in vivo Effizienz optimiert
(Lohse u.a. 2016). Unter anderem wurde dabei die Deletion C471 vorgenommen, die eine
Dimerisierung des IgA2.0-Antikdrpers verhindert. In friiheren Studien zeigten sich jedoch die IgA-
Dimere IgAl, IgA2WT und der optimierte IgA2m(1) mit der P221R Mutation zur kovalenten
Verbindung der leichten und schweren Ketten (im Folgenden als IgA2P221R bezeichnet) in
funktionalen Assays dem jeweiligen Monomer Uberlegen (Lohse u.a. 2011), so dass auch der
optimierte IgA2.0 als Dimer produziert und im Rahmen dieser Arbeit getestet werden sollte. Durch
Wiedereinfihrung des Tailpiece Cystein 471 (Klonierung des Vektors durch Manuel Linder) konnte
das korrespondierende Dimer, hiernach IgA3.0 bezeichnet, hergestellt werden. Um ausreichende
Antikorpermengen fiir funktionale Assays produzieren zu kénnen, erwies sich letztlich das ExpiCHO-
Expressionssystem mit einer Ausbeute von 16,46 + 0,3 g IgA3.0 pro ml Kulturvolumen als geeignet.
Zur Verbesserung der Dimer zu Monomer Ratio wurde ein weiterer Aufreinigungsschritt, bei dem die
nickelbindende Eigenschaft des His-Tag der J-Chain genutzt wurde, eingefiihrt. Zur Uberpriifung des
korrekten Zusammenbaus nach der Produktion wurden sowohl der monomere IgA2.0-Antikorper als
auch die dimeren IgA1-, IgA2WT-, IgA2P221R- und IgA3.0-Antikdrper unter nicht reduzierenden und
reduzierenden Bedingungen auf ein Gel aufgetragen. Die Western Blots wurden mit an Peroxidase
gekoppelten Antikérpern gegen die schwere a-Kette, die leichte k-Kette und die J-Chain inkubiert
und im Folgenden mittels Chemilumineszenzsubstrat sowie dem Azure 600 Imaging System
visualisiert (Abbildung 17A-C). Das IgA2.0-Monomer zeigte fiir die schwere Kette die erwarteten
Banden bei etwa 150 kDa unter nicht reduzierenden und 50 kDa unter reduzierenden Bedingungen
(Lohse u.a. 2016). Die a-Ketten der Dimere laufen im Gel unter reduzierenden Bedingungen auf
unterschiedlichen Hohen knapp oberhalb der 50 kDa Markerbande. Die verschiedenen GréRen und
Doppelbanden lassen auf unterschiedliche Glykosylierungen der schweren a-Kette schlieBen
(Abbildung 17A). Die leichte k-Kette konnte fir alle aufgetragenen reduzierten IgA-Antikérper auf der
gleichen Hohe bei etwa 25 kDa detektiert werden (Abbildung 17B). Die etwa 15 kDa grofRe J-Chain,
die zwei Monomere zu einem Dimer verbindet, wurde bei allen Dimeren und nicht bei dem
monomeren 1gA2.0 nachgewiesen (Abbildung 17C). Fir die Dimere konnten unter nicht

reduzierenden Bedingungen Banden bei etwa 340 kDa detektiert werden. Beim IgA2WT-Dimer zeigte
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sich durch ein geringeres Molekulargewicht gegeniiber dem IgA1WT-Dimer und dem IgA2P221R-
Dimer, dass die leichte k-Kette nicht kovalent verbunden ist (Lohse u. a. 2012). Dass auch die IgA3.0-
Dimerbande unter nicht reduzierenden Bedingungen etwas niedriger lauft, kdnnte mit dem
Glykosylierungsstatus zusammenhangen. Banden oberhalb 340 kDa weisen auf hdhere polymere
Verbindungen hin, die vor allem beim IgA2P221R detektiert werden konnten (Lohse u. a. 2012). Das
gleiche Bild ergibt sich auch unter denaturierenden, nicht reduzierenden Bedingungen mit
anschlieBender Silbernitratfarbung (Abbildung 17D). Fiir das Monomer I1gA2.0 wurde eine Bande bei
150 kDa, fir die Dimere IgA1IWT, I1gA2P221R und IgA3.0 jeweils eine Bande bei 320 - 340 kDa
sichtbar. Beim IgA2WT-Dimer konnte unter diesen Bedingungen die leichte Kette dissoziieren, so
dass sich zwischen 200 und 300 kDa mehrere Banden aus unterschiedlich zusammengesetzten a-
Ketten-Komplexen sowie eine Bande bei 25 kDa fiir die k-Kette ergeben. Oberhalb 340 kDa sind hier
bei allen Dimeren polymere Aggregate zu sehen. Die unterschiedliche Glykosylierung der Antikorper
fihrt zu einer Mikroheterogenitdt selbst innerhalb einer Herstellungscharge, die sich auch in
unterschiedlichen isoelektrischen Punkten niederschlagt. Zu deren Analyse wurden die Antikorper
unter nativen Bedingungen auf ein Gel mit einem pH-Gradienten von pH 3 bis pH 10 aufgetragen und
nach der isoelektrischen Fokussierung mit Silbernitrat gefarbt (Abbildung 17E). Fir 1gA2.0, IgA2WT
und IgA3.0 ergab sich die jeweils starkste Bande bei pH 6,5, fiir IgA1l bei pH 7,2. Fir IgA2P221R
konnten zwei deutliche Banden bei pH 6,2 und pH 7,2 detektiert werden. Wahrend das IgA1-Dimer
noch eine weitere Bande bei pH 6.9 zeigte, traten bei den IgA2WT- und IgA3.0-Dimeren weitere
schwache Banden bei pH 7,4 und pH 7,8 auf. Die Charakterisierung zeigte, dass der neu hergestellte

IgA3.0-Antikorper nach der Aufreinigung iberwiegend in dimerer Form vorliegt.
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Abbildung 17: Biochemische Charakterisierung der dimeren IgA-Antikorper
Die produzierten IgA-Antikérper 1gA2.0, 1gAl, IgA2WT, I1gA2P221R und IgA3.0 wurden gelelektrophoretisch
unter denaturierenden und nicht reduzierenden Bedingungen (links) sowie unter reduzierenden Bedingungen
(rechts) aufgetrennt und dann mittels Western Blot mit Antikdrpern gegen die a-Kette (A), k-Kette (B) und J-
Chain (C) der korrekte Zusammenbau visualisiert. GroBe und Reinheit wurden durch Silbernitratfarbung der
aufgereinigten Antikorper aufgetrennt unter denaturierenden nicht reduzierenden Bedingungen bestimmt (D).
Isoelektrische Fokussierung mit anschlieBender Silbernitratfarbung (E).
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3.3.2 Lektinblots zeigten eine schwache Glykosylierung des IgA3.0-Dimers

Zur weiteren Charakterisierung der produzierten Antikorper wurde die Glykosylierung mittels
Lektinen, die spezifisch an bestimmte Zuckerreste binden, detektiert. Fir Ricinus Communis
Agglutinin | (RCA 1), das hauptséachlich GalB1-4GIcNAc und weitere GalB1 Oligosaccharide erkennt (A.
M. Wu u. a. 2006), konnte eine starke Bande fiir das IgA2P221R-Dimer, eine schwachere Bande fir
IgA2WT-Dimer sowie durch lange Belichtung schwache Banden fir die Dimere IgA1 und IgA3.0 (in
Abbildung nicht gezeigt) detektiert werden (Abbildung 18A). Im Glykosylierungsprofil der Dimere
IgA2WT und I1gA2P221R konnte a-Fucose mittels Aleuria Aurantia Lektin (AAL) nachgewiesen werden
(Abbildung 18B). Grofle Mengen an terminalem a-N-Acetylglucosamin (a-GlcNAc) konnten durch das
Lektin Griffonia Simplicifolia |1 (GSL I) beim IgA2WT-Dimer ermittelt werden (Abbildung 18C). In
geringeren Mengen zeigten auch die anderen Dimere IgAl, 1gA2P221R und IgA3.0 eine
Glykosylierung mit a-GIcNAc. Mit dem Sambucus Nigra Lektin (SNL) wurde die terminale
Glykosylierung mit Sialinsdure, gebunden an Galactose oder N-Acetylglucosamin, in allen IgA-
Dimeren nachgewiesen. Dabei zeigte das IgA2WT-Dimer die grollite Menge (Abbildung 18D). Die
starke Glykosylierung des IgA2WT- und IgA2P221R-Dimers erklart die zuvor beschriebenen
Unterschiede im Molekulargewicht der schweren Ketten. Bei dem monomeren IgA2.0 konnte keine
Glykosylierung mit den fir die benutzen Lektinen spezifischen Zuckern dokumentiert werden.
GleichmaRige Antikorpermengen wurden durch die Ladekontrolle mit Antikorper gegen die IgA a-

Kette gezeigt (Abbildung 18E).
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Abbildung 18: Lektin Blots zeigen Glykosylierungsprofil der IgA-Antikérper

Die Glykosylierung der produzierten Antikorper IgA2.0, I1gAl, IgA2WT, I1gA2P221R und IgA3.0 wurde mittels
Western Blot und biotinylierten Lektinen Ricinus Communis Agglutinin | (GalB1-4GIcNAc) (A), Aleuria Aurantia
Lektin (a-Fucose) (B), Griffonia Simplicifolia | (a-GIcNAc) (C) und Sambucus Nigra Lektin (terminale Sialylierung)
(D) detektiert. Als Ladekontrolle wurde Antikorper gerichtet gegen die a-Kette benutzt (E).
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3.4 Funktioneller Vergleich von IgA2.0 und IgA3.0

3.4.1 Fab-vermittelte Bindungs- und Funktionsanalyse

Nachdem durch die Visualisierung von einem korrekten Zusammenbau des IgA3.0-Dimers
ausgegangen werden konnte, wurde die Funktionalitdt beginnend mit der Fab-vermittelten
Rezeptorbindung im Vergleich zum korrespondierenden Monomer IgA2.0 analysiert. Zuerst wurde
die Bindung an die stark EGFR-exprimierenden Zellen A-431 mittels indirekter Immunfluoreszenz
durchflusszytometrisch bestimmt (Abbildung 19A). Die Bindungskurven deuteten auf eine etwas
verbesserte Aviditat des IgA3.0-Dimers gegenliber dem IgA2.0-Monomer hin, die bei 200 pg/ml
signifikant gesteigert war (p = 0,0095). Die Berechnung des ECso-Wertes ergab einen nicht
signifikanten Unterschied von ECso IgA3.0 = 200,8 £ 71,55 nM zu ECso IgA2.0 = 261,6 + 58,83 nM (p =
0,6463) (Abbildung 19B). Der zugehorige IgG1l-Antikorper Cetuximab zeigte jedoch eine hohere
Aviditat. Fir den unspezifischen IgA2-Kontrollantikorper konnte keine Bindung an A-431 Zellen
gemessen werden. Signifikant verbessert war die Effektivitdt des IgA3.0 gegeniiber IgA2.0 in der
Verdriangung des EGFR-Liganden EGF an A-431 Zellen mit 31,25 pg/ml Antikorper (p = 0,0007)
(Abbildung 19C). Die Berechnung der ICso-Werte (halbmaximale Inhibition) ergab fiir IgA3.0, dass eine
Konzentration von 64,74 + 12,4 nM ausreicht, um die Halfte des FITC-markierten EGF-Liganden von
der Oberflaiche der A-431 Zellen zu verdrangen, wahrend fir 1gA2.0 signifikant mehr Antikorper
benotigt wurde (ICso 1gA2.0 = 285,2 + 46,39 nM; p = 0,0101) (Abbildung 19D). Im Gegensatz zur IgA-
Isotypkontrolle, die keinen Einfluss auf die Bindung von EGF an A-431 Zellen hatte, erwies sich auch
Cetuximab effektiv in der Verdrangung von EGF auf den A-431. Zur Untersuchung der Fab-
vermittelten Effektorfunktionen wurden HPV-positive Vorhautkeratinozyten, HPK1A, fiir 72 Stunden
mit aufsteigenden Konzentrationen der IgA-Antikorper behandelt und die Zellviabilitdt anhand von
Neutralrotfarbungen ermittelt (Abbildung 19E). Im Vergleich zur unspezifischen Isotypkontrolle
fihrte die Bindung der IgA2.0- und IgA3.0-Antikdrper an den EGF-Rezeptor zu einer
Wachstumsinhibition der HPK1A, die tendenziell durch IgA3.0 bereits bei einer niedrigeren
Antikorperkonzentration als bei 1gA2.0 einsetzte (ICso IgA3.0 = 3,495 + 2,6 nM versus ICso 1gA2.0 =
42,12 + 39,9 nM; p = 0,3888) (Abbildung 19F). Die Behandlung mit 15,625 nM Antikorper fiihrte
durch den dimeren IgA3.0-Antikorper zu einer signifikant verbesserten Wachstumsinhibition
gegeniliber dem dquimolar eingesetzten IgA2.0-Monomer (% lebende Zellen IgA3.0 = 73,1 £ 5,1 vs.
IgA2.0 = 93,4 + 7,8; p = 0,0219). Die Internalisierung des EGFR-IgA-Komplexes wurde mit dem
zelltoxischen a-kappa-ETA' untersucht. Dabei handelt es sich um ein Fusionsprotein aus einem
Antikorperfragment, das spezifisch die humane leichte k-Kette erkennt, und einer gekiirzten Version

des Pseudomonas Exotoxin A (Kellner u. a. 2011). A-431 Zellen wurden mit 5 pug/ml IgA-Antikrper
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und o-kappa-ETA' in aufsteigenden Konzentrationen von 0,001 bis 1 pg/ml inkubiert und die
Zellviabilitdt nach 24 Stunden mittels Neutralrotassay bestimmt (Abbildung 19G). Signifikant mehr
lebende A-431 Zellen konnten bei 0,1 pg/ml a-kappa-ETA' fir den dimeren 1gA3.0 bestimmt werden
(% lebende Zellen 1gA3.0 = 87,7 + 12,8 vs. IgA2.0 = 43,1 = 13,5; p = 0,0056). Die Behandlung mit
IgA3.0 zeigte erst bei einer hoheren a-kappa-ETA'-Konzentration Auswirkungen auf das Uberleben
der A-431 Zellen (ICso 1gA3.0 = 0,369 * 0,08 pg/ml versus ICso IgA2.0 = 0,121 + 0,06 pg/ml; p = 0,0732)
(Abbildung 19H), so dass von einer geringeren Internalisierung und einer langeren
Oberflachenverweildauer des EGFR-IgA3.0-Komplexes im Gegensatz zum EGFR-IgA2.0-Komplex

ausgegangen werden kann.
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Abbildung 19: Fab-vermittelte Rezeptorbindung und Funktionen des IgA3.0 im Vergleich zu IgA2.0

Die Bindung der Antikdrper an EGFR-exprimierende A-431 Zellen wurde durch indirekte Immunfluoreszenz mit
einem FITC-gelabelten Antikorper, gerichtet gegen die humane leichte k-Kette, detektiert (A) und die jeweiligen
ECso-Werte berechnet (B). Die Fahigkeit, die Bindung eines FITC-markierten EGF Liganden an A-431 Zellen zu
unterdriicken, wurde durchflusszytometrisch analysiert (C) und die jeweiligen ICso-Werte berechnet (D).
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der Fluoreszenzintensitat relativ zur sekundaren
Antikorperkontrolle (RFI) von n = 4 (A, C) und n = 3 (E) unabhangigen Experimenten. Durch Neutralrotfarbung
der lebenden Zellen wurde 72 Stunden nach der Antikoérperbehandlung die Wachstumsinhibition an HPK1A
Zellen (E) sowie die Antigeninternalisierung mittels a-kappa-ETA' an A-431 Zellen bestimmt (G) und die
jeweiligen 1Cso-Werte berechnet (F, H). Dargestellt sind die normalisierten Mittelwerte mit Standardfehler der
lebenden Zellen in Prozent von n = 3 unabhangigen Experimenten, durchgefiihrt in Triplikaten (G, I). ECso und
ICso-Werte wurden aus den einzelnen Dosis-Wirkungs-Kurven berechnet und als Box-Whisker-Plot mit allen
Werten von Min bis Max aus mindestens n = 3 unabhéngigen Experimenten dargestellt (B, D, F, H). *p<0,05;
gepaarter t-Test und # p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001; zweifaktorielle Varianzanalyse mit Tukey-Korrektur.
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3.4.1 Fc-vermittelte Bindungs- und Funktionsanalyse

Die Analyse der Fab-vermittelten Effekte ergab eine Uberlegenheit des Dimers zu seinem
korrespondierenden Monomer. Daraufhin wurden die Fc-vermittelte Bindung und deren
Effektorfunktionen untersucht. Um die Bindung an den FcaRIl zu untersuchen, wurden BHK CD89*
Zellen, die fur FcaRI/FcRy-Chain kotransfiziert sind, verwendet (Abbildung 20A). Das IgA3.0-Dimer
(ECso = 118,8 + 20,97 nM) zeigte hierbei eine signifikant p = 0,0017 verbesserte Bindung gegeniber
dem IgA2.0-Monomer (ECso = 447,0 + 57,23 nM) (Abbildung 20B). Der starkste Effekt konnte bei der
Zugabe von 31,25 ug/ml Antikorper beobachtet werden (RFI IgA3.0 = 44,24 + 7,0 vs. IgA2.0 = 20,80
3,3; p = 0,0002). Die IgA-Isotypenkontrolle zeigte eine Bindung vergleichbar zum Monomer,
Cetuximab hingegen kann als IgG-Antikorper nicht an die BHK CD89* binden. Zur Untersuchung der
Effektivitat des neu produzierten IgA3.0 im ADCC Impedanz-Assay wurden A-431 Zielzellen mit und
ohne Granulozyten und 62,5 nM Isotyp-, IgA2.0- oder IgA3.0-Antikérper 24 Stunden nach dem
Aussden behandelt und die Veranderung der Impedanz Uber weitere 96 Stunden gemessen
(Abbildung 20C). Zur Vergleichbarkeit wurden die Antikérper dquimolar eingesetzt, wobei 62,5 nM
der Stoffmenge von 10 pg/ml IgA2.0-Antikorper entspricht. Innerhalb der ersten 4 Stunden fiihrte die
Behandlung mit PMN und IgA3.0 zu einer signifikanten Reduktion der Impedanz gegeniiber der
Isotypkontrolle (nCl 1gA3.0 = 0,354; nCl Isotyp = 0,960; p = 0,0013) (Abbildung 20D). Verglichen zum
IgA2.0-Monomer war der Effekt jedoch signifikant schwéacher (nCl 1gA2.0 = 0,178, p = 0,0273). Im
weiteren Verlauf der Messung zeigten zunachst beide IgA-Antikdrper einen ahnlich starken Anstieg
der Impedanz, also ein Auswachsen der Zielzellen, das beim Monomer durch den starkeren initialen
Effekt auf insgesamt niedrigerem Niveau verlief. Der Vergleich der normalisierten Zellindexwerte
nach 12 Stunden zeigte trotz des erneuten Anwachsens der Zielzellen einen signifikanten Effekt des
IgA3.0 gegeniiber der Isotypkontrolle (p = 0,0207), allerdings war der nCl gegniiber dem IgA2.0
immer noch signifikant erhéht (nCl 1gA3.0 = 0,628; nCl 1gA2.0 = 0,429; p = 0,0382) (Abbildung 20E).
Ab etwa 24 Stunden nach der Behandlung mit 1gA2.0 und PMN stagnierte das Auswachsen der
Zielzellen, wahrend unter der Behandlung mit dem IgA3.0-Dimer und PMN ein erneuter stetiger
Abfall der Impedanz beobachtet werden konnte. Dieses erneute Ablésen der Zielzellen fiihrte sogar
dazu, dass nach 95 Stunden der nCl des IgA3.0-Dimers gegeniliber dem IgA2.0-Monomer signifikant
reduziert war (nCl 1gA3.0 = 0,323; nCl 1gA2.0 = 0,545; p = 0,0030) (Abbildung 20F). Ohne
Granulozyten zeigte sich kein Effekt der Antikorper auf die A-431 Zellen. Fiir die Fc-vermittelten
Effekte des neu produzierten IgA3.0 konnte eine bessere Bindung an den FcaRI gemessen werden,
die sich allerdings innnerhalb der ersten 24 Stunden nicht auf die Effektivitat der ADCC im Impedanz-

Assay niederschlagt.
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Abbildung 20: Fc-vermittelte Rezeptorbindung und Funktionen des IgA3.0 im Vergleich zu 1gA2.0
Die Bindung der Antikorper an FcaRI/FcRy-chain kotransfizierte BHK CD89* Zellen wurde durch indirekte
Immunfluoreszenz mit einem FITC-gelabelten Antikorper, gerichtet gegen die humane leichte k-Kette,
detektiert (A) und die jeweiligen ECso-Werte berechnet (B). Impedanzmessung Uber 96 Stunden nach der
Behandlung der A-431 Zielzellen mit Effektorzellen im Verhaltnis 40:1 und 62,5 nM IgA2.0- oder IgA3.0-
Antikorper (C). Vergleich des normalisierten Zellindex nach der Behandlung mit und ohne PMN und Isotyp-
oder 1gA2.0- oder IgA3.0-Antikorper 4 Stunden (D), 12 Stunden (E) und 95 Stunden (F) nach der Zugabe.
Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardfehler von n = 6 unabhangigen Experimenten, durchgefiihrt jeweils
in Tripikaten. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; gepaarter t-Test und # p<0,05; #H#p<0,01; #H##p<0,001;
zweifaktorielle Varianzanalyse mit Tukey-Korrektur.

3.4.2 Vergleich der ADCC-Effektivitdt von

Tumorzelllinien

IgA2.0 und

IgA3.0 mit Kopf-Hals-

Fir die vergleichende Untersuchung der ADCC-Effektivitdt von 1gA2.0 und IgA3.0 wurden wiederum

die sieben Plattenepithelzellkarziom-Zelllinien des Kopf-Hals-Bereichs und als Kontrollen die

epidermoid Karzinom Zelllinie A-431 sowie die Plattenepithelzelllinie des Osophagus KYSE-30

verwendet. 24 Stunden vor Antikérperzugabe (62,5 nM) wurden von den Zelllinien jeweils 2 x 10*

Zellen ausgesat und konfluent anwachsen gelassen. Granulozyten von gesunden Spendern wurden

mit 25 nM GM-CSF stimuliert und im Verhéltnis 40:1 Effektoren zu Zielzellen zugegeben. Zur
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Vergleichbarkeit wurden die Zellindexwerte direkt vor der Behandlung auf 1 normiert (normalisierter
Zellindex). Aus den normierten Daten wurde der nCl 2 Stunden nach der Behandlung mit stimulierten
Granulozyten und Isotyp-, I1gA2.0- und IgA3.0-Antikorper als Diagramm neben dem Verlauf der
Impedanzkurven dargestellt und signifikante Unterschiede berechnet. Die beiden stark EGFR-
exprimierenden Zelllinien A-431 und KYSE-30 zeigten ein sehr gutes Ansprechen auf die Behandlung
mit 1gA3.0 in den ersten 4 Stunden. Im Vergleich des IgA2.0-Monomer zum IgA3.0-Dimer zeigte sich
durch die Stimulation der Granulozyten mit GM-CSF bei den A-431 Zellen ein identischer Verlauf der
Impedanzmessung (Abbildung 21A). Nach einem vollstiandigen Abldsen der Zielzellen innerhalb der
ersten beiden Stunden (nCl 2 h IgA2.0 = 0,06 + 0,01 vs. IgA3.0 = 0,05 + 0,003) kam es im Verlauf des
24-stindigen Messzeitraumes zu keinem erneuten Auswachsen der A-431 Zellen (nCl 24 h 1gA2.0 =
0,07 + 0,03 vs. IgA3.0 = 0,09 + 0,03). Bei den KYSE-30 Zellen fiihrte die Behandlung mit IgA3.0 und
GM-CSF stimulierten Granulozyten ebenfalls zu einem friihen Abfall der Impedanz nach 2 Stunden
auf nCl 2 h IgA3.0 = 0,28 + 0,1, im Verlauf wuchsen allerdings die Zellen mit dimerem IgA3.0
vollstandig auf das Niveau der Isotypenkontrolle wieder aus (Abbildung 21B). Dahingegen wies die
Behandlung mit dem monomeren IgA2.0 gegenliber dem Dimer bereits nach 2 Stunden einen
signifikant niedrigeren nCl = 0,08 + 0,02 (p = 0,0169) auf, wahrend nur minimales Wiederauswachsen
der Zielzellen nach 24 Stunden zu beobachten war (nCl 24 h IgA2.0 = 0,15 + 0,02 vs 3.0 = 0,94 £ 0,15;
p = 0,0024). Der neu produzierte dimere IgA3.0 zeigte eine verringerte Effektivitdit der ADCC
gegeniber seinem korrespondierenden Monomer bei den KYSE-30 Zellen. Die weitere Untersuchung
der sieben Kopf-Hals-Tumorzelllinien ergab in keiner Zelllinie einen signifikanten Effekt des I1gA3.0-
Antikorpers auf das Ablosen der Zielzellen, der Gber die Behandlung mit Isotypenkontrolle und GM-
CSF stimulierten Granulozyten hinaus ging (Abbildung 21C-1). Die signifikant effektive ADCC durch
den 1gA2.0 bei funf HNSCC-Zelllinien konnte beim dimeren 1gA3.0 nicht beobachtet werden.
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Mittelwert mit Standardfehler von mindestens n = 3 unabhangigen Experimenten, durchgefiihrt jeweils in
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3.4.3 Bindung von IgA2.0 und IgA3.0 an Tumorzellen

Da die Kopf-Hals-Tumorzelllinien auf die Behandlung mit 1gA3.0 nicht ansprachen, wurde im
nachsten Schritt die Bindung des IgA3.0-Antikdrpers an die Zellen analysiert. Dazu wurden die Zellen
fiir eine Stunde mit 625 nM IgA2.0, 1gA3.0 oder Cetuximab inkubiert, anschlieBend der gebundene
Antikdrper mit einem FITC-markierten Zweitantikérper, gerichtet gegen die humane «k-Kette,
detektiert und im Durchflusszytometer die mittlere Fluoreszenzintensitdt gemessen (Abbildung 22).
Fir die Kontrollzelllinien A-431 und KYSE-30 mit sehr hoher EGFR-Expression zeigte sich die bereits in
Abbildung 19 beschriebene verbesserte Aviditat des IgA3.0-Dimers gegeniiber dem IgA2.0-Monomer,
wobei der korrespondierende IgG-Antikorper Cetuximab die stdrkste Bindung aufwies. Alle
untersuchten Kopf-Hals-Tumorzelllinien zeigten keine signifikanten Unterschiede in der Bindung der
benutzten EGFR-spezifischen IgA2- und IgG-Antikorper. In der Tendenz bindet der IgA3.0,
entsprechend dem IgG-Antikérper Cetuximab, etwas besser an die Kopf-Hals-Tumorzelllinien als das
IgA2.0-Monomer, so dass die verminderte ADCC-Effektivitdit des IgA3.0-Dimers nicht auf eine

fehlende Bindung an die Zielzellen zuriickgefiihrt werden konnte.
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Abbildung 22: Bindungsanalyse Tumorzelllinien

Die Antikérper wurden hinsichtlich ihrer Bindung an die Tumorzelllinien untersucht. Dazu wurden die Zellen mit
625 nM des angegeben Antikorpers inkubiert und der gebundene Antikorper mit einem FITC-markierten a-
human-k-chain  Zweitantikorper  detektiert. Die im  Durchflusszytometer gemessene  mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) wurde als Box-Whisker-Plot mit allen Werten von Min bis Max aus n = 3
unabhangigen Experimenten dargestellt.
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3.5 Funktioneller Vergleich von IgA3.0 zu weiteren IgA-Dimeren

3.5.1 Fab-vermittelte Bindungs- und Funktionsanalyse der Dimere

In friiheren Studien zeigten sich die IgA-Dimere IgAl, IgA2WT und I1gA2P221R in funktionalen Assays
dem jeweiligen Monomer Uberlegen (Lohse u. a. 2011; 2012). Dies konnte fiir IgA3.0 verglichen mit
IgA2.0 bisher nicht bestatigt werden. Da es sich beim IgA3.0-Antikérper um eine Weiterentwicklung
der zuvor beschriebenen Dimere handelt, wurden im nachsten Schritt zunachst die Fab-vermittelten
Effekte des IgA3.0-Dimers im Vergleich zum IgAl-, IgA2WT- und IgA2P221R-Dimer untersucht. Die
Aviditat der Bindung an den EGF-Rezeptor wurde durch die Bindung der Antikorper an A-431 Zellen
mittels indirekter Immunfluoreszenz am Durchflusszytometer bestimmt. Die
Rezeptorbindungskurven der untersuchten IgA2-Dimere zeigten eine Bindung der Antikorper mit
vergleichbarer Aviditdt an die A-431 Zellen (Abbildung 23A). Wahrend die Berechnung der
halbmaximalen Bindung fiir das IgA1-Dimer einen signifikant hoheren ECso-Wert im Vergleich zu
IgA3.0 ergab (ECso IgA1 = 70,01; ECso IgA3.0 = 63,82; p = 0,0048) (Abbildung 23B), war allerdings auch
die maximale Bindung des IgA1 gegeniber allen IgA2-Dimeren signifikant erhoht (p < 0,0001). Um die
Verdrangung des Liganden am EGF-Rezeptor zu analysieren, wurden A-431 Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen der angegebenen Antikérper und einem FITC-markierten EGF-
Liganden simultan inkubiert. Bei der Messung der Menge des an der Oberflache gebunden Liganden
am Durchflusszytometer zeigten sich keine Unterschiede der vier IgA-Dimere in ihrer Effektivitat die
Ligandenbindung zu inhibieren (Abbildung 23C,D). Zur Untersuchung der Fab-vermittelten
Effektorfunktionen wurden HPK1A Zellen mit aufsteigenden Konzentrationen der IgA-Antikdrper
behandelt und die Zellviabilitdit nach 72 Stunden anhand von Neutralrotfarbungen ermittelt
(Abbildung 23E). Die Behandlung mit 312 nM IgA2P221R oder IgA3.0 fihrte, im Vergleich zur
unspezifischen 1gA2 Isotypkontrolle, in der Keratinozytenzelllinie zu einer signifikanten
Wachstumsinhibition (IgA2P221R = 15,70 + 2,1 %; p = 0,0263 und 1gA3.0 = 14,93 + 2,7 %; p = 0,0389)
(Abbildung 23F). Bereits ab einer Antikdrperkonzentration von 3,125 nM konnten fir IgA3.0 und
IgA2P2213 signifikante Effekte gegeniiber der Isotypkontrolle beobachtet werden. Die IgAl- und
IgA2WT-Dimere hatten in diesem Assay nur geringen Einfluss auf das Wachstum der HPK1A Zellen
und zeigten auch bei der maximal verwendeten Antikdrperdosis von 312 nM keinen signifikanten
Unterschied zur Isotypkontrolle. Die Internalisierung der EGFR-IgA-Komplexe wurde mit dem
zelltoxischen Fusionsprotein a-kappa-ETA' an A-431 Zellen untersucht, die hierzu mit a-kappa-ETA' in
aufsteigenden Konzentrationen von 0,001 bis 1 pg/ml inkubiert wurden. Die gleichzeitige Behandlung
mit 31,25 nM des jeweiligen IgA-Antikérpers fihrte zu einer vergleichbaren Auswirkung auf die

Zellviabilitat, die nach 24 Stunden mittels Neutralrotassay bestimmt wurde (Abbildung 23G). Die
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Berechnung der ICso-Werte ergab, dass bei I1gA3.0 und IgA2P221R tendenziell mehr a-kappa-ETA'
gegeniber IgAl und IgA2WT fiir den gleichen zytotoxischen Effekt bendtigt wird (ICso IgA3.0 = 0,32 £
0,12 nM; ICso IgA2P221R = 0,24 + 0,13 nM; ICs IgA1 = 0,15 £ 0,07 nM; ICs0 IgA2WT = 0,16 + 0,07 nM)
(Abbildung 23H). Das bedeutet, dass EGFR-IgA-Komplexe mit den optimierten Antikérpern gegeniber

den Wildtyp-Dimeren etwas weniger internalisiert werden.
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Abbildung 23: Fab-vermittelte Rezeptorbindung und Funktionen der IgA-Dimere

Die Bindung der Antikdrper an EGFR-exprimierende A-431 Zellen wurde durch indirekte Immunfluoreszenz mit
einem FITC-markierten a-human-k-chain Antikérper detektiert (A) und die jeweiligen ECso-Werte berechnet (B).
Die Fahigkeit, die Bindung eines FITC-markierten EGF-Liganden an A-431 Zellen zu unterdriicken, wurde
durchflusszytometrisch analysiert (C) und die jeweiligen ICso-Werte berechnet (D). Dargestellt sind die
Mittelwerte mit Standardabweichung der Fluoreszenzintensitat relativ zur sekundadren Antikdrperkontrolle
(RFI) von n = 3 (A, C, E) unabhdngigen Experimenten. Durch Neutralrotfarbung der lebenden Zellen wurde
72 Stunden nach der Antikérperbehandlung die Wachstumsinhibition an HPK1A Zellen bestimmt (E) und die
maximale Wachstumsinhibition berechnet (F). Durch Neutralrotfarbung der lebenden Zellen wurde 72 Stunden
nach der Antikérperbehandlung die Antigeninternalisierung mittels a-kappa-ETA' an A-431 Zellen bestimmt (G)
und die jeweiligen ICso-Werte berechnet (H). Dargestellt sind die normalisierten Mittelwerte mit Standardfehler
der lebenden Zellen in Prozent von n = 3 unabhangigen Experimenten, durchgefiihrt in Triplikaten (E, G). ECso,
ICso und Max. Werte wurden aus den einzelnen Dosis-Wirkungs-Kurven berechnet und als Box-Whisker-Plot mit
allen Werten von Min bis Max aus n = 3 unabhéngigen Experimenten dargestellt (B, D, F, H). *p<0,05;
**p<0,01; ungepaarter t-Test.
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3.5.1 Fc-vermittelte Bindungs- und Funktionsanalyse der Dimere

Nach den Effekten, die durch die antigenbindenden Regionen ausgeldst werden, wurden als nachstes
die Bindung und Effektorfunktionen analysiert, die durch die Fc-Region vermittelt werden. Die vier
IgA-Dimere zeigten eine konzentrationsabhingige Bindung an BHK CD89* Zellen, die fir FcaRI/FcRy-
Chain kotransfiziert sind (Abbildung 24A). Die Bindung des IgA3.0-Dimers an den FcaRl war
gegeniiber den beiden anderen IgA2-Dimeren ab 250 nM signifikant erhoht (1250 nM: IgA2wt p =
0.0206 und 1gA2P221R p = 0.0455; 625 nM: IgA2wt p = 0.0121 und IgA2P221R p = 0.0037; 250 nM:
IgA2wt p = 0.0083 und IgA2P221R p = 0.0130). Durch den Vergleich der ECs;-Werte ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede unter den getesteten IgA-Antikorpern (Abbildung 24B), tendenziell
weist jedoch das IgA2P221R-Dimer eine verminderte Bindung an den FcaRl auf (passend zu Lohse
2012). Um die ADCC-Effektivitat der Dimere zu vergleichen, wurden A-431 und KYSE-30 Zellen im
Impedanz-Assay verwendet (Abbildung 24C,D). Zur besseren Darstellung der Unterschiede wurden
fir die A-431 Zellen nur 6,25 nM des jeweiligen Antikérpers und Granulozyten im Verhaltnis 40:1
eingesetzt. Fiir die ADCC der KYSE-30 Zellen wurde die gleiche Anzahl an Granulozyten, allerdings mit
GM-CSF stimuliert, verwendet und die Antikdrperkonzentration von 62,5 nM aus den vorherigen
Experimenten beibehalten. Bei den A-431 Zielzellen konnte nach 4 Stunden fiir alle Dimere eine
signifikante Reduktion des nCl gegenliber der Kontrolle gemessen werden (Abbildung 24E). Durch
das Auswachsen der Zellen im Messzeitraum von 24 Stunden ergab sich nur fir die IgA2WT- und
IgA3.0-Dimere eine anhaltende signifikante Effektivitat im ADCC-Assay (nCl IgA2WT = 0,338 £+0,2; p
=0,0030; nCl IgA3.0 = 0,385 + 0,1; p = 0,0051) (Abbildung 24F). Durch die Verwendung der KYSE-30
Zielzellen konnte die verbesserte Effektivitat der IgA2WT und IgA3.0-Dimere nach 4 Stunden
bestatigt werden (nCl IgA2WT = 0,41 + 0,1; p =0,0172; nCl 1gA3.0 = 0,49 + 0,1; p = 0,0343), jedoch
kam es innerhalb der 24-stiindigen Messdauer zu einem vollstandigen Wiederauswachsen der
Zielzellen auf das Niveau der Kontrolle (Abbildung 24G,H). Nach 4 Stunden zeigte sich in beiden
Ansatzen eine signifikant niedrigere ADCC-Effektivitdt des IgA2P221R-Antikdrpers verglichen zum
IgA2WT (A-431: p = 0,0184; KYSE-30: p = 0,0320).
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Abbildung 24: Fc-vermittelte Rezeptorbindung und Funktionen der IgA-Dimere

Die Bindung der Antikorper an FcaRI/FcRy-chain kotransfizierte BHK CD89* Zellen wurde durch indirekte
Immunfluoreszenz mit einem FITC-markierten a-human-k-chain Antikorper detektiert (A) und die jeweiligen
ECso-Werte berechnet (B). 2 x 10* A-431 Zellen wurden mit 6,25 nM dimerem IgA-Antikdrper sowie mit
Effektorzellen im Verhiltnis 40:1 behandelt und fiir weitere 24 Stunden die Impedanz gemessen (C). 2 x 10*
KYSE-30 Zellen wurden mit 62,5 nM dimerem IgA-Antikdrper, mit Effektorzellen im Verhaltnis 40:1 sowie mit
25 nM GM-CSF behandelt und fiir weitere 24 Stunden die Impedanz gemessen (D). Der Zellindexwert zum
Zeitpunkt der Zugabe wurde auf 1 normiert. Unterhalb des Zeitverlaufs der Impedanzmessung ist der nCl 4
Stunden (E, G) und 24 Stunden (F, H) nach der Behandlung als Box-Whisker-Plot mit allen Werten von Min bis
Max abgebildet. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standardfehler von mindestens n = 3 unabhdngigen

Experimenten, durchgefiihrt jeweils
Varianzanalyse mit Tukey-Korrektur.

in  Tripikaten.

*p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001; -einfaktorielle
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3.5.2 IgA3.0-Dimer mit verbesserter ADCC-Effektivitat bei HPV* HNSCC

Fir den weiteren Fc-vermittelten funktionellen Vergleich der Dimere auch gegenliber dem IgA2.0-
Monomer wurden zwei HPV16-positive Kopf-Hals-Tumorzelllinien UPCI-SCC-090 (Zunge) und UPCI-
SCC-154 (Zunge) und die korrespondierende HPV-negative Kontrollzelllinie UM-SCC-1 gewahlt (Olthof
u. a. 2015). Wie zuvor wurden 2 x 10* Zielzellen fiir 24 Stunden anwachsen gelassen und mit 62,5 nM
der angegebenen IgA-Antikdrper und GM-CSF stimulierten Granulozyten im Verhaltnis 40:1
behandelt. Der Zellindexwert wurde fiir den Zeitpunkt der Zugabe auf 1 normiert und fiir weitere
24 Stunden aufgezeichnet. Die HPV-negative Zelllinie UM-SCC-1 zeigte fiir keines der vier
untersuchten Dimere eine signifikante Reduktion des normalisierten Zellindexwertes nach 4 Stunden.
Im weiteren Messzeitraum kommt es zu einer langsamen, stetigen Abnahme des nCl, die allerdings
auch fir GM-CSF stimulierte Granulozyten mit der unspezifischen IgA2-Isotypkontrolle beobachtet
werden konnte (Abbildung 25A,B). Ein deutliches, signifikantes Ablosen und kein Wiederauswachsen
der UM-SCC-1 Zellen nach 24 Stunden konnte, wie bereits in Abbildung 21 beschrieben, durch das
IgA2.0-Monomer erreicht werden (Abbildung 25C). Ein anderes Bild ergab sich fiir die beiden HPV16-
positiven Plattenepithelkarzinom-Zelllinien: Hier erwies sich als einziges Dimer der IgA3.0-Antikdrper
im ADCC-Assay als effektiv (Abbildung 25D,G). Bei den UPCI-SCC-090 reduzierte die Behandlung mit
IgA3.0 und GM-CSF stimulierten PMN nach 4 Stunden den nCl signifikant auf 0,81 + 0,1 gegentliber
der Isotypkontrolle nCl = 1,17 + 0,1 (p = 0,0103) Abbildung 25H). Bei der Zelllinie UPCI-SCC-154
konnte, verglichen mit der Isotypkontrolle, ebenfalls eine signifikante Reduktion des nCl nach 4
Stunden durch den IgA3.0-Antikérper und GM-CSF stimulierten PMN beobachtet werden (nCl IgA3.0
= 0,79 = 0,1 versus nCl Isotyp = 1,04 + 0,1; p = 0,0439) (Abbildung 25E). Damit ergab sich fir das
IgA3.0-Dimer bei den beiden HPV16-positiven Zelllinien eine vergleichbare Effizienz zum
korrespondierenden Monomer IgA2.0, das ebenfalls ein spezifisches Ablosen der Zielzellen und kein
erneutes Wiederauswachsen innerhalb des 24-stiindigen Messzeitraumes bewirken konnte
(Abbildung 25F,l). Bei allen untersuchten Antikérpern fihrte eine Behandlung 24 Stunden nach der

Aussaat ohne Granulozyten zu keinem Effekt auf das Wachstum der Tumorzelllinien.
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Abbildung 25: Fc-vermittelte Effekte der IgA-Antikorper auf HPV16* HNSCC

2 x 10* Zellen der angegebenen Tumorzelllinie wurden mit 62,5 nM IgA-Isotyp, IgAl-Dimer, IgA2WT-Dimer,
IgA2P221R-Dimer, I1gA3.0-Dimer oder IgA2.0-Antikorper, mit Effektorzellen im Verhaltnis 40:1 sowie mit 25 nM
GM-CSF behandelt und fiir weitere 24 Stunden die Impedanz gemessen. Der Zellindexwert zum Zeitpunkt der
Zugabe, 24 Stunden nach dem Aussaen der Zielzellen, wurde auf 1 normiert. Dargestellt ist der Mittelwert mit
Standardfehler von mindestens n = 4 unabhangigen Experimenten, durchgefiihrt jeweils in Tripikaten (A-C).
Neben dem Zeitverlauf der Impedanzmessung ist der normalisierte Zellindex nach 4 Stunden und 24 Stunden
Behandlung als Box-Whisker-Plot mit allen Werten von Min bis Max aus mindestens n = 4 unabhangigen
Experimenten dargestellt (D-F). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; einfaktorielle Varianzanalyse mit Tukey-
Korrektur.
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3.5.3 Die Dimere unterscheiden sich nicht in der Bindung an HNSCC

Im Anschluss wurde die Bindung der dimeren Antikérper an die Zielzellen analysiert. Dazu wurden
die Zellen fir eine Stunde mit 625 nM IgAl-Dimer, IgA2WT-Dimer, IgA2P221R-Dimer oder 1gA3.0-
Dimer inkubiert und der gebundene Antikdrper mit einem FITC-markierten Zweitantikdrper, gerichtet
gegen die humane k-Kette, am Durchflusszytometer detektiert (Abbildung 26). Wie auch schon beim
Vergleich des 1gA3.0 zum korrespondierenden IgA2.0-Monomer, konnte auch hier die
unterschiedliche ADCC-Effektivitat der untersuchten Dimere im Impedanz-Assay nicht auf
Unterschiede in der Bindung an die Zielzellen zuriickgefiihrt werden. Alle verglichenen Dimere
binden gleichermaRen an die getesteten EGFR-exprimierenden Kopf-Hals-Tumorzelllinien. Die
Unterschiede zwischen den Zelllinien ergeben sich aus der unterschiedlich starken EGFR-Expression

auf der Oberflache.

EGFR Bindung
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= IgA1 Dimer

40000+
-I- - e L 3 =3 IgA2 WT Dimer
30000 d IgA2 P221R Dimer
6000 7 3 IgA3.0 Dimer

E 4000~ - .I. .‘. l
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A431 UM-SCC1 UM-SCC090 UM-SCC154

Abbildung 26: Die Dimere binden mit gleicher Aviditat an die Zielzellen

Die Bindung der dimeren Antikdrper an die EGFR-exprimierenden Zielzellen wurde durch indirekte
Immunfluoreszenz  mit einem FITC-markierten a-human-k-chain  Antikérper detektiert. Die im
Durchflusszytometer gemessene mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) wurde als Box-Whisker-Plot mit allen
Werten von Min bis Max aus n = 3 unabhangigen Experimenten dargestellt.
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3.6 Einfluss loslicher und membranstandiger Faktoren auf die Effektivitat

der ADCC

3.6.1 Losliche Faktoren in den Uberstinden von A-431 und KYSE-30 Zellen
verbessern die ADCC-Effektivitat

Die Bindung der Antikorper an die Zielzellen, sowohl beim Vergleich 1gA2.0 versus IgA3.0 als auch
beim Vergleich der IgA-Dimere, lieferte keine Erklarung fir die beobachteten Unterschiede in der
Effektivitat im ADCC-Assay. Um im nachsten Schritt den Einfluss |6slicher Faktoren auf die Effektivitat
der ADCC zu studieren, wurden von den neun Kopf-Hals-Tumorzelllinien und den beiden
Kontrollzelllinien A-431 und KYSE-30 Zellkulturiberstande gesammelt. Fiir den Versuch wurden 2 x
10* A-431 Zellen in ihrem Kulturmedium R10** fiir 24 Stunden anwachsen gelassen und der
gemessene Zellindexwert auf 1 normiert. Anschliefend wurde das Medium vollstandig durch frisches
Kulturmedium oder die jeweiligen Uberstinde der Tumorzelllinien ersetzt und 6,25 nM IgA3.0-
Antikérper sowie 0,8 x 10° Granulozyten zugegeben (Abbildung 27). Nach 4 Stunden konnte,
verglichen mit den Reaktionsbedingungen in frischem R10** Kulturmedium (nCl = 0,397; p = 0,0006),
durch den Uberstand der A-431 Zellen der Zellindex signifikant auf nCl = 0,178 reduziert werden.
Auch der Uberstand der Osophaguskarzinom-Zelllinie KYSE-30 verbessert das Ablésen der A-431
Zellen signifikant gegentiber dem frischen Kulturmedium (nCl = 0,264 versus nCl = 0,474; p = 0,0202).
Von den neun untersuchten Kopf-Hals-Tumorzelllinien konnte kein Uberstand die Effektivitit der
ADCC der A-431 Zellen signifikant beeinflussen. Uberstinde der Zelllinien CAL-33, SAS und SCC-090
wirkten tendenziell ADCC-férdernd, wahrend die Uberstiande von SAT, UM-SCC-1 und SCC-154 eine
Tendenz zur Inhibition zeigten. Kein Unterschied gegeniber der Kontrolle mit D10*" Kulturmedium

konnte bei den Uberstidnden von FaDu, HN und HSC-4 gemessen werden.
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Abbildung 27: Uberstinde der Tumorzelllinien modulieren die ADCC

Impedanzmessung der Behandlung von 2 x 10* A-431 Zellen nach 24 Stunden mit 6,25 nM IgA3.0 und 0,8 x 10°
Granulozyten in den Zellkulturiiberstdanden der angegebenen Tumorzelllinien. Dargestellt ist der Mittelwert des
normalisierten Zellindex nach 4 Stunden mit Standardabweichung von n = 3 unabhédngigen Experimenten.
*p<0,05; ***p<0,001; ungepaarter t-Test

3.6.2 Die Uberstinde der Tumorzelllinien modulieren die Oberflichenexpression der

Granulozyten

Da l6sliche Faktoren die ADCC-Effektivitat beeinflussen kénnen, wurde als nachstes der Effekt der
Uberstinde auf die Granulozyten untersucht. Hierzu wurden Granulozyten gesunder Spender nach
der Isolation fiir eine Stunde in Uberstdnden der untersuchten Tumorzelllinien sowie dem jeweiligen
Kulturmedium inkubiert. AnschlieBend wurde die Oberflachenexpression von Markern, die fur die
ADCC interessant sind, mittels Durchflusszytometrie analysiert. Durch die Inkubation mit den
konditionierten Medien der Tumorzelllinien kam es gegenilber der jeweiligen Kontrolle zu einer
Hochregulation des FcaRl (CD89) um das 1,1- bis 1,6-Fache (Abbildung 28A). Die Uberstinde der
beiden HPV-positiven Kopf-Hals-Tumorzelllinien SCC-090 (1,09) und SCC-154 (1,16) zeigten den
geringsten Einfluss auf die CD89-Oberflachenexpression, wahrend FaDu (1,57) und HN (1,62) die
Menge an CD89 in der Zellmembran der Granulozyten am starksten erhéhten. Allerdings korrelierte
die Stimulation der Oberflachenexpression von CD89 auf den Granulozyten nicht mit der Effektivitat
des ADCC-Assays der HPV™ Zelllinien (aus Abbildung 14). CD11lb und CD18 sind Integrine, die
zusammen den Mac-1 Komplex bilden und wichtige Funktionen bei der Zelladhasion, Migration und
Phagozytose vermitteln. Die Hochregulation durch die konditionierten Medien von Integrin am
(CD11b) stimmt mit der von Integrin B, (CD18) Gberein (Abbildung 28B,C). Die Oberflachenexpression

beider Integrine wurde durch Uberstinde der Zelllinien, die sensitiv gegeniiber der Behandlung mit
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IgA2.0 und PMN reagiert haben, nur schwach verstarkt (CD11b: A-431 = 1,43; KYSE-30 = 1,38 ; SCC-
090 = 1,32; CD18: A-431 = 1,45; KYSE-30 = 1,30 ; SCC-090 = 1,26), so dass sich eine negative
Korrelation mit dem ACI nach 4 Stunden ergab (CD11b: r =-0,7118; p = 0,0315; CD18:r=-0,7033; p =
0,0345). Die Expression von CD43, ein Zelladhdsionsmolekiil, das bei T-Zellen Teil der
immunologischen Synapse ist, wurde auf den Granulozyten durch die konditionierten Medien der
Tumorzelllinien gegeniiber dem Kulturmedium nicht verandert (Abbildung 28D). CD147, das sowohl
auf den Granulozyten als auch auf den Zielzellen exprimiert wird, zeigte sich in einem Zytokinarray
mit Peniskarzinom-Zelllinien (durchgefiihrt von Muriel Charlotte Hans geb. Bernhard) als
unterschiedlich reguliert in der ADCC (Bernhard u. a. 2021). Durch die konditionierten Medien der
Kopf-Hals-Tumorzelllinien wurde die Expression von mCD147 auf der Oberflache der Granulozyten
gesteigert (Abbildung 28E). Uberstinde der Tumorzellen, die im ADCC-Assay nicht auf die
Behandlung mit IgA2.0 und PMN ansprachen, zeigten dabei eine starkere Hochregulation (HN = 2,23;
SAS = 1,85) als die Zelllinien mit gutem Ansprechen. Daraus ergab sich fiir die Oberflachenexpression
von mCD147 auf den Granulozyten nach der Inkubation mit Zellkulturiiberstanden der Tumorzellen
eine signifikant negative Korrelation zum Ansprechen bei der ADCC nach 4 Stunden (r = -0,7769; p =
0,0138) (Abbildung 28F). Beide HPV* Zelllinien UM-SCC-090 (p = 0,0003) und UM-SCC-154 (p =
0,0113) verursachten eine signifikant geringere Induktion von mCD147 auf der Oberfliche von
Granulozyten als die HPV- Zelllinie UM-SCC-1. Da CD147 bei vielen malignen Tumoren Uberexprimiert
wird (Landras u. a. 2019; Barillari u. a. 2022), wurde als nachstes die Menge an mCD147 und sCD147
auf den Zellen und in den Uberstinden der untersuchten Tumorzelllinien analysiert. Hierzu wurden
die Zellen mittels indirekter Immunfluoreszenz gefarbt und am Durchflusszytometer die mittlere
Fluoreszenzintensitdat bestimmt. Auf allen elf Tumorzelllinien konnte mCD147 detektiert werden
(Abbildung 28G), wobei FaDu (MFI = 1299 + 214) und KYSE-30 (MFI= 1151 + 178) die starkste und die
beiden HPV* Zelllinien SCC-090 (MFI = 448 + 163) und SCC-154 (MFI = 484 + 249) die schwachste
Oberflachenexpression auswiesen. Beim l6slichen CD147 hingegen, welches durch einen Sandwich-
ELISA in den Uberstinden nachgewiesen wurde (Abbildung 28H), konnte bei den beiden HPV*
Zelllinien SCC-090 (751,8 + 69,14 pg/ml) und SCC-154 (891,7 + 106,3 pg/ml) nach KYSE-30 (990,1 +
23,87 pg/ml) die groRte Menge sCD147 gemessen werden. Dabei war die Menge des freigesetzten
sCD147 der beiden HPV* Zelllinien gegeniliber den HPV- UM-SCC-1 signifikant erhéht (UM-SCC-090 p =
0,0038, UM-SCC-154 p = 0,0043). In allen konditionierten Medien konnte sCD147 detektiert werden,
wobei durch die Zelllinien CAL-33 (250,8 * 31,91 pg/ml) und A-431 (314,7 + 115,0 pg/ml) die
geringsten Mengen freigesetzt wurden. Losliche Faktoren in den Uberstinden der Tumorzelllinien
konnen die Oberflachenexpression der Granulozyten modulieren. Dabei kénnte l6sliches sowie
membranstandiges CD147 fur die ADCC-Effektivitat der Granulozyten gegeniiber den Tumorzellen

relevant sein.
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Abbildung 28: Lésliche Faktoren beeinflussen die Oberflichenexpression der Granulozyten

Granulozyten gesunder Spender wurden fiir eine Stunde mit den Uberstinden der angegebenen
Tumorzelllinien oder dem entsprechenden  Kulturmedium inkubiert und anschlieBend die
Oberflachenexpression von CD89 (A), CD11b (B), CD18 (C), CD43 (D) und CD147 (E) mittels direkter
Immunfluoreszenz am Durchflusszytometer betimmt. Dargestellt ist die relative Oberflachenexpression zum
jeweiligen Kulturmedium als Box und Whisker-Plot mit allen Werten von Min bis Max aus mindestens n = 3
unabhangigen Experimenten. Pearson-Korrelation der CD147-Oberflaichenexpression der Granulozyten mit
dem ACI nach 4 Stunden (F). Die Oberflaichenexpression von CD147 auf den Tumorzelllinien wurde
durchflusszytometrisch analysiert und als mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) relativ zur Isotypkontrolle
dargestellt (G). Aus den Uberstinden der Tumorzelllinien 24 Stunden nach dem Aussden wurde die Menge an
freigesetztem CD147 durch einen Sandwich-ELISA ermittelt (H). Signifikante Abweichungen zur
Kulturmediumkontrolle dargestellt als *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 Signifikanzen der HPV*
Zelllinien als #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001; Tukey-Mehrfachvergleichstest.
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3.6.3 Losliches CD147 verbessert die IgA-abhdngige ADCC

Um den Effekt von sCD147 auf die IgA-abhangige ADCC zu untersuchen, wurde rekombinant
hergestelltes |6sliches CD147, das C-terminal entweder einen Fc-Tag oder einen His-Tag gebunden
hat, zugegeben. A-431 Zellen wurden 24 Stunden nach der Aussaat mit Granulozyten und 62,5 nM
IgA3.0 sowie 20 nM sCD147 behandelt und die Impedanzanderung fir weitere 24 Stunden gemessen
(Abbildung 29A,C). Bei der initialen Ablosung der A-431 Zellen konnte in diesem Versuchsansatz kein
Unterschied zwischen der Kontrolle und der Behandlung mit CD147 festgestellt werden, unabhéngig
davon welcher C-terminale Tag an das Protein fusioniert war. In der Tendenz zeigten beide
Fusionsproteine eine Inhibition des Wiederauswachsens der A-431 Tumorzellen nach 24 Stunden (nCl
CD147-Fc = 0,161 % 0,034; nCl CD147-His = 0,162 £ 0,04; nCl Kontrolle = 0,438 + 0,117) (Abbildung
29B,D). Der Versuchsansatz wurde mit KYSE-30 Zielzellen, die ein vermindertes Ansprechen auf den
IgA3.0-Antikorper zeigten, mit unterschiedlichen Konzentrationen an sCD147 wiederholt (Abbildung
29E,F). Im Vergleich zur Antikérperkontrolle wurde in den ersten 4 Stunden mit beiden
Fusionsproteinen eine dosisabhangige Verbesserung der ADCC gemessen. Ohne die Zugabe von
CD147 zeigte der Verlauf eine Abnahme des nCl auf 0,568 * 0,02 nach 4 Stunden und ein
vollstandiges Wiederauswachsen auf das Niveau der Isotypkontrolle nach 24 Stunden. Durch die
zusatzliche Behandlung mit 20 nM CD147-Fc oder CD147-His wurde eine signifikante Abnahme des
nCl nach 4 Stunden auf 0,119 * 0,01 beziehungsweise 0,131 *+ 0,02 (p < 0,0001und p = 0,0001)
erreicht (Abbildung 29H,J). Die Zugabe von 20 nM CD147-Fc zur ADCC mit IgA3.0 reduzierte das
Auswachsen nach 24 Stunden signifikant gegenliber der ADCC mit I1gA3.0 (nCl IgA3.0 = 1,164 + 0,07;
nCl 1gA3.0 + CD147-Fc = 0,310 £ 0,08; p = 0,0074) (Abbildung 291). KYSE-30 Zellen zeigten sich auch
sensitiv gegenliber 20 nM CD147 und Granulozyten ohne IgA3.0-Antikérper, was sich durch eine
stetige Abnahme des nCl Gber den 24-stiindigen Messzeitraum nach der Zugabe ausdriickte und
beim Fusionsprotein mit Fc-Tag, der vermutlich eine Quervernetzung der Granulozyten auslosen
kann, starker zu beobachten war als bei CD147-His (Abbildung 291,K). Der Effekt der Zugabe von
CD147 auf die ADCC von KYSE-30 Zellen beruhte vermutlich nicht nur auf einem additiven Effekt, da
die Verdnderung gegeniber der Isotypenkontrolle bei der Doppelbehandlung gréRer war als die
Summe der Einzelbehandlungen (4 h : ACI IgA3.0 = 0,358; ACI CD147 Fc = 0,322; ACI IgA3.0 + CD147-
Fc = 0,801; ACI CD147-His = 0,248; ACI 1gA3.0 + CD147-His = 0,795). Durch die Zugabe der l6slichen

CD147-Fusionsproteine wurde die Effektivitdt des dimeren IgA3.0 im ADCC-Assay gesteigert.
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Abbildung 29: Dosisabhéngige Verbesserung des ADCC durch I6sliches CD147

Impedanzmessung Uber 24 Stunden nach der Behandlung der A-431 Zielzellen mit Effektorzellen im Verhaltnis
40:1 und 62,5 nM IgA3.0-Antikorper sowie 20 nM CD147-Fc (A) oder 20 nM CD147-His (C). Darstellung des nCl
nach 4 und 24 Stunden mit und ohne Zugabe von CD147-Fc (B) oder CD147-His (D) als Box und Whisker Blot
von Min bis Max mit allen Werten. Impedanzmessung liber 24 Stunden nach der Behandlung der KYSE-30
Zielzellen mit GM-CSF stimulierten Effektorzellen im Verhéltnis 40:1 und 62,5 nM IgA3.0-Antikérper sowie 0,02
bis 20 nM CD147-Fc (E) oder 0,02 bis 20 nM CD147-His (F). Dosis-Wirkungs-Kurve von CD147 auf den AZellindex
berechnet aus nCl [KYSE-30 + PMN + I1gA3.0] — nCI [KYSE-30 + PMN + I1gA3.0 + CD147] (G). Darstellung des nCl zu
(E) nach 4 Stunden (H) und 24 Stunden (I) und zu (F) nach 4 Stunden (H) und 24 Stunden (l) als Box und Whisker
Blot von Min bis Max mit allen Werten. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler aus mindestens n =
3 unabhédngigen Experimenten, durchgefihrt in Triplikaten (A, C, E, F, G). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
****p<0,0001; einfaktorielle Varianzanalyse mit Tukey-Korrektur.
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3.6.4 (CD147 akkumulierte wahrend der ADCC in der Kontaktzone zwischen

Granulozyten und Zielzellen

Zur Visualisierung wurden Immunfluoreszenzfarbungen von CD147 an fixierten Zellen unter ADCC-
Bedingungen hergestellt. Hierzu wurden A-431 Zielzellen auf Lysin-beschichteten Deckgldaschen fur
24 Stunden anwachsen gelassen und anschlieBend mit Granulozyten im Verhaltnis 20:1 und 10 pg/ml
IgA2.0-Antikorper behandelt. Der ADCC-Ansatz wurde, ebenso wie unbehandelte A-431 und
Granulozyten alleine, nach 30 Minuten fixiert und anschlieBend CD147 mittels indirekter
Immunfluoreszenz gefarbt. Die Aufnahmen erfolgten am Mikroskop Zeiss LSM780. Unbehandelt
zeigten sowohl A-431 als auch Granulozyten eine homogene Verteilung von CD147, wobei das
Farbemuster der Granulozyten ein internes Reservoir von CD147, gespeichert in Vesikeln, vermuten
lasst (Abbildung 30; weiBe Pfeilspitzen). Wahrend der Quervernetzung der Granulozyten mit den
A-431 Zielzellen durch den IgA2.0-Antikorper konnte eine verstarkte Farbung von CD147 in den

Kontaktzonen der Zellen beobachtet werden (weiRe Pfeile).

A-431
NWd

A-431 + PMN + IgA2.0

10 um 10 um

Hellfeld DAPI CD147 Uberlagerung

Abbildung 30: Immunfluoreszenzfarbung von CD147 in A-431 und Granulozyten

Indirekte Immunfluoreszenzfarbung von CD147 an fixierten und permeabilisierten A-431 und Granulozyten,
sowie A-431 mit Granulozyten und 10 pg/ml IgA2.0. Die Detektion des CD147-Antikorpers erfolgte mittels eines
AlexaFluor546-markierten Zweitantikorpers (rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefarbt. (n = 2)

Um die Lokalisation von CD147 genauer bestimmen zu kénnen, wurde in einem nachsten Ansatz
zusatzlich eine Membranfarbung mit Fluoreszein-markiertem wheat germ agglutinin (WGA)
durchgefiihrt. Die Uberlagerung zeigte eine Farbung fiir CD147 und WGA in den Kontaktzonen von
Granulozyten und A-431 Zielzellen (Abbildung 31; weiRe Pfeile).
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A-431 + PMN + IgA2.0 A-431

A-431 + PMN + IgA2.0

Uberlagerung

Abbildung 31: Membrandre Anreicherung von CD147 in der Kontaktzone wihrend der ADCC

Indirekte Immunfluoreszenzfarbung von CD147 an fixierten und permeabilisierten A-431, sowie A-431 mit
Granulozyten und 10 pg/ml 1gA2.0 nach 30 Minuten. Die Detektion des CD147-Antikérpers erfolgte mittels
eines AlexaFluor546-markierten Zweitantikérpers (rot). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefarbt. Die
Membranfarbung erfolgte mit Fluoreszein-markiertem wheat germ agglutinin (WGA). (n = 2)

3.6.5 Gewebemikroarrays zeigten eine gesteigerte CD147-Expression im

Tumorgewebe von Peniskarzinompatienten

Zur Untersuchung der Rolle von EMMPRIN in vivo wurden Tissue-Microarrays (TMA) mit
Gewebeproben von 74 Patienten mit Peniskarzinom hinsichtlich ihrer CD147-Expression analysiert.
Die TMAs sowie die dazugehorigen klinischen Daten wurden freundlicherweise von Frau Prof. Dr.
Karin Junker zur Verfligung gestellt und wurden bereits publiziert (Holters u.a. 2019). Die
immunhistochemisch gefarbten Schnitte enthielten Gewebestanzen des Tumorzentrums (TMA TZ,
n = 73), der Invasionsfront (TMA IF, n = 69) und der dazugehérigen Lymphknotenmetastasen (TMA
LM, n = 22) sowie des benachbarten Normalgewebes (TMA NO, n = 24) (Abbildung 32A). Fir die
Auswertung wurde der immunreaktive Score (IRS) nach Remmele und Stegner gebildet, indem die

Farbeintensitat (Score 0 bis 3) mit dem Prozentsatz positiver Zellen (Score 0 bis 4) multipliziert wurde
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(Remmele und Stegner 1987). In Abbildung 32B sind reprasentative Farbungen fiir den IRS von 0
(entspricht ungefarbt) bis 12 (entspricht der héchsten Farbeintensitat mit mehr als 80 % positiven

Zellen) dargestellt. Ein IRS von 3 oder gréRer wird als positiv gewertet.
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Abbildung 32: CD147 Farbung der Gewebemikroarrays von Peniskarzinompatienten

Immunhistochemische CD147 Farbung der Gewebemikroarrays von Peniskarzinompatienten. Reprasentative
Aufnahmen der Farbungen von Normalgewebe (NO), Tumorzentrum (TZ), Invasionsfront (IF) und
Lymphknotenmetastase (LM) (A).Reprasentative Aufnahmen zur Bewertung des immunreaktiven Scores (IRS)
nach Remmele und Stegner von 0 (ungefarbt) bis 12 (hdchste Farbeintensitat in > 80 % der Zellen) (B).

Die Auswertung ergab, dass gegenliber dem benachbarten Normalgewebe im Tumorgewebe sowohl
die Farbeintensitdt von CD147 als auch die Anzahl CD147 positiv gefarbter Zellen gesteigert ist
(Abbildung 33A). Der IRS von CD147 ist im Tumorgewebe unabhéngig von der Lokalisation der Probe
(Zentrum, Invasionsfront oder Lymphknotenmetastase) gegenliber dem Normalgewebe signifikant
erhoht (TZ vs. No, p < 0.0001; IF vs. No, p < 0.0001; LM vs. No, p = 0.0073). Die Entstehung des
Peniskarzinoms ist in ungefahr 50 % der Falle mit einer Hochrisiko-HPV-Infektion assoziiert (Olesen
u.a. 2019). Bezieht man den HPV-Status der Patienten in die Auswertung mit ein, zeigte sich
ebenfalls die signifikant erhéhte CD147-Expression im Tumorzentrum im Vergleich zum
dazugehorigen Normalgewebe (TZ HPV* vs. No HPV*, p = 0.0138; TZ HPV~ vs. No HPV~, p < 0.0001)
(Abbildung 33B). Betrachtet man nur die HPV* Patienten und vergleicht die Anzahl der CD147-

positiven Proben, ergibt sich eine signifikante Anreicherung im Tumorzentrum gegeniiber dem
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Normalgewebe sowie der Infiltrationszone (Abbildung 33C,D). Alle untersuchten HPV-positiven
Lymphknotenmetastasen sind auch CD147 positiv, so dass auch hier ein deutlicher Anstieg der IRS
CD147* Proben gegeniiber dem Normalgewebe und der Infiltrationszone gezeigt werden konnte
(Abbildung 33E,F). Zu jeder analysierten Gewebeprobe des TMA liegen Informationen zu der
Klassifikation der Tumoren nach dem TNM-System vor (Hélters u. a. 2019). Bei der Metastasierung
wurden anhand dieser Stadien die Proben in nicht-metastasierend (cNO und pNO) und
metastasierend (pN1, pN2, pN3) unterteilt. Dabei zeigte sich, dass CD147* Proben aus
Tumorzentrum, Normalgewebe oder Infiltrationszone haufiger metastasierend sind, wenn sie
gleichzeitig auch HPV* sind (Abbildung 33G-l). Die Daten des Gewebemikroarrays von
Peniskarzinompatienten unterstiitzen die Rolle von CD147 in einer weiteren HPV* Tumorentitat in

vivo.
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Abbildung 33: Erh6hte CD147-Expression im HPV* metastasierenden Peniskarzinom

Immunhistochemische CD147-Farbung der Gewebemikroarrays von Peniskarzinompatienten. Auswertung des
IRS von CD147 aufgeteilt nach Lokalisation (A) und zusatzlich unterteilt in HPV* und HPV (B), dargestellt als
Box-Whisker-Blot mit allen Werten von Min bis Max. Anzahl der IRS positiven und negativen Proben von HPV*
Patienten im Vergleich von TZ zu No (C), von IF zu TZ (D), von LM zu No (E) und von IF zu LM (F). Status der
Metastasierung nach der TNM-Klassifikation in HPV* versus HPV" Patienten nach Lokalisation No (G), TZ (H) und
IF (1). Signifikante Unterschiede dargestellt als *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001; Welch und Brown-Forsythe
ANOVA (A und B) und Exakter Test nach Fisher (C-I)
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4 Diskussion

4.1 Der impedanzbasierte Assay ermoglicht die Echtzeitmessung der ADCC

durch neutrophile Granulozyten an adharent wachsenden Tumorzellen

Die Rolle der neutrophilen Granulozyten als Effektorzellen in der Antikdrpertherapie ist, verglichen
mit natirlichen Killerzellen und Makrophagen, weniger gut erforscht. Aufgrund ihrer Fahigkeit, durch
IgG- oder IgA-Antikorper opsonisierte Tumorzellen abtoten zu kénnen, sind sie allerdings in den
letzten Jahren starker in den Fokus der Forschung geriickt (Behrens u. a. 2023). Bei den bisherigen,
etablierten Methoden fir die Messung der ADCC durch neutrophile Granulozyten werden
Tumorzellen in Suspension mit radioaktivem °!Chrom oder fluoreszenzbasierten Farbstoffen wie
Calcein oder Carboxyfluoresceindiacetat-N-Succinimidylester (CFSE) markiert und deren Freisetzung

zu einem festen Zeitpunkt nach der Behandlung gemessen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich der Calceinfreisetzungstest nicht fiir die Messung
der ADCC mit Granulozyten als Effektorzellen an adharent angewachsenen Tumorzellen als Zielzellen
eignet. Hierbei zeigte sich die hohe spontane Freisetzung des Calceins in den Uberstand von
unbehandelten Tumorzellen als limitierender Faktor. Die sich durch die Behandlung mit IgA-
Antikorper und Granulozyten abrundenden Tumorzellen konnten mehr Calcein aufnehmen. Daraus
resultierte, dass unter ADCC-Bedingungen weniger Calcein im Uberstand als durch die spontante
Freisetzung der Tumorzellen alleine gemessen wurde. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Impedanz-
Assay fiir die Echtzeitmessung der IgA-abhangigen Zytotoxizitdat durch neutrophile Granulozyten an
adharent wachsenden Tumorzellen etabliert. Das Abtdten der Zielzellen konnte anhand dieser
Methode unter physiologischeren Bedingungen, in Echtzeit und ohne das Einbringen fremder
Substanzen in die Zielzellen verfolgt werden. Die Etablierung und Anwendung konnte 2019 im
Journal of Immunological Methods unter dem Titel ,,Monitoring kinetics reveals critical parameters of
IgA-dependent granulocyte-mediated anti-tumor cell cytotoxicity” (Zwick u. a. 2019) vero6ffentlich

werden.

Der Assay beruht auf der Messung der Veranderung der Impedanz, die durch das Anhaften von
Tumorzellen auf den Mikrogoldelektroden am Boden der E-plates erhoht wird. Das Abtoten der
Tumorzellen fihrt zu deren Ablosen oder Membranzerfall, wodurch die elektrische Impedanz
verringert wird. Bereits 2006 konnten Glamann und Hansen die Methode fiir die Bewertung der
Zytotoxizitdit von NK-Zellen validieren und 2014 wurde von Peper et al. die Etablierung und

Validierung als Zytotoxizitatsassay mit CD8* T-Zellen veroffentlicht (Glamann und Hansen 2006;
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Peper u. a. 2014). Fir die Messungen wurde das X-CELLigence System verwendet und die Impedanz
als dimensionsloser Parameter fiir den Zellindex gemessen. Fiir die Etablierung der Messung wurden
als adhdrent wachsende Tumorzellen zundchst A-431 Zielzellen, die sich durch ihre sehr hohe
Expression des EGFR sehr gut fir die Verwendung mit dem 225-IgA2.0-Antikérper eignen,
ausgewahlt. Zudem existieren zu dieser Zelllinie bereits Daten aus Chromfreisetzungstests, die eine
anschlieRende Vergleichbarkeit ermdglichen. Bei dem 2016 in Lohse et al. beschriebenen 225-1gA2.0-
Antikorper handelt es sich um einen fiir die Tumortherapie optimierten IgA2m(1)-Antikdrper mit der
gleichen variablen Region des bereits zugelassenen IgG-Antikérpers Cetuximab, der an die
extrazellulare Domane |l des EGFR bindet (Lohse wu.a. 2016). Die Festlegung der
Standardbedingungen und die darauf folgende Berechnung des ACI nach 4 Stunden bei den
Impedanzmessungen lieferten vergleichbare Ergebnisse zu den zuvor mit den >!Chrom- und
Calceinfreisetzungstests durchgefiihrten Studien mit dem 225-1gA2.0-Antikorper. Ebenso konnten die
Ergebnisse zur Verbesserung der ADCC durch Stimulation der Granulozyten mit GM-CSF und die
vollstandige Inhibition der ADCC durch den FcaRlI-blockierenden Antikorper bestatigt werden (Lohse
u.a. 2016). Jedoch wurden fiir den adhdrent durchgefiihrten Assay signifikant hohere
Antikorperkonzentrationen im Vergleich zu den publizierten Freisetzungstests in Suspension benotigt
(ECso = 3,36 * 1,03 pg/ml gegentiber CRA ECsp = 0,75 * 0,54 pug/ml; p = 0,0034). Das adhéarente
Wachstum der Tumorzellen und direkte Zell-Zell-Kontakte fiihren zu einer Polarisation und
Reorganisation der Zellmembran, an denen der EGFR wesentlich beteiligt ist. Der EGFR-Signalweg
fordert sowohl die Ausbildung von fokalen Adhasionen zur Ausbreitung der Zellen auf Oberflachen
als auch die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten durch Adharenzverbindungen (Chiasson-MacKenzie
und McClatchey 2018; Rao u.a. 2020). Dies beeinflusst auch die Aktivierung, Expression und
Verteilung des EGFR selbst, der auf der Zelloberflache in Lipid-Rafts organsiert ist (Lu und Chen 2011;
Mollinedo und Gajate 2020; Gao u. a. 2015). Diese Organisation wirkt sich Gber die verfligbaren EGF-
Bindestellen auf die Ligandenbindung aus (Roepstorff u. a. 2002) und kdnnte eine Erklarung fir die

bendtigten hoheren Antikorperkonzentrationen im adharenten ADCC-Assay darstellen.

Als Vorteil gegeniber den Endpunktassays lieferte die Echtzeitmessung Erkenntnisse tiber die Kinetik
der IgA-abhdngigen granulozytenvermittelten Zellzytotoxizitdt. So konnte als Zeitpunkt der
halbmaximalen Zytotoxizitat bei A-431 Zielzellen 44,4 + 10,8 Minuten berechnet werden. Diese
schnelle Aktivierung der Granulozyten spiegelte sich auch in der friihen Freisetzung von Laktoferrin
und Aktivierung des oxidativen Bursts eine Stunde nach der Quervernetzung der Granulozyten mit
den Zielzellen durch den IgA2.0 wider. Die Freisetzung von Laktoferrin in den Uberstand kann als
Mal} der Degranulierung der Granulozyten gemessen werden und korreliert mit dem Abt6ten der
Tumorzellen durch neutrophile Granulozyten und a-EGFR-IgA (Heemskerk u. a. 2021). Allerdings ist in

der Literatur auch beschrieben, dass Granulozyten von Patienten, die entweder keine reaktiven
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Sauerstoffspezies bilden konnen oder deren Degranulation defekt ist, ebenso effektiv in ADCC-Assays
mit 1gG1l- oder IgA-Antikorpern markierte Tumorzellen abtdoten konnen wie Granulozyten von
gesunden Spendern (Matlung u.a. 2018; Treffers u.a. 2020; van Rees, Brinkhaus, u.a. 2022).
Matlung et al. pragten 2018 den Begriff Trogoptose flir den Mechanismus, wie Granulozyten
antikérperabhangig Tumorzellen abtéten konnen. Dabei fihrt die wiederholte Trogozytose, der
Transfer von Membranbestandteilen der Zielzelle auf die Effektorzellen, zu einer lokalen Zerstérung
der Tumorzellmembran und schlieBlich zur Lyse der Tumorzelle. Der Zelltod duch Trogoptose ist
abhangig von der Signalweiterleitung der Fc-Rezeptoren. Diese kann durch Wortmannin, einem
Inhibitor der PI3-Kinase, verhindert werden (Matlung u. a. 2018). Auch im impedanzbasierten ADCC-
Assay flihrte sowohl die Zugabe von Wortmannin als auch die Vorinkubation der Granulozyten mit
Wortmannin zu einem Verlust der Effektivitat der Granulozyten. Die Vorbehandlung der Zielzellen
hatte keinen Effekt auf den ADCC. Die Ergebnisse konnten neben den A-431 Zielzellen auch in
KYSE-30 Osophaguskarziom Zellen bestitigt werden und unterstiitzen die Annahme der Trogoptose

als Mechanismus der Tumorzellbekdmpfung durch Granulozyten.

Nicht jede Trogozytose flihrt zwangslaufig auch zur Trogoptose und damit zum Absterben der
Tumorzellen. 2022 konnten Rees et al. durch Lebendzell-Bildgebung zeigen, dass in einer relativ
kurzen Zeitspanne mehrere Trogozytoseereignisse stattfinden mussen, so dass sie letztlich auch zum
Absterben der Tumorzelle fiihren. Bis zu einem bestimmten Grad an Trogozytose kdnnen die
Tumorzellen durch Zellmembranreparatur der Trogoptose entkommen (van Rees, Bouti, u. a. 2022).
Neueste Literatur (Singhal u. a. 2024) stellt nochmal genauer dar, dass die Trogozytose — bei den in
soliden Tumoren vorherschenden Bedingungen — meist sublethal verlduft und die bendétigte
Antigendichte und Effektorzellanzahl fiir eine Tumorzelllyse nicht ausreichend ist. Zudem kommt es
durch die sublethale Trogozytose zu einem Verlust des Oberflaichenantigens, die damit der
Tumorzelle hilft, aus der ADCC zu entkommen. In dem Versuchsansatz von Singhal et al. konnte
durch den Einsatz von anti-EGFR-IgA-Antikorper lediglich der stimmuliernde Effekt der TAN auf das
Tumorzellwachstum amortisiert werden. Die Verwendung von Neutrophilen des peripheren Blutes,
so wie sie auch in dieser Arbeit genutzt wurden, flihrte stimmig mit meinen Ergebnissen hingegen zu
einer antitumoralen Aktivitat. Passend dazu stellte sich in Kurzzeitmessungen das Verhiltnis von
Granulozyten zu Zielzellen als entscheidende EinflussgréRRe auf die Effektivitat der ADCC dar. Je mehr
Granulozyten pro Zielzelle quervernetzt werden konnen, desto grofRer ist die Abnahme der
Impedanz. Zudem bestatigten die mit der Impedanzmethode ermdéglichten Langzeitmessungen, die
in Echtzeit durchgefiihrt werden konnten, auch das Entkommen der Tumorzellen, indem ein Anstieg
der Impedanz das Wiederanwachsen der nicht abgetoteten Tumorzellen darstellt. Die Stimulation
mit GM-CSF konnte den Anstieg der Impedanz verringern, aber nicht vollstandig unterdriicken. Durch

mikroskopische Aufnahmen der ADCC im Zeitverlauf konnte die friihzeitige Bildung heterotypischer
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Aggregate bestehend aus Granulozyten und Zielzellen visualisiert werden, die jedoch bereits nach
4 Stunden fast vollstandig wieder aufgeldst waren, obwohl noch ausreichend Antikdrper und lebende
Effektorzellen nachgewiesen werden konnten. Die erneute Behandlung der Zielzellen nach 6 Stunden
im Impedanz-Assay und Verlaufsmessungen der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies deuten
auf eine Erschopfung der Granulozyten hin. Fir die fast vollstdndige Unterdrickung des
Wiederanwachsens der Tumorzellen war die Zugabe frischer Granulozyten des gleichen Spenders
ohne erneutes Hinzufligen des Antikorpers ausreichend. Auf die hier beobachtete mogliche
Erschopfung der Granulozyten wird in den Veroffentlichungen zur Trogoptose nicht eingegangen.
Erschopfte Granulozyten von Sepsispatienten zeigen einen Phenotyp mit erhéter Expression
inflammatorischer Adhasionsmolekiile wie ICAM-1, CD11b und CD29, der in vitro durch verlangerte
LPS-Stimmulation hervorgerufen werden kann (Kourtzelis u.a. 2017). Lin et al. stellten einen
Zusammenhang zwischen Erschopfung und der Aktivierung von Kinasen der Scr-Familie tber das
Adapertprotein TICAM2 her und zeigten eine Moglichkeit der Inhibition durch Dasatinib auf (Lin u. a.
2020). Der Tyrosinkinaseinhibitor Dasatinib kdnnte fir zuklnftige Experimente genutzt werden, um
im Impedanzassay die Auswirkungen auf die Langzeit-ADCC zu studieren. In vivo kénnte das Problem
der Erschopfung durch die Rekrutierung frischer Granulozyten gel6st werden. Denn auch im
verwendeten ADCC-Assay setzten die Granulozyten nach der IgA-abhangigen Quervernetzung des
FcaRl LTB4, ein stark chemotaktisch wirkendes Leukotrien, frei (van der Steen u. a. 2009). Somit
unterstlitzen die Daten die Hypothese einer in sich geschlossenen, sich selbst verstarkenden
Rickkopplung durch IgA-Antikorper auf die Rekrutierung von Granulozyten (Heineke und van

Egmond 2017).
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4.2 Screening von adharent wachsenden Kopf-Hals-Tumorzelllinien

Zur Anwendung des zuvor etablierten impedanzbasierten ADCC-Assays wurden sieben Kopf-Hals-
Tumorzelllinien aus unterschiedlichen anatomischen Lokalisationen ausgewahlt. Kopf-Hals-Tumoren
stellen aufgrund ihres Immunzellinfiltrates, ihrer EGFR-Uberexpression und der bereits erteilten
Zulassung von Cetuximab in der Therapie eine fiir die Antikorpertherapie relevante Tumorentitat dar.
Die Impedanz-Echtzeitmessung der Behandlung mit 225-IgA2.0-Antikérper und GM-CSF-stimulierten
Granulozyten ergab ganz unterschiedliche zelllinienspezifische Effekte sowohl im kurzzeitigen
Ansprechen auf die Therapie als auch in der Kinetik der ADCC. Fiinf der getesteten Zelllinien zeigten
eine signifikante Reduktion der Impedanz nach 4 Stunden durch die Behandlung mit spezifischem
Antikorper gegeniber der Isotypenkontrolle, wahrend fir zwei Zelllinien (iber den gesamten
Messzeitraum keine signifikante Impedanzanderung zur Kontrolle detektiert werden konnte. Die
daraus berechnete Differenz des Zellindexes ACI nach 4 Stunden korrelierte positiv mit dem EGFR-
Proteinlevel und der EGFR-Oberflachenexpression der Tumorzellen. Der Zusammenhang der
Effektivitat des ADCC mit der Oberflachenexpression des EGFR wurde bereits durch Derer et al. mit
der Verwendung des Chromfreisetzungstests und stabil transfizierten BHK-21 Zellen nachgewiesen
(Derer u. a. 2012) und konnte in meinem physiologischeren Versuchsansatz bestdtigt werden. Die
mMRNA-Expression des EGFR, die durch posttranskriptionale Modifikation stark von dem tatsachlichen
Proteinlevel abweichen kann (Vogel und Marcotte 2012), zeigte zwar eine &hnliche Tendenz,
korrelierte aber nicht signifikant mit dem kurzzeitigen Ansprechen der untersuchten Zelllinien im

ADCC-Assay.

Fir die Bewertung der Kinetik wurden der Zeitpunkt der halbmaximalen Reduktion der Impedanz
(ECso-Zeit) und der Kurvenverlauf nach der maximalen Reduktion betrachtet. Dabei zeigte sich, dass
aus der ECso-Zeit keine Riickschlisse auf die Effektstdrke und anhaltende Effektivitdt der ADCC
gezogen werden konnten. Fir drei der sieben untersuchten HNSCC-Zelllinien konnte auch nach 24
Stunden kein Wiederauswachsen der Zielzellen gemessen werden, so dass von einer vollstandigen
Lyse der Tumorzellen ausgegangen werden kann. Gleichzeitig konnte bei zwei dieser Zelllinien eine
Sensitivitat gegenliber den GM-CSF stimulierten Granulozyten ohne Antikérperzugabe durch einen
langsamen aber stetigen Abfall des Zellindexwertes beobachtet werden. Diese direkte antitumorale
Funktion von Granulozyten konnte bereits in mehreren Studien belegt werden und beruht zumindest
teilweise auf der Expression von Liganden auf den Granulozyten, die der Tumor-Nekrose-Faktor-
Familie angeh6ren. Zum Beispiel konnen Fas-Ligand und TRAIL mit den entsprechenden Rezeptoren
auf der Tumorzelle quervernetzen und deren apoptotischen Zelltod auslésen. TRAIL beispielsweise
kann durch die Zytokine IFN-a und IFN-y, die von den Tumorzellen freigesetzt werden, stimuliert

werden (zusammengefasst in: (Ustyanovska Avtenyuk u.a. 2020)). Durch die Behandlung mit
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quervernetzendem 225-IgA2.0-Antikérper wurde die antitumorale Wirkung der Granulozyten
gegeniber diesen Zielzellen weiter verbessert. Die Expression der immunmodulatorischen Zytokine
GM-CSF und TNF-a, die unter anderem die FcaRI-Expression steigern konnen, sowie des
Gegenspielers TGF-B1 (Breedveld und van Egmond 2019) korrelierte allerdings bei den untersuchten
Zelllinien weder mit der Effektivitdt der ADCC nach 4 Stunden noch mit der Nachhaltigkeit des
Ansprechens nach 24 Stunden. Fiir die Menge an sezerniertem CXCL8 ergab sich eine Tendenz hin zu
einer negativen Korrelation mit dem ACI nach 4 Stunden, die im Gegensatz zu eigenen Daten aus
Peniskarzinom-Zelllinien steht. In Bernhard et al. konnte der Zusammenhang aus verstarkter CXCL8-
Freisetzung, die zu einer gesteigerten Oberflachenexpression des FcaRl auf Granulozyten fiihrt, und
einer gesteigerten Empfindlichkeit der Peniskarzinom-Zellen gegeniiber IgA-abhangiger zellularer
Zytotoxizitat dargestellt werden. Als mogliche Erklarung fir diese Diskrepanz kdnnte die Infektion der
Peniskarzinom-Zellen mit HPV dienen, da die hier untersuchten HNSCC-Zelllinien HPV-negativ sind.
Das Tumormikromilieu HPV-positiver Peniskarzinome lockt in seiner Zytokinzusammensetzung

Neutrophile an und besitzt das Potential, diese fiir den ADCC zu stimulieren (Bernhard u. a. 2021).

Damit Granulozyten Tumorzellen durch Trogoptose abtdoten kénnen, ist ein sehr enger Kontakt
zwischen den beiden Zelltypen erforderlich (Behrens u. a. 2022). Diese Art des direkten Zell-Zell-
Kontaktes ist zwischen T-Zellen und antigenprasentierenden Zellen extensiv erforscht und wird als
immunologische Synapse bezeichnet (Dustin 2014). Die immunologische Synapse zwischen
Granulozyten und Tumorzellen ist dagegen noch weniger gut charakterisiert, sie ist jedoch fiir das
Abtoten der Zielzelle essentiell. Flr die Ausbildung der Synapse und das Abtéten der Zielzelle ist,
neben der Opsonisierung der Tumorzelle mit spezifischen Antikdrpern, der Mac-1 Komplex (aus
CD11b und CD18) auf den neutrophilen Granulozyten erforderlich (Matlung u. a. 2018; Bouti, Zhao,
u. a. 2021). Als mogliche Erklarung fir das ganz unterschiedliche Ansprechen der in dieser Arbeit
untersuchten Zelllinien im ADCC-Assay wurde die Expression von Mac-1 Liganden (ICAM-1, ICAM-2,
ICAM-4, ICAM-5) untersucht. Die starkste Expression fiir ICAM-1 auf mRNA-Ebene zeigte die Zelllinie
HSC-4, wahrend die Zelllinie HN die starkste mRNA-Expression von ICAM-2, ICAM-4 und ICAM-5
aufwies und zusatzlich am meisten ICAM-1 auf der Zelloberfliche hatte. Damit zeigten die beiden
Zelllinien, die im ADCC-Assay minimales (HSC-4) oder gar kein Ansprechen (HN) auf die Behandlung
hatten, die hochsten Ligandenexpressionen. Im Gegensatz dazu konnte auf den beiden Zelllinien CAL-
33 (moderates Ansprechen) und KYSE-30 (sehr gutes Ansprechen) keiner der untersuchten Liganden
fir Mac-1 nachgewiesen werden. Aus der Expression der ICAM Liganden auf den verwendeten
Tumorzellen lassen sich deshalb keine Riickschliisse auf die Effektivitdt des IgA-abhangigen ADCC
ziehen. Dies konnte zum einen daran liegen, dass in der Literatur bis zu 40 weitere mogliche
Bindungspartner fiir Mac-1 beschrieben sind (Podolnikova u. a. 2015), zum anderen ist flir Mac-1 die

Inside-Out-Aktivierung beschrieben, die unabhangig von der Ligandenbindung ist und fir die Bildung
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der immunologischen Synapse ausreichend sein konnte (Yago u. a. 2018; Bouti, Webbers, u. a. 2021).
Involviert in die Aktivierung von Mac-1 ist die PI3-Kinase, die durch Wortmannin gehemmt werden
kann. Die Inkubation der Granulozyten mit Wortmannin konnte den ADCC verhindern. Neben der
Unterdrickung der Signalweiterleitung durch den FcaRl konnte die fehlende Aktivierung von Mac-1
einen weiteren Wirkmechanismus der Inhibition der PI3K darstellen. Die Ergebnisse der
Ligandenexpression deuten eher auf einen negativen Zusammenhang zwischen der ICAM-1-
Expression und der ADCC-Effektivitat hin und auch in der Literatur ist ein protektiver Mechanismus
von ICAM-1 beschrieben. So konnten Hirz et al. zeigen, dass in Tumorzellen, die Gber ICAM-1 und
CD11b mit neutrophilen Granulozyten interagierten, die Sensitivitdat gegenliber Chemotherapeutika
herabgesetzt war (Hirz u. a. 2017). Inwiefern diese Beobachtungen auf den ADCC durch neutrophile

Granulozyten (ibertragen werden konnten, ist noch unklar.

Des Weiteren wurden die mRNA-Level des Tumormarkers LRIG1 untersucht, dessen Expression bei
Kopf-Hals-Tumoren mit einer glinstigen Prognose verbunden ist (Lindquist u. a. 2014). LRIG1 ist ein
Tumorsuppressor mit einer negativen regulatorischen Funktion auf Rezeptortyrosinkinasen, unter
anderem auch den EGFR (Jeong u. a. 2020; Billing u. a. 2021). Gur et al. konnten zeigen, dass die
Interaktion mit LRIG1 zum lysosomalen Abbau des EGFR fihrt (Gur u. a. 2004), und auch in den
untersuchten Tumorzelllinien ergibt sich ein leichter Trend hin zur negativen Korrelation der LRIG1-
Expression mit der EGFR-Proteinexpression. Die Abwesenheit von LRIG1 kénnte sich positiv auf die
EGFR Level und somit die ADCC-Effektivitat auswirken, so dass Patienten mit schlechter Prognose von

der Therapie mit EGFR-spezifischen IgA-Antikorpern profitieren kénnten.

Die Uberexpression des EGFR sowie viele zirkulierende und infiltrierende Granulozyten kennzeichnen
Kopf-Hals-Tumorpatienten, die mit einer schlechten Prognose assoziiert sind (Dumitru u. a. 2013;
Mascarella u. a. 2018). Die Anwendung des impedanzbasierten ADCC-Assays an sieben Kopf-Hals-
Tumorzelllinien konnte zeigen, dass in Zukunft dieses Patientenkollektiv von der Immuntherapie mit

IgA-Antikorpern profitieren kdnnte.
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4.3 Biochemische Charakterisierung und Funktionalitat des dimeren IgA3.0

Die bisher zugelassenen therapeutischen Antikdrper gehoren dem IgG-Subtyp an. Seit mehreren
Jahren gibt es Bemihungen, auch IgA-Antikorper, die sich als effizienter in der Aktivierung
myeloischer Effektorzellen gezeigt haben (Dechant u.a. 2007; Lohse u.a. 2012), fir die
Tumortherapie zu entwickeln. Probleme hierbei ergaben sich aus der geringen Produktion und
Stabilitat der IgA-Antikorper im Vergleich zum IgG sowie der kurzen Serum-Halbwertszeit und der
starken Glykosylierung, die durch vorgenommene Modifikationen bereits deutlich verbessert werden
konnten (zusammengefasst in: (van Tetering u. a. 2020)). In friiheren Studien zeigte sich in vitro eine
Uberlegenheit der IgA2-Isoform gegeniiber IgA1 und von dimerem IgA gegeniiber monomerem IgA
(Dechant u.a. 2007; Lohse u.a. 2011). Der pharmakokinetisch optimierte monomere IgA2.0-
Antikorper, gerichtet gegen den EGFR, zeigte auch im in vivo Mausmodell eine verbesserte
therapeutische Wirksamkeit gegenliber EGFR-exprimierenden Tumorzellen (Lohse u.a. 2016).
Aufgrund dieser Vorarbeiten wurde in dieser Arbeit das zum IgA2.0 korrespondierende Dimer IgA3.0
produziert und im Vergleich zum Monomer sowie weiteren IgA-Dimervarianten analysiert. Die
biochemische Charakterisierung zeigte, dass der Austausch der Aminosauren von Prolin zu Arginin an
der Position 211, die eine kovalente Verbindung der leichten und schweren Kette im IgA2-Isotyp
ermoglicht, kritisch fiir die Stabilitdit des IgA3.0 und IgA2P221R gegeniber IgA2WT ist. Die
beobachteten Unterschiede in der molekularen Masse der schweren Ketten konnten anhand der
Lektinblots auf die schwache Glykosylierung des optimierten IgA3.0 zuriickgefihrt werden. Durch die
eingefligten Mutationen haben die verdanderten IgA2.0- und IgA3.0-Antikdrper entsprechend dem
IgA1 nur zwei N-Glykosylierungsstellen je schwerer Kette. Passend dazu zeigten die IgA2WT- und
IgA2P221R-Dimere mit vier moglichen N-Glykosylierungsstellen je schwerer Kette eine starkere
Glykosylierung mit den verwendeten Lektinen RCA |, AAL, GSL | und eine hohere molekulare Masse
der schweren Ketten unter reduzierenden Bedingungen in der Gelelektrophorese. Die Ergebnisse zur
terminalen Sialylierung, nachgewiesen mit dem Sambucus Nigra Lektin, ergaben eine schwache
terminale Sialylierung des IgA1-Dimer, das physiologisch im Serum zu tiber 90 % sialyliert vorliegt und
naturgemall starker sialyliert ist als IgA2 (Steffen u.a. 2020; van Tetering u. a. 2020). Die dem
physiologischen Vorkommen widersprichlichen Ergebnisse kénnten durch das verwendete ExpiCHO-
Expressionssystem erklart werden, da die Glykosylierung stark von der zur Produktion verwendeten
Zelllinie abhdngig sein kann (Yoo u.a. 2010). Fir IgA2.0 konnte im Gegensatz zu friheren
Untersuchungen (Lohse u. a. 2016) keine terminale Sialylierung nachgewiesen werden. Dies kdnnte
wiederum an der verwendeten Zelllinie zur Produktion und der unterschiedlichen Nachweismethode
mit Lektinen gegenlber der massenspektrometriebasierten Glykoanalsye liegen. Die

Serumhalbwertszeit in vivo ist abhangig von der Glykosylierung und kann durch die terminale
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Sialylierung verlangert werden. In Zukunft konnte die Zugabe der Sialyltransferase bei der Produktion
der Antikorper, wie in Rouwendal et al. 2015 beschrieben, eventuell die Verweildauer im Serum

steigern (Rouwendal u. a. 2016).

Die Dimerisierung fuhrt zu einer tetravalenten Antigen-Bindungskapazitat, die sich auch beim IgA3.0-
Dimer gegeniliber dem IgA2.0-Monomer in einer verbesserten Fab-vermittelten Bindung an den EGFR
darstellt. Die Antigenbindungsaffinitdt kann durch die Mutation von kritischen Aminosauren in der
konstanten Region der schweren Kette, die sich durch die Gelenkregion hindurch auf die
Bindungsdomaéne Ubertragen kénnen, beeinflusst sein (Su u.a. 2018). Beim Vergleich der Dimere
untereinander haben die eingefligten Mutationen, verglichen zum IgA2WT, keine Auswirkungen auf
die EGFR Bindungseigenschaften. Bei den Fab-vermittelten Funktionen konnten eine Uberlegenheit
des 1gA3.0 gegeniber dem korrespondierenden Monomer IgA2.0 sowie eine verstarkte
Wachstumsinhibition durch die optimierten Dimere gegeniiber den WT-Dimeren beobachtet
werden. Zusammenfassend zeigte der IgA3.0-Antikdrper verbesserte Bindungseigenschaften und

Vorteile in funktionellen Assays in Abhangigkeit von der Antigenbindung.

In der Betrachtung der Fc-vermittelten Effekte ergab sich ein differenzierteres Bild. Die auch hier
vorhandene Uberlegenheit in der Bindung zum FcaRI konnte nicht auf die Effektivitat im ADCC-Assay
Ubertragen werden. Durch die Beobachtung der ADCC im Impedanz-Assay in Echtzeit iber einen
langen Zeitraum konnten zwei unterschiedliche Effekte des Dimers beobachtet werden. Zum einen
kam es initial zu einem signifikant verringerten Ablosen der Zielzellen und dadurch zu einem
verstarkten Wiederauswachsen der Zielzellen, zum anderen konnte ein dimerspezifischer
zytotoxischer Langzeiteffekt beobachtet werden, bei dem eventuell doch die verbesserte Fab-

vermittelte Funktionalitat zum Tragen kommt.

Beim funktionellen Vergleich von IgA2.0 und IgA3.0 an adharent wachsenden HPV- HNSCC-Zelllinien
konnte der 1gA3.0-Antikorper keine signifikante ADCC auslosen. Von entscheidender Bedeutung in
der ADCC ist die quervernetzende Funktion der Antikérper zwischen Antigen auf der Zielzelle und
FcaRl auf der Effektorzelle. Die Bindung des FcaRl an die CH2-CH3-Domane fiihrt zu einer
weitreichenden Konformationsanderung, die die Antigenbindung beeinflussen kann (Posgai u. a.
2018; Ling wu.a. 2022). Im Gegenzug kann auch die Bindung an das Antigen
Konformationsdanderungen in der Fc-Domaéne ausldsen, die wiederum die Bindungsaffinitat zum Fc-
Rezeptor verdndern kénnen (J. Zhao u. a. 2019). Die Publikationen beziehen sich auf monomere IgA-
und IgG-Antikorper, kdnnen aber vermutlich auch auf Dimere (bertragen werden. Durch die
tetravalente Bindung kdonnten Konformationsdnderungen eventuell noch gréoReren Einfluss auf die
Quervernetzung haben als im Monomer und damit die veranderte Funktionalitat des Dimers zum

Monomer erkldren. Die Bindungsanalysen an den EGFR auf den Zielzellen wurden in Suspension und
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nur als einseitige Bindung untersucht und kénnen daher keine Aussage Uber die quervernetzenden
Eigenschaften des Dimers zwischen adhdrent wachsenden Tumorzellen und Effektorzellen liefern.
Zudem erfolgt die Inkubation der Zielzellen mit den Antikdrpern auf Eis, in einem fir alle Zelllinien
einheitlichen Puffer, so dass die analysierte Bindung von der Bindung an adharente Zielzellen im

entsprechend konditionierten Medium abweichen kénnte.

Im Vergleich zu den anderen Dimeren konnte keine Einschrankung des IgA3.0 in der ADCC-
Effektivitat gegenliber den hoch EGFR-exprimierenden Kontrollzelllinien beobachtet werden. Bei den
HPV* HNSCCs zeigte sich der IgA3.0 ahnlich effektiv wie der IgA2.0 und signifikant verbessert
gegenliber den anderen Dimeren. Die verbesserten funktionellen Eigenschaften durch die in den
IgA2.0 eingefligten Mutationen kommen in den untersuchten Zelllinien beim IgA3.0-Dimer erst durch
die HPV-Infektion der Zielzellen zum Tragen. HPV16 kann durch sein Onkoprotein E5 direkten Einfluss
auf die Oberflachenexpression und Aktivierung des EGF-Rezeptors nehmen, indem es unter anderem
die Degradierung des Rezeptors inhibiert (llahi und Bhatti 2020). Die Expression alleine kann aber
nicht die Unterschiede der Dimere untereinander erkldren, da sich auch die Bindung der Dimere an
die HPV-negativen und -positiven Zellen im in Suspension durchgefiihrten Bindungsassay nicht
unterscheidet. Im adharenten Zustand konnte die Organisation der Zellmembran in Lipid Rafts, deren
Zusammensetzung ebenfalls durch HPV veradndert sein kann (Suprynowicz u.a. 2008), die
Zuganglichkeit der Antikorper an den EGFR modulieren. So kénnte der weniger glykosylierte IgA3.0
einen Vorteil in der Ausbildung der immunologischen Synapse zwischen HPV* Zielzellen und

Granulozyten gegenilber den anderen untersuchten Dimeren aufweisen.

Zusammenfassend zeigte sich, dass die am IgA2.0 durchgefiihrten Optimierungen, die zu einer
deutlichen Verbesserung des IgA2.0 Monomers gefiihrt haben, nicht einfach auf die funktionellen
Eigenschaften des daraus aufgebauten Dimers (bertragen werden konnten. Vor allem im Fc-
vermittelten funktionellen ADCC-Assay konnte die Erwartung einer verbesserten Funktionalitat des
Dimers zum korrespondierenden Monomer nicht erflllt werden. Daraufhin wurde eine
Umklonierung der schweren Kette des 1gA3.0 vorgenommen. Das Wiedereinfligen der
Glykosylierungsstelle in der CH2 Region aus dem IgA2WT in den Dimeren IgA3.0 flihrte zu einem in
der ADCC funktionell verbesserten Antikorper (IgA3.1). Die Charakterisierung des IgA3.1-Antikorpers
wurde von Julian Reil} durchgefiihrt und die Ergebnisse in seiner Bachelorarbeit (durchgefiihrt am
Institut flr Virologie) beschrieben. Aus der Veranderung der Glykosylierung in der FcaRlI-
Bindedomane und der daraus gesteigerten Effektivitdt der ADCC lasst sich ableiten, dass fiir die
funktionelle Optimierung der IgA-Dimere vermutlich andere Glykosylierungsstellen als im Monomer

von Bedeutung sind.
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4.4 CD147 beeinflusst die Effektivitat der ADCC in vitro und markiert

Patienten mit HPV* metastasierendem Peniskarzinom in vivo

Im nachsten Schritt wurden der etablierte impedanzbasierte ADCC-Assay, die beiden
Kontrollzelllinien sowie die neun Kopf-Hals-Tumorzelllinien genutzt, um mogliche Einflisse auf die
Effektivitat der IgA-abhangigen ADCC zu untersuchen. Es konnte gezeigt werden, dass l6sliche
Faktoren in den Uberstinden der benutzten Zelllinien die ADCC-Effektivitit modulieren kénnen. Bei
der Analyse von Oberflaichenmolekiilen auf den Granulozyten, die moglicherweise an der Ausbildung
der immunologischen Synapse zwischen den Granulozyten und den Zielzellen beteiligt sind, zeigte
mCD147 ein interessantes Expressionsmuster. Studien zur Synapsenbildung von T-Zellen deuteten
dort auf eine zentrale Rolle von CD147 hin (Staffler u. a. 2003; J. Hu u. a. 2010). CD147 kann mit
Macl und Kindlin3 interagieren, die beide zu den kritischen Komponenten fiir die IgA-abhangige
ADCC gehoéren (Heinzmann u. a. 2020; Delyon u. a. 2015). Als wesentlicher Co-Faktor erleichtert
Macl die Bindung zwischen IgA-Antikdrpern und dem FcaRl sowie die Ausbildung der
immunologischen Synapse (van Spriel u. a. 2001; Van Spriel u. a. 2002). Die Interaktion von CD147
mit Mac1 und Kindlin3 konnte somit auf die IgA-Fc-Rezeptor-Bindung, die durch R1-Integrin/Kindlin3-
vermittelte Zelladhdsion und die Synapsenbildung einwirken (Bouti, Zhao, u.a. 2021). Somit
beeinflusst mCD147 auf den Granulozyten als alternativer Bindungspartner moglicherweise kritische
Faktoren, die fiir eine effiziente ADCC erforderlich sind. Dies ware eine mdgliche Erklarung fir die
negative Korrelation der durch die Tumorzelllinien induzierten mCD147-Expression auf den

Granulozyten mit dem Ansprechen der Tumorzellen bei der ADCC.

In einer groRen Studie konnten Zhang et al. 2022 die Uberexpression von CD147 in 24 von 31
untersuchten Krebsarten gegeniiber dem Normalgewebe nachweisen und den Nutzen von CD147 als
prognostischen Biomarker fiir das Gesamtiiberleben und das krankheitsfreie Uberleben darlegen
(Jingwei Zhang u.a. 2022). Die Studie konnte ebenfalls eine Korrelation zwischen der CD147-
Expression und dem Immunzellinfiltrat von T-Zellen, B-Zellen, Granulozyten und Makrophagen
zeigen. Diese und weitere Studien zur CD147-Expression im Tumorgewebe unterscheiden dabei
allerdings nicht zwischen der membranstindigen oder l6slichen Form. In den in dieser Arbeit
untersuchten Tumorzellen konnte fir mCD147 auf den Tumorzellen selbst keine Korrelation mit der
ADCC-Effektivitait im Impedanz-Assay gezeigt werden. Losliches CD147 hingegen konnte in
Zellkulturiberstianden, die ein Ansprechen auf die IgA3.0-abhangige ADCC zeigten, vermehrt
detektiert werden. Losliches CD147 wird durch die Aktivitat der entsprechenden Proteasen (MMPs
und ADAM) von den Tumorzellen als Fragment von deren Oberfldche abgespalten (Y. Tang u. a. 2004;
Egawa u. a. 2006; Albrechtsen u. a. 2019) und ist assoziiert mit Tumorwachstum, Metastasierung und

Resistenzen gegeniber der Chemotherapie (Xin u. a. 2016; Ju u. a. 2008). Dabei ist sCD147 an der
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Induktion von Fibroblasten in Krebs-assoziierte Fibroblasten beteiligt und fordert die Invasion und
Metastasierung, indem es zur epithelialen-mesenchymalen Transition der Tumorzellen beitragt (Xu
u. a. 2013). Die Zugabe von sCD147 als rekombinant hergestellte Fusionsproteine konnte die IgA3.0-
abhangige ADCC-Effektivitdt in den KYSE-30 Zellen dosisabhangig steigern. Somit erwies sich in Bezug
auf eine hohe Effektivitdt der ADCC im Impedanz-Assay eine schwache Induktion von mCD147 auf
Granulozyten und eine groBe Menge sCD147 im Uberstand der HPV* Zelllinien als pradiktiv. Zudem
kénnte diese Kombination eine mogliche Erklarung fir die verbesserte Wirksamkeit des IgA3.0-
Antikorpers gegeniiber den HPV-positiven HNSCC-Zelllinien darstellen und ein Patientenkollektiv mit

bisher schlechter Prognose in Zukunft fir die IgA-Tumortherapie qualifizieren.

Die beobachtete Akkumulation von CD147 in der Kontaktzone von Effektor- und Zielzellen wahrend
der ADCC lasst auf eine Beteiligung von CD147 bei der Quervernetzung der Zellen schlieRen.
Allerdings konnte in diesem Versuchsansatz nicht zwischen membranstandigem und l6slichem CD147
unterschieden werden. Eine besondere Schwierigkeit bei dem Design von Experimenten fir die
Unterscheidung der Effekte von mCD147 und sCD147 liegt in der kurzen Uberlebensdauer der
aufgereinigten Granulozyten in vitro, die eine genetische Veranderung der Granulozyten erschwert.
Steigendes Interesse an Granulozyten in der Tumortherapie und die kirzlich publizierte
Differenzierung von humanen pluripotenten Stammzellen zu Granulozyten (Chang u. a. 2022) zum
Einsatz als genetisch verdanderte CAR Neutrophile (Chang u. a. 2023) kénnten neue Erkenntnisse und

interessante Moglichkeiten der Forschung mit Granulozyten in Zukunft bieten.

Abschliefend konnte ein Zusammenhang der CD147-Expression in vivo mit der Metastasierung des
HPV* Peniskarzinoms anhand der Farbung von Gewebemikroarrays gezeigt werden (publiziert
in:(Mohr u.a. 2022)). Durch die zunehmende Prédvalenz von Hochrisiko-HPV-Infektionen an
Schleimhautstellen wie Gebarmutterhals, Vulva, Penis, Anus und Mandeln steigen auch die jahrlichen
Inzidenzraten fiir HPV-bedingte Krebserkrankungen, darunter auch das in Europa noch sehr seltene
Peniskarzinom. Die TMAs mit Proben von 74 Patienten mit Peniskarzinom bestdtigen die
Uberexpression von CD147 im Tumorgewebe, vor allem im Tumorzentrum, gegeniiber dem
Normalgewebe, wie es bereits 2010 von Han et al. allerdings mit limitierter Patientenzahl (17
Patienten) publiziert wurde (Han u. a. 2010), und stellen zudem einen Zusammenhang der CD147-
Expression mit dem HPV-Status her. Meine Daten aus der CD147-Farbung der TMA-Schnitte wurden
zusammen mit weiteren Biomarkern sowie den klinischen Daten des verwendeten
Patientenkollektivs fiir die Analyse des Einflusses der Tumormikroumgebung auf das Uberleben der
Peniskarzinompatienten genutzt (Lohse et al. 2024 Manuskript in Vorbereitung ,The impact of the
tumor microenvironment on the survival of penile cancer patients”). Die Berechnung des Kaplan-
Meier-Schatzer ergab, dass sowohl CD147 in Kombination mit CD15 als auch CD147 zusammen mit

dem HPV-Status mit einem verringerten Uberleben der Patienten einherging. Der HPV+CD147+CD15-
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Status stellte sich in der der Analyse der verwendeten Markern als das starkste Profil zur Vorhersage
des metastasenfreien Uberlebens der Peniskarzinompatienten heraus. Somit kénnten vor allem HPV*
Peniskarzinompatienten von der Immuntherapie mit CD147 als Zielmolekiil von Antikérpern (HAb18),
Niedermolekularen Inhibitoren (AC-73) sowie CAR T- und NK-Zellen, die Gegenstand der aktuellen
Forschung ist, profitieren (Huhe u. a. 2019; Fu u. a. 2016; Tseng u. a. 2020).

Um die molekularen Mechanismen von CD147 bei der HPV-induzierten Tumorentstehung zu
entschlisseln, sind weitere Studien, die auch die unterschiedlichen Funktionen von
membranstdandigem und I6slichem CD147 analysieren, erforderlich. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass eine zukiinftige Immuntherapie mit IgA-Antikérpern auch bei Patienten mit hohem
Level an sCD147 erfolgreich sein konnte und damit eine Therapieoption fiir HNSCC- und

Peniskarzinompatienten mit bisher schlechter Prognose darstellen kdnnte.
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