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1. Abstract 
 

 

Neutrophils adapt to the tumor microenviroment (TME) and influence the progression and 

treatment outcomes of head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC). They have the 

capacity to lyse tumor cells via antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC). In this 

work the ability to perform ADCC and the phenotype of neutrophils derived from patients with 

an HNSCC and from healthy donors were investigated. For the first time it was shown that not 

just neutrophils derived from healthy donors, but from HNSCC donors as well are superior to 

perform ADCC with an engineered IgA2 specific for the epidermal growth factor receptor 

(EGFR) in comparison to Panitumumab, a clinically used IgG2. Significant phenotypic 

differences between both groups also were shown. Male patients and those with advanced 

HNSCC might not respond as well to a neutrophil-centered immunotherapy. Only in neutrophils 

derived from healthy, not from HNSCC donors CD177-subset-depending differences in ADCC 

could be seen. The results of this work emphasize the Fc-receptor-dependent functional 

characteristics and the ADCC-competence of neutrophils in the context of innate neutrophil-

subsets. In the context of malignant diseases further investigation is needed to understand, 

how innate neutrophil-subsets influence efficacy of antibody-dependent therapy. This work 

shows the potential of the IgA-FcαRI-axis and the importance of adjusting the immunotherapy 

to the patient profile for improving clinical outcomes for HNSCCs. 
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Neutrophile passen sich an die Tumormikroumgebung (TME) an und beeinflussen Prognose 

sowie Therapieansätze maligner Tumore. Sie besitzen die Fähigkeit, Tumorzellen mittels 

Antikörper-abhängiger, Zell-vermittelter Zytotoxizität (ADCC) zu lysieren. In dieser Arbeit 

wurden Neutrophile von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs 

(HNSCC) und von gesunden Spendern isoliert und in Hinblick auf ihre ADCC-Fähigkeit und 

ihren Phänotyp untersucht. Zum ersten Mal wurde nicht nur seitens gesunder, sondern auch 

seitens der HNSCC-Spender eine Überlegenheit der ADCC mit einem speziell gegen den 

epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) entwickelten IgA2 im Vergleich zu 

Panitumumab, einem klinisch verwendeten IgG2, gezeigt. Auch signifikante phänotypische 

Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen stellten sich heraus. Männliche Patienten und 

solche mit fortgeschrittenem Stadium sprechen möglicherweise weniger gut auf eine 

Neutrophilen-vermittelte Immuntherapie an. Nur bei den gesunden, nicht jedoch bei den 

HNSCC-Spendern ließen sich in Abhängigkeit des CD177-Subsets Unterschiede der ADCC 

aufzeigen. Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen die Fc-Rezeptor-abhängigen, 

funktionellen Eigenschaften und die ADCC-Kompetenz von Neutrophilen im Kontext 

angeborener Neutrophilen-Subtypen. Im Kontext maligner Erkrankungen bedarf es 

weiterführender Untersuchungen, inwieweit angeborene Neutrophilen-Untergruppen einen 

Einfluss auf die Wirksamkeit Antikörper-basierter Immuntherapien haben. Es zeigt sich das 

therapeutische Potenzial der IgA-FcαRI-Achse und die Bedeutung einer Anpassung 

immuntherapeutischer Strategien an das individuelle Patientenprofil zur Verbesserung der 

klinischen Ergebnisse bei. HNSCCs. 
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2. Einleitung 
 

 

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs, auch HNSCC (head and neck squamous cell 

carcinomas) genannt, zählen laut GLOBOCAN zu den sechst-häufigsten Karzinomen weltweit 

und machen ungefähr drei Prozent aller malignen Erkrankungen aus (Starska-Kowarska et. al 

2023). Im Jahr 2018 gab es ca. 890.000 Neuerkrankungen und 450.000 Todesfälle weltweit, 

Tendenz steigend. Dabei handelt es sich um eine heterogene Gruppe an Malignomen, die vom 

Epithel verschiedener Bereiche des Mund-Rachen-Bereiches ausgehen können; dazu 

gehören der Nasopharynx, der Oropharynx samt Zungengrund, Tonsillen und Weichgaumen, 

der Mundboden, die Wangenschleimhaut, Laryngopharynx, sowie der Kehlkopf (Johnson et. 

al 2020).  

Wo genau sich das HNSCC manifestiert und in welchem Alter es diagnostiziert wird, scheint 

mit verschiedenen Risikofaktoren zusammenzuhängen. Die wichtigsten sind hierbei das 

Rauchen, Alkoholkonsum, Infektionen insbesondere mit HPV, EBV und Candida albicans, 

mangelnde Hygiene, Mangelernährung und der Verzehr bestimmter Speisen (siehe Abb. 1).  

Rauchen scheint insbesondere mit HNSCCs in der Mundhöhle, dem Hypopharynx und dem 

Larynx zusammenzuhängen. Alkohol hat hierbei möglicherweise synergistische Effekte 

(Johnson et. al 2020). EBV ist insbesondere für das Nasopharynxkarzinom ein wichtiger 

Risikofaktor (Tsang et al. 2020) und HPV vor allem für das Tonsillenkarzinom (Hennessey et 

al. 2009). Nichtsdestotrotz scheint generell eine Assoziation zwischen den im Oropharynx 

entstehenden HNSCC und HPV zu bestehen, nicht nur für das Tonsillenkarzinom (Johnsons 

et al. 2020). Seit 2017 wird deshalb von der UICC das HPV-positive Oropharynxkarzinom 

sogar als eigene Tumorentität aufgeführt und Betroffene haben bei Erstdiagnose einen 

kleineren Primärtumor sowie eine bessere 5-Jahre-Überlebenschance im Vergleich zu HPV-

negativen HNSCC im Oropharynx (Riders et al. 2022). 

Bei den nicht-Virus-assoziierten Tumorentitäten ist der Median für die Diagnose 66 Jahre, bei 

HPV- bzw. EBV-assoziierten Karzinomen 53 bzw. 50 Jahre (Pulte et al. 2010). Leider ist bei 

mehr als der Hälfte der betroffenen Patienten bei der Diagnose das Karzinom in einem 

fortgeschrittenen UICC-Stadium (Sun et al. 2021) und die 5-Jahres-Überlebensrate liegt bei 

ca. 55 bis 60 Prozent (Reyes-Gibby et al. 2014).  
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Abbildung 1: Übersicht über die wichtigsten Risikofaktoren für das Auftreten von 
HNSCC (Sun et al. 2021) 
 

Zu den gängigen Therapiemöglichkeiten zählt die operative Entfernung des Primärtumors 

samt lokaler Lymphknoten, die Bestrahlung und die Chemotherapie (Johnson et al. 2020).  Ein 

vielversprechender Ansatz ist die Immuntherapie und sogenannte „Moleculcar targeted 

therapies“ (Goel et al. 2022). Denn prinzipiell ist das Immunsystem dazu in der Lage, 

Tumorzellen als solche zu erkennen und verfügt auch über Zellen und Mechanismen, um diese 

aus dem Verkehr zu ziehen. So sind CD8-positive, zytotoxische T-Zellen dazu in der Lage, 

über MHC1 an der Tumorzelloberfläche präsentierte Antigene zu erkennen und daraufhin zu 

lysieren (Waldman et al. 2020). Problem an der Sache ist, dass das TME, das tumor 

microenviroment, widrige Bedingungen für das Immunsystem schafft und sich über 

verschiedene Wege der Wirkung des Immunsystems entzieht. So ist das Tumormilieu geprägt 

von einem sauren pH sowie einer Hypoxie und es kommt zur Bildung schwer durchdringbarer 

Extrazellularmatrix. Außerdem brauchen die Tumorzellen Nährstoffe auf, die die Zellen des 

Immunsystems für eine suffiziente Immunabwehr brauchen (Yu et al. 2022). Schaffen 

Lymphozyten es dennoch, die Tumorzellen des HNSCC zu erreichen, so kann es sein, dass 

sie durch die Aktivierung bestimmter Rezeptoren auf der Lymphozytenoberfläche, wie z.B. PD-

1 oder CTLA-4, gehemmt werden. Hierfür besitzen die Tumorzellen des HNSCC Liganden für 

diese Rezeptoren, z.B. den PD-L1 für PD-1. PD-1 lässt sich nicht nur auf Lymphozyten, 

sondern auch auf NK-Zellen und Monozyten finden, und durch eine Interaktion des Liganden 

mit dem Rezeptor können somit unter anderem die Zytokinproduktion und -freisetzung sowie 
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die Synthese anti-apoptotischer Proteine in Lymphozyten und somit auch die spezifische 

Immunabwehr und die Abwehr des HNSCC inhibiert werden (Wojtukiewicz et al. 2021).  

 
PD-L1 der Tumorzelle kann PD-1 der T-Zelle binden und somit die T-Zelle in ihrer Funktion 
inhibieren. Verhindert man diese Interaktion entweder durch Inhibition von PD-1 oder PD-L1, 
so lässt sich die Inhibition der T-Zelle verhindern und sie kann die Tumorzelle aus dem Verkehr 
ziehen. 
 
Bei ca. 60% der HNSCC lässt sich eine erhöhte Expression an PD-1 im TME finden und es 

liegt dementsprechend nahe, dass HNSCCs sich über diesen Mechanismus dem 

Immunsystem entziehen können (Starska-Kowarska et al. 2023). Diese Tatsache macht man 

sich bei der Erstlinientherapie eines PD-L1-positiven HNSCC-Rezidivs und bei PD-L1-

positiven metastasierten HNSCC zunutze und gibt Pembrolizumab, einen monoklonalen IgG4 

als PD-L-1-Blocker, entweder allein bei hoher Expression an PD-L1 oder in Kombination mit 

Chemotherapie bei geringer Expression (Johnson et al. 2020). Der Einsatz von 

Pembrolizumab entweder allein oder in Kombination mit Chemotherapie konnte bei 

metastasierten HNSCCs im Vergleich zur Chemotherapie kombiniert mit Cetuximab die 

Lebenserwartung um ca. 2 Monate verlängern (Burtness et al. 2019). Derzeit wird in der 

klinischen HNO-Onkologie Pembrolizumab zur Behandlung von rezidivierten oder 

metastasierten HNSCCs als Monotherapie in der Zweitlinienbehandlung und entweder als 

Monotherapie oder kombiniert mit Chemotherapie in der Erstlinienbehandlung eingesetzt 

(basierend auf Daten der KEYNOTE-040-Studie und der KEYNOTE-048-Studie) (Cohen et al. 

Abbildung 2: (Wojtukiewicz et al. 2021): Interaktion von PD-L1 der Tumorzelle mit PD-1 
der T-Zelle sowie daraus folgende Immuntherapien 
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2019; Harrington et al. 2023). In der Zweitlinie kann als Alternative auch der PD-1-Antikörper 

Nivolumab basierend auf den Daten der CHECKMATE141-Studie eingesetzt werden. Darüber 

hinaus ist durch die positiven Daten der KEYNOTE-689-Studie Pembrolizumab kürzlich auch 

zur perioperativen Therapie von Patienten mit lokal-fortgeschrittenem HNSCC zugelassen 

werden. Cetuximab ist ein weiterer monoklonaler Antikörper, ein IgG1, der bei der Behandlung 

von HNSCCs seit 2006 Anwendung findet (Johnson et al. 2020).  Ca. 90 Prozent der HNSCCs 

exprimieren den EGFR auf ihrer Zelloberfläche, und das sehr stark (Kalyankrishna et al. 2006). 

Der EGFR ist einer der wichtigsten Rezeptoren auf Zellen von Säugetieren und seine 

Aktivierung beeinflusst maßgeblich das Wachstum und die Vermehrung von Zellen vermittelt 

durch Dimerisation von EGFR und Autophosphorylierung. Cetuximab verhindert diese 

Dimerisation und Autophosphorylierung und die Signalkaskade wird gestoppt (Krishnamurthy 

et al. 2022). Eine Studie von Bonner et al. aus dem Jahr 2006 konnte zeigen, dass die 

Kombination von Cetuximab mit Bestrahlung der Bestrahlung allein bei lokal fortgeschrittenen 

HNSCC überlegen ist in Hinblick auf die lokale Tumorkontrolle und das Überleben. Aus 

heutiger Sicht ist diese Studie und auch die Wirksamkeit von Cetuximab umstritten; neuere 

Studien konnten diesen Effekt nicht feststellen und der Einsatz von Cetuximab bringt vielen 

Patienten keinen Vorteil, dafür aber gesteigerte Kosten (Saraswhatula et al. 2019). Ein weiterer 

Antikörper, der EGFR bindet und bei Patienten mit metastasiertem HNSCC oder mit Rezidiv 

zusätzlich zur Chemotherapie eingesetzt werden kann, ist Panitumumab, ein IgG2. Dieser 

verlängert nicht das Überleben, hemmt aber die Progression des HNSCC und hat dabei eine 

gute Verträglichkeit (Vermorken et al. 2013). Panitumumab ist wohlgemerkt in der EU nur beim 

kolorektalen Karzinom zugelassen (Musch 2008). 

Der Durchbruch bei der Therapie von HNSCC mit neuen Ansätzen ist bislang ausgeblieben. 

Eine große Hürde ist – wie schon erwähnt – das TME. Dieses enthält neben den eigentlichen 

Tumorzellen Fibroblasten, Lymphozyten, NK-Zellen, Antigen-präsentierende Zellen, 

Makrophagen und auch Neutrophile (Curry et al. 2014). Paradoxerweise können manche 

Zellen des Immunsystems unter bestimmten Bedingungen das Wachstum des Tumors 

unterstützen und gleichzeitig das Immunsystem hemmen. So können Tumor-assoziierte 

Makrophagen als M1-Makrophagen vorliegen, die entzündungsfördernd und tumorhemmend 

sind oder als M2-Makrophagen mit gegenteiligem Effekt (Parisi et al. 2019). Auch bei Tumor-

assoziierten Neutrophilen ist so eine Polarisation mit N1-Neutrophilen mit indirekter oder 

direkter Tumorzytotoxizität und N2-Neutrophilen, die immunsupprimierend wirken und das 

Tumorwachstum sowie die Angiogenese und Metastasierung fördern, möglich (Masucci et al. 

2019). Ein genauer Blick auf all die verschiedenen Komponenten des TME mit ihren Tumor-

fördernden und -hemmenden Eigenschaften würde den Rahmen dieser Arbeit sprengen. Für 

ein besseres Verständnis dieser Arbeit wird im folgenden Kapitel ein genauerer Blick auf 

Neutrophile und ihre Bedeutung für HNSCCs geworfen. 
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2.1 Neutrophile Granulozyten 

 

Wirft man einen Blick in Lehrbücher der Physiologie, so werden die neutrophilen Granulozyten 

dem unspezifischen Immunsystem zugeordnet und sind nach Barrieren wie Haut und 

Schleimhaut die zweite Abwehrfront gegen Mikroorganismen, allem voran Bakterien und Pilze 

(Nathan 2006). Dabei machen sie ca. 40 – 60 Prozent der im Blut befindlichen Leukozyten aus 

(Silbernagl et al. 2023). Im Knochenmark differenzieren multipotente hämatopoetische 

Stammzellen zu myeloischen Vorläuferzellen, aus welchen dann Granulozyten-Monozyten-

Vorläufer entstehen. Unter Einfluss von IL-3 und GM-CSF entstehen Granulozyten-Vorläufer, 

welche dann zu Myeloblasten werden (Silbernagl et al. 2023). Diese reifen dann zu 

Promyelozyten, Myelozyten, Metamyelozyten, Band-Zellen und schließlich Neutrophilen 

heran. So entstehen jeden Tag ca. 1-2 x 1011 Neutrophile bei einem gesunden Erwachsenen, 

wobei G-CSF essenziell ist (Borregaard et al. 2010). Die im Knochenmark befindlichen 

Neutrophilen tragen auf ihrer Oberfläche CXCR4. Erst der Verlust von CXCR4 ermöglicht den 

Shift aus dem Neutrophilen-Pool im Knochenmark rüber ins Blut (Eash et al. 2009). Im 

Blutstrom rollen die Neutrophilen am Gefäßendothel entlang vermittelt über P-, L- und E-

Selektine. L-Selektin wird auch CD62L genannt und ist maßgeblich am Rolling am 

Gefäßendothel in postkapillären Venolen und somit an der Migration in Gewebe beteiligt 

(Rahman et al. 2021). Zhang et al. konnten im Jahr 2015 zeigen, dass Neutrophile mit 

zunehmendem Alter das L-Selektin verlieren, weswegen eine hohe Expression von CD62L für 

ein junges Alter der Neutrophilen spricht. CXCR4 wird auch CD184 genannt und ist ein 

Chemokinrezeptor, welcher mit zunehmendem Alter des Neutrophilen hochreguliert wird 

(Beyrau et al. 2012). Sobald eine Infektion oder eine Entzündung vorliegt und es zur 

Freisetzung von Chemokinen oder PAMPs kommt, kommt es über eine Bindung von ß1- und 

ß2-Integrinen der Neutrophilen an ICAM1 des Endothels zu einem Stillstehen des Neutrophilen 

an der Gefäßwand. Im nächsten Schritt können die Neutrophile entweder zwischen zwei 

Endothelzellen oder durch eine Endothelzelle hindurch das Gefäß verlassen. Eine Interaktion 

zwischen PECAM1 und CD99, welche sich sowohl auf den Neutrophilen als auch auf dem 

Endothel finden lassen, ist hierbei maßgeblich (Mayadas et. al 2014). Ältere 

CXCR4highCD62Llow-Neutrophilen können, wenn eine Entzündung aufkommt, anstatt für den 

Abbau zum Beispiel ins Knochenmark, in den Entzündungsherd einwandern und haben hier 

dann eine höhere Phagozytose-Aktivität als jüngere Neutrophile, was darauf hindeuten lässt, 

dass die volle Funktionstüchtigkeit erst nach einer gewissen Zirkulation im Blut erreicht wird 

(Uhl et al. 2016). 

Im Entzündungsherd angekommen erfolgt eine weitere Aktivierung des Neutrophilen unter 

anderem durch PAMPs und Opsonine, für welche Rezeptoren auf der Neutrophilenoberfläche 

vorhanden sind. Dabei ist anzumerken, dass die Aktivierung nicht durch einen einzelnen 
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Stimulus, sondern viel mehr durch die Summe mehrerer Stimuli erfolgt. Dazu gehört bereits 

die Adhäsion am Endothel, die Transmigration und im weiteren Verlauf das Vorhandensein von 

PAMPs und Opsoninen, aber auch eine Aktivierung durch TNF-Alpha und anderer Chemokine 

(Mayadas et al. 2014). Mindestens zwei Stimuli sind für eine suffiziente Aktivierung von Nöten, 

dabei scheint es keine große Rolle zu spielen, welche zwei miteinander kombiniert werden 

(Mol et al. 2018). Schließlich können die eingedrungenen Mikroorganismen über verschiedene 

Wege von den Neutrophilen aus dem Verkehr gezogen werden; dazu gehört die Phagozytose, 

NETose, Bildung von ROS und Freisetzung von antimikrobiellen Peptiden und Enzymen. Bei 

der Phagozytose wird der Erreger aufgenommen und ist dann von einer Membran umgeben, 

dem Phagosom. In diesem kommt es, vermittelt durch die NADPH-Oxidase und 

Myeloperoxidase zur Entstehung von Superoxidanionen, H2O2 und HOCl, welche den Erreger 

abtöten (Hurst 2019), zudem verfügen Neutrophile über eine Vielzahl an Granula, die mit dem 

Phagosom verschmelzen, sodass der Erreger über oxidative und nicht-oxidative Wege 

abgetötet wird (Othman et al. 2018). Die Granula enthalten neben den bereits genannten noch 

weitere Enzyme, darunter verschiedene Serin-Proteasen wie Elastase, Proteinase-3, Lysozym 

und Lactoferrin als Eisen-bindendes Protein. Es lassen sich verschiedene Granula 

charakterisieren, die sich durch ihren Inhalt unterscheiden (Othman et al. 2018). Ist der Erreger 

zu groß, um phagozytiert zu werden, kann der Inhalt der Granula auch in den Extrazellularraum 

freigegeben werden (Nauseef et al. 2014). Ein weiterer Prozess ist die NETose, bei welcher 

Chromatin des Neutrophilen mit antimikrobiellen Proteinen und Enzymen wie eine Art Netz 

ausgeworfen wird. Getriggert wird dieser Prozess durch Entzündungsmediatoren wie IL8 oder 

TNF, aber auch durch PAMPs; die Bildung von ROS wird als weiterer Stimulus diskutiert 

(Remijsen et al. 2010). Die Erreger werden vom Chromatinnetz gebunden und von den im 

Netz befindlichen antimikrobiellen Proteinen getötet. Doch nicht nur der Erreger, sondern auch 

der Neutrophile ist nach diesem Vorgang tot (Mayadas et al. 2014).  

Neben der Abwehr des Erregers gehört auch die Interaktion mit anderen Zellen des 

Immunsystems zur Aufgabe der Neutrophilen. So rekrutieren sie dendritische Zellen dadurch, 

dass verschiedene Inhalte ihrer Granula, unter anderem Lactoferrin, eine chemotaktische 

Wirkung haben. Die dendritischen Zellen fungieren dann als Antigen-präsentierende Zellen. 

(Yang et al. 2009). Auch die Reifung von NK-Zellen (Jaeger et al. 2012), die Phagozytose und 

Interleukinfreisetzung seitens der Makrophagen (Soehnlein et al. 2009), die Aktivierung und 

das Überleben von B-Zellen (Scapini et al. 2007) und die Differenzierung bestimmter TH-Zellen 

(Abdallah et al. 2011) werden durch Neutrophile beeinflusst. Die Neutrophilen werden nach 

ihrem Wirken von Makrophagen phagozytiert. Die dabei von den Makrophagen 

aufgenommenen antimikrobiellen Proteine werden von dem Makrophagen für die Abwehr von 

Erregern, z.B. Mykobakterien, verwendet (Tan et al. 2008). Makrophagen bilden IL-23, welches 

eine Bildung und Freisetzung von IL17 aus TH17-Zellen stimuliert. Letzteres erhöht wiederum 
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die G-CSF-Freisetzung und der Kreislauf beginnt wieder von vorne. Damit es zu keiner 

überschießenden Granulopoese kommt, hemmt die Neutrophilen-Phagozytose durch die 

Makrophagen die IL-23-Freisetzung und somit die IL-23-IL17-G-CSF-Achse (Stark et al. 

2005). Dadurch wird ein Gleichgewicht zwischen Bildung und Abbau von Neutrophilen 

aufrechterhalten und einer überschießenden Immunreaktion wird entgegengewirkt.  

 

 

Nachdem die Neutrophilen ihren Beitrag zur Erregerabwehr geleistet haben, werden sie von 
Makrophagen phagozytiert. Makrophagen regulieren gemeinsam mit bestimmten T-
Lymphozyten die G-CSF-Freisetzung und Granulopoese. Diese Achse wird wiederum 
gehemmt, wenn Makrophagen Neutrophile phagozytieren und ihre IL23-Freisetzung 
runterfahren. So wird eine Homöostase zwischen Neutrophilen-Abbau und -Neubildung 
aufrechterhalten. 
 
 

 

Neutrophile sind nicht nur als eine der ersten Zellen am Ort der Infektion oder Entzündung und 

direkt an der Erregerabwehr beteiligt, sondern sie beeinflussen auch maßgeblich das 

spezifische Immunsystem.  

So viel zu Neutrophilen für die Abwehr von Erregern. In den letzten Jahrzehnten hat sich 

jedoch abgezeichnet, dass Neutrophile viel mehr können, als Bakterien aus dem Verkehr zu 

ziehen. Sie haben maßgeblich Einfluss auf die Entstehung und den Verlauf verschiedener 

Krankheiten. Und nur von einer Population an Neutrophilen zu sprechen, wird ihnen 

Abbildung 3: Homöostase der Granulopoese im Kontext der IL23-IL17-G-CSF-Achse 



 20 

keineswegs gerecht. Im Folgenden wird ein Blick auf die Bedeutung von Neutrophilen im Alter 

und ihre Bedeutung in der Kopf-Hals-Onkologie geworfen. 

 

 
2.2 Neutrophile im Alter und Krankheit 
 
 

Neutrophile Granulozyten haben eine Halbwertszeit von wenigen Stunden, bevor sie aus 

Blutgefäßen ins Gewebe gelangen (Yang et al. 2019). Im Laufe des Lebens eines Neutrophilen 

scheint sich sein Phänotyp zu ändern sowie die Expression verschiedener Proteine auf seiner 

Oberfläche, darunter CXCR4, das hochreguliert wird auf gealterten Neutrophilen, um so für 

den Abbau im Knochenmark markiert zu werden (Rankin 2010). Auch die Expression von L-

Selektin (auch CD62L genannt) verändert sich und wird mit der Zeit weniger (Tanji-Matsuba et 

al. 1998). Nicht nur das Alter des Neutrophilen, sondern auch das Alter der Menschen scheint 

Einfluss auf den Phänotyp und allem voran auf die Funktionstüchtigkeit der Neutrophilen zu 

nehmen. Im hohen Alter ist die Wahrscheinlichkeit, an einer Infektionskrankheit zu erkranken 

und zu versterben höher (Miller 1996). Und selbst, wenn kein Erreger da ist, befindet sich der 

alte Mensch in einem chronischen Zustand der Entzündung mit erhöhten inflammatorischen 

Zytokinen und Akute-Phase-Proteinen (Ferucci et al. 2005). 

Die Neutrophilenanzahl im Blut sowie das Vorkommen von Vorläufern im Knochenmark ist im 

Alter nicht vermindert, die G-CSF-vermittelte Proliferation möglicherweise nur ein wenig 

(Chatta et al. 1993). Was sich dafür verschlechtert, ist die Chemotaxis; die Neutrophilen lassen 

sich also schlechter anlocken (Van Avondt et al. 2023). Die Migration läuft ebenfalls langsamer 

und verschlechtert ab (Sapey et al. 2017). Diese verschlechtere Chemotaxis und Migration 

könnte in Tierversuchen mit Mäusen als Ursache für verschlechterte Wundheilung bei alten 

Mäusen als Erklärung dienen (Brubaker et al. 2014). Auch die Fähigkeit zur Phagozytose hat 

sich in vitro als vermindert gezeigt (Mege et al. 1988). Zudem mindert sich die 

Überlebensfähigkeit der Neutrophilen beim alten Menschen generell und die Verzögerung der 

Apoptose durch das Vorhandensein von bakteriellen Antigenen wie z.B. Lipopolysaccharide 

oder durch G-CSF nimmt ab (Kirkwood 1996).  

Offenbar ist im Alter nicht nur die Reaktion der Neutrophilen auf Entzündungsreize vermindert, 

sondern auch die für sie typischen Fähigkeiten im Umgang mit Infektionen. 

Das Alter beeinflusst die Neutrophilen, umgekehrt beeinflussen die Neutrophilen das Alter bzw. 

alterstypische Erkrankungen. Wie bereits erwähnt, häufen sich Infekte im hohen Alter und die 

Mortalität steigt. Diese verminderte Fähigkeit, adäquat auf Infekte oder Impfungen im Alter zu 

reagieren, wird Immunoseneszenz genannt (Crooke et al. 2013). Schon bei gesunden alten 

Patienten scheint eine verstärkte Einwanderung von Neutrophilen in die Lunge zu erfolgen und 
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in einer bronchoalveolären Lavage lassen sich eine signifikant größere Anzahl an Neutrophilen 

feststellen ohne gleichzeitige Erhöhung dieser im Blut (Pignatti et al. 2011). 

Bei viralen oder bakteriellen Infekten ist dies ebenfalls der Fall (Menter et al. 2014) und es 

kommt unter anderem zu einer verstärkten Elastase-Freisetzung (Sapey et al. 2014), welche 

zu einer Schädigung von Epithel und Gefäßen in der Lunge führen kann (Domon et al. 2016). 

Zudem konnte in Mausversuchen gezeigt werden, das bei pulmonalen Infekten bei jungen 

Mäusen ein Neutrophilen-Peak erreicht wird, welcher dann abfällt. Dieser Abfall und somit 

auch der Rückgang der Entzündung konnte in älteren Mäusen so nicht festgestellt werden und 

die Entfernung von Neutrophilen aus alten Mäusen im Verlauf konnte tatsächlich die 

Sterblichkeit dieser reduzieren (Kulkarni et al. 2019). Auch die NETose, die eigentlich der 

Erregerabwehr dient, kann hinderlich sein und erhöhte NETose-Marker im Blut stehen in 

Verbindung mit einer höheren 30-Tage-Sterblichkeit bei Pneumonien (Ebrahimi et al. 2018). 

Hier zeigt sich schon die Ambivalenz der Neutrophilen, die zwar Erreger aus dem Verkehr 

ziehen und somit elementar für eine Genesung sind, aber genauso Gewebe schädigen und 

die Prognose bei infektiösen Lungenerkrankungen verschlechtern können.  

Neben akuten Infektionen beeinflussen Neutrophile auch chronisch-entzündliche und 

Autoimmunerkrankungen. So lassen sich bei chronisch-entzündliche Darmerkrankungen und 

Psoriasis Neutrophil-Thrombozyten-Komplexe finden, welche die Adhäsion der Neutrophilen 

ans Endothel und den NETose-Vorgang begünstigen (Herrero-Cervera et al. 2017). Bei 

rheumatoider Arthritis lassen sich Neutrophile als häufigste Zellpopulation in der 

Synovialflüssigkeit feststellen (Fu et al. 2021) und die bei der NETose freiwerdenden 

intrazellulären Antigene haben möglicherweise Einfluss auf die Entstehung von systemischem 

Lupus Erythematodes (Appelgren et al. 2018). Insbesondere sogenannte LDNs, Neutrophile 

mit einer geringeren Dichte, scheinen hier von Bedeutung zu sein (Tay et al. 2020). 

Offenbar sind nicht alle Neutrophile gleich, sondern unterscheiden sich durch ihre Dichte, ihre 

Expression von Proteinen und dadurch auch durch ihren Einfluss auf verschiedene 

Erkrankungen. Im Folgenden soll ein genauerer Blick auf verschiedene Subsets der 

Neutrophilen und ihre Bedeutung für Karzinome, insbesondere HNSCC geworfen werden. 
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2.3 verschiedene Neutrophile Subsets und Proteine und ihre Bedeutung 
in Karzinomen  
 

In den letzten Jahrzehnten haben sich die Neutrophilen zunehmend als heterogene 

Zellpopulation herauskristallisiert und es haben sich viele neue Erkenntnisse über ihre 

Beteiligungen an verschiedenen Erkrankungen ergeben. 

 

 

Links werden die klassischen antibakteriellen Funktionen der Neutrophilen dargestellt. Rechts 
ist ein Überblick über „neue“ Abwehrmechanismen, NETose und Bildung von Mikrovesikeln 
und über die verschiedene Subsets, darunter Tumor-assoziierte, die Angiogenese fördernde 
(PAN), OLFM4-positive und CD177-positve.  
 
 

Es ist auch gezeigt worden, dass nicht nur das Alter für Veränderung des 

Neutrophilenphänotyps sorgt, sondern, dass auch schon bei der Granulopoese verschiedene 

Subsets differenziert werden können, dadurch dass sie verschiedene Proteine auf ihrer 

Oberfläche oder in ihren Granula tragen.  

 
 
 
 
 
 

Abbildung 4 (Bonaventura et al. 2019): Überblick über klassische Funktionen und neue 
Erkenntnisse der Neutrophilen 
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2.3.1 OLFM4-positive Neutrophile 
 

 

Ein Subset ist charakterisiert durch das Vorhandensein von OLFM4, einem Glykoprotein 

innerhalb der Granulae, welches sich nur in ca. 25 Prozent der Neutrophilen finden lässt (Alder 

et al. 2019), obwohl die zugehörige mRNA in allen Myelozyten gefunden werden konnte, was 

naheliegen lässt, dass nach der Transkription Mechanismen greifen, die eine Expression 

verhindern (Clemmensen et al. 2012). Höhere Anteile OLFM4-positiver Zellen stehen im 

Zusammenhang mit einem höheren Risiko für Organversagen und Tod im Rahmen einer 

Sepsis (Alder et al. 2017) und in Mausversuchen konnte gezeigt werden, dass OLFM4 

Cathepsin C, eine Cysteinprotease, die wichtig für die Elimination von Bakterien ist, inhibiert 

und somit OLFM4-positive Neutrophile den negativen bei der Bakterienabwehr unterlegen sind 

(Liu et al. 2012). Offenbar lassen sich schon bei den neu entstandenen Neutrophilen 

Unterschiede beschreiben, die ihre Funktionstüchtigkeit beeinflussen. OLFM4 hat vor allem 

Einfluss auf die Erregerabwehr. Es ist auch ein anderes Subset bekannt, von dem bereits 

Einflüsse auf den Verlauf von infektiösen und malignen Entartungen bekannt sind, und zwar 

das CD177-Subset. 

 
 
2.3.2 CD177- positive Neutrophile und das Killing von Tumorzellen  
 
 

Ein weiteres Subset wird durch das Vorhandensein von CD177 charakterisiert.  CD177 ist ein 

Glykoprotein, welches mittels GPI an der Außenseite des Neutrophilen verankert ist (Bai et al. 

2017). Erstmals wurde es 1971 von Lalezari et al. beschrieben im Rahmen von Neutropenien 

bei Neugeborenen bedingt durch eine Bildung von Antikörpern durch die Mutter gegen CD177-

positive Zellen des Kindes. Diese Immunreaktion kann dadurch erklärt werden, dass ein 

kleiner Anteil der Menschen keinerlei CD177-positive Neutrophile besitzt. Bei den anderen 

lassen sich zwei Populationen charakterisieren: CD177-positive und CD177-negative 

Neutrophile. Der Anteil der positiven schwankt hierbei von Person zu Person und liegt bei ca. 

20 – 80 Prozent (Matsuo et al. 2000). Manche Spender haben auch keine positive Population. 

Der Anteil dieser beträgt ca. 6% (Eulenberg-Gustavus et al. 2017). Die Spannweite ist offenbar 

sehr weit und die Verteilung bleibt über das gesamte Leben hinweg gleich (Dahlstrand Rudin 

et al. 2021). Was sich jedoch ändern kann, ist die Expression des CD177 auf CD177-positiven 

Neutrophilen. Eine erhöhte Expression im Vergleich zu gesunden Probanden konnte bei 

Patienten mit schweren bakteriellen Infektionen, bei an Polycythemia vera erkrankten 

Patienten (Göhring et al. 2004), sowie bei Schwangeren gezeigt werden (Caruccio et al. 2003). 

CD177 ist nicht nur über einen GPI-Anker gebunden, sondern ist auch selbst ein Anker für 
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Proteinase 3, eine Serinprotease (Bauer et al. 2007), gegen welche im Rahmen von ANCA-

assoziierten Vaskulitiden Antikörper gebildet werden. Diese Anti-PR3 können die CD177-

positiven Neutrophilen aktivieren und eine Degranulation und Bildung von ROS bewirken 

(Jerke et al. 2011). Ein weiterer Proteinkomplex, der mit CD177 assoziiert ist, ist der MAC-1-

Komplex bestehend aus CD11b und CD18. Wird dieser blockiert, kann keine Aktivierung durch 

Anti-PR3 erfolgen, was darauf schließen lässt, dass MAC-1 an diesem Prozess beteiligt ist 

(Jerke et al. 2011). 

CD177 ist zudem dazu in der Lage, PECAM-1 auf der Oberfläche von Endothelzellen zu 

binden. In vitro konnte die PECAM-1-vermittelte Migration von CD177-pos. Neutrophilen durch 

eine Blockade von PECAM-1 vermindert werden (Bai et al. 2017). In vivo konnte jedoch kein 

Vorteil der CD177-positiven Neutrophilen bei der Migration in die Synovia oder das Peritoneum 

gezeigt werden (Bai et al. 2017).  

Das CD177-Subset scheint Einfluss zu nehmen auf die Prognose von infektiösen 

Erkrankungen aber auch auf Karzinomerkrankungen. Bei Covid-Erkrankungen konnten hohe 

CD177-Spiegel im Serum als Ausdruck einer Neutrophilen-Aktivierung mit einem schwereren 

Verlauf und schlechterer Prognose in Verbindung gebracht werden (Levy et al. 2021). Bei 

Karzinomen hingegen scheint CD177 förderlich zu sein. 

Im Vorfeld wurde bereits das TME thematisiert, welches unter anderem aus Tumor-

assoziierten Fibroblasten besteht. Diese tragen auf ihrer Oberfläche den PDPN, einen 

Rezeptor, dessen Aktivierung zu einer Proliferation der Fibroblasten führt und das 

Tumorwachstum fördert. Das Vorhandensein von PDPN im TME erschwert möglicherweise 

durch eine verstärkte Kontraktilität von Aktinfasern das Einwandern von Lymphozyten und 

somit auch die Bekämpfung des Tumors. CD177 scheint ein funktioneller Antagonist gegen 

das PDPN zu sein und könnte auf die Fibroblasten-Proliferation und Ausbildung des TMEs 

Einfluss haben. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass eine hohe PDPN-Expression im 

Zusammenhang mit einer schlechteren Prognose steht. Die CD177-PDPN-Interaktion könnte 

also als Ansatz für neue Therapien dienen (Astarita et al. 2021). Ein positiver Einfluss des 

Subsets konnte schon beim Mamma-Karzinom gezeigt werden; CD177 steht in Verbindung 

mit einer besseren Prognose, geringerem Rezidivrisiko und seltenerer Metastasierung. Dabei 

hemmt das CD177-Subset die Transkription von Beta-Catenin, welches selbst Einfluss auf die 

Proliferation von Epithelzellen nimmt (Kluz et al. 2020). Das Fehlen von CD177 in Magen- 

Kolon-, und Cervixkarzinomen steht im Zusammenhang mit einer schlechteren Prognose 

(Dalerba et al. 2011; Toyoda et al. 2013; Liao et al. 2023). Kaneko et al. konnten im Jahr 2022 

zeigen, dass sich bei HPV-positiven HNSCC das TME der Rezidive von dem der 

Primärtumoren unterscheidet. Im TME der Rezidive konnten mehr Tumor-assoziierte 

Fibroblasten, Extrazellularmatrix sowie Neutrophile gefunden werden. Gleichzeitig konnten in 



 25 

den Rezidiven mehr CD177-positive Neutrophile gefunden werden. Was genau dies bedeutet, 

ist noch nicht abschließend geklärt, genauso wenig wie Bedeutung des Subsets.  

Was jedoch bereits geklärt ist, ist die Tatsache, dass Neutrophile dazu in der Lage sind, unter 

anderem Antikörper-vermittelt, Tumorzellen zu töten. Dies kann über verschiedene Wege 

geschehen: Über die Aktivierung von Todesrezeptoren, Phagozytose, Trogozytose und 

Freisetzung von zytotoxischen Proteinen und ROS. 

 

 

 

Auf der Oberfläche von Neutrophilen finden sich FAS-Liganden sowie TNF-assoziierte, 

Apoptose-induzierende Liganden, auch TRAIL genannt, welche FAS-Rezeptoren, bzw. TRAIL-

Rezeptoren auf der Tumorzelloberfläche aktivieren, was zur Apoptose der Tumorzelle führt. 

Die TRAIL-Expression wird dabei durch IFNy erhöht (Sun et al. 2018; Kamohara et al. 2004). 

Dieser Prozess ist nicht auf Antikörper angewiesen. Die anderen drei Mechanismen, also die 

Phagozytose, Trogozytose und Freisetzung von zytotoxischen Proteinen und ROS (auch 

ADCC genannt) hingegen schon.  

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 5: Antikörper-abhängige Zell-vermittelte Zytotoxizität führt zur Lyse der 
Tumorzelle 
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Nach Ausbildung einer Antikörper-vermittelten immunologischen Synapse kann der 
Neutrophile die Tumorzelle über drei verschiedene Wege aus dem Verkehr ziehen: ADCC, 
ADCP oder Trogozytose. Der Antikörper ist entweder ein IgA oder ein IgG, der dann an CD89 
bzw. CD64, CD32a oder CD16a bindet. Die Bindung vom FC-Teil des IgG an CD32b oder 
CD16b hat eine hemmende Wirkung. (TZ=Tumorzelle; TZA = Tumorzellantigen; 
Ig=Immunglobulin) 
 
 

Bei der ADCC kommt es zur Bildung von ROS und zur Freisetzung verschiedener Enzyme, 

darunter Elastase, Cathepsine, Lactoferrin und andere, wodurch dann die Tumorzelle 

eliminiert wird. Bei der Phagozytose kommt es zur Internalisierung der Tumorzelle und 

Verschmelzung des Phagosoms mit Granula und bei der Trogozytose zu einer Schädigung 

der Zellmembran der Tumorzelle (Ustyanovska Avtenyuk et al. 2020).  

Die Maschinerie, die eingangs im Rahmen der unspezifischen Abwehr von bakteriellen 

Erregern erwähnt wurde, ist offenbar auch für den direkten Untergang von Tumorzellen von 

Bedeutung. Damit diese Prozesse suffizient stattfinden können, benötigt es einen Antikörper, 

welcher die Tumorzelle opsoniert. Gleichzeitig bindet der Neutrophile den Fc-Teil des 

Antikörpers, was im Inneren des Neutrophilen ITAM-Domains aktiviert und Signalkaskaden 

auslöst, um eben erwähnte Prozesse ingangzusetzen (siehe Abb. 6) (Ustyanovska Avtenyuk 

et al. 2020). Diese Interaktion zwischen einer Immun- und einer Zielzelle wird auch 

immunologische Synapse genannt. Häufig findet dieser Begriff Anwendung, um die Interaktion 

zwischen T-Lymphozyt und Zielzelle zu beschreiben (Alarcón et al. 2011).  Die Bildung der 

immunologischen Synapse und somit auch die ADCC kann IgA- und IgG-vermittelt erfolgen, 

wobei IgA überlegen ist (Brandsma et al. 2019). Ein verstärktes Killing von IgA im Vergleich zu 

IgG im Rahmen der ADCC in vivo konnte bereits bei EGFR-exprimierenden Tumoren 

TZ 

N 

Ig 

TZA 

Abbildung 6 (modifiziert nach Ustyanovska Avtenyuk et al. 2020): Immunologische 
Synapse und Tötung der Tumorzelle 
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festgestellt werden (Boross et al. 2013). Mit der EGFR-Bindungsfähigkeit hat dies jedoch 

nichts zu tun, denn bei dieser sind IgA und IgG gleichwertig (Dechant et al. 2007). 

Wodurch sich die beiden Antikörperklassen unterscheiden, ist die Bindungsstelle am 

Neutrophilen. IgA bindet an CD89, auch FcαRI genannt (Morton et al. 2001), wohingegen IgG 

insbesondere an CD32a bindet. Letzteres ist im Vergleich zu CD89 doppelt so stark an der 

Neutrophilenoberfläche exprimiert (Brandsma et al. 2019). Das widerspricht dem besseren 

IgA-Killing. Für das IgA spricht jedoch eine höhere Affinität zu CD89 als beim IgG zu CD32a 

(Mazengera et al. 1990; Bruhns et al. 2009) und eine andere Stöchiometrie. Ein IgG bindet an 

einen FC-Rezeptor. Diess Verhältnis zwischen Antikörper und FC-Rezeptor ist bei IgA ein 

anderes. Hier binden zwei Antikörper an einen FC-Rezeptor (Herr et al. 2003). Aus dem 

anderen Bindungsverhältnis folgt auch ein stärkeres intrazelluläres Signaling, dadurch, dass 

IgA-vermittelt vier ITAM-Domains aktiviert werden, IgG-vermittelt hingegen nur eine (siehe 

Abb. 7). Die Bindung des IgAs an FcαRI führt zusätzlich zu einer Freisetzung von Leukotrien 

B4 (LTB4) seitens der Neutrophilen, was wiederrum weitere Neutrophile anlockt und die 

Migration dieser verstärkt (Van der Steen et al. 2009; Valcenko et al. 2024). 

 

 

1) IgA bindet im 2:1-Verhältnis an CD89, IgG im 1:1-Verhältnis an CD32a. Im Neutrophilen     
    werden IgA-vermittelt vier ITAM-Domains aktiviert, bei IgG nur eine.  
2) An der Neutrophilenoberfläche sind Proteine, die das IgG-vermittelte Signaling hemmen.  
    Diese gibt es beim IgA-vermittelten Weg nicht. 
 
 

Für den IgG-vermittelten Weg ist zudem CD16b als inhibitorisches Protein an der 

Neutrophilenoberfläche bekannt. In vitro konnte gezeigt werden, dass ein Blockieren von 

CD16b für eine verbesserte IgG-vermittelte ADCC gesorgt hat (Treffers et al. 2018).  

Auch innerhalb der Ig-Klassen gibt es Unterschiede. IgA1 hat eine neunmal höhere 

Konzentration als IgA2 im Serum (Ustyanovska Avtenyuk et al. 2020), dafür hat IgA2 eine 

höhere Affinität zu CD89 (Steffen et al. 2020) und passend dazu konnte gezeigt werden, dass 

Abbildung 7: Ig-Signaling am Neutrophilen, IgA und IgG im Vergleich (aus Ustyanovska 
Avtenyuk et al. 2020) 
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IgA2 besser dazu in der Lage ist, Neutrophile zu aktivieren (Dechant et al. 2007). Weitere 

Unterschiede innerhalb der Ig-Klassen können der Literatur entnommen werden. Ein 

wesentlicher Unterschied zwischen IgA und IgG ist die Halbwertszeit im Serum. Diese ist beim 

IgA signifikant niedriger (Morell et al. 1973).  

Zusammengefasst: IgA ist dem IgG bei der Aktivierung der Neutrophilen und somit auch beim 

Herbeiführen einer ADCC überlegen, hat aber eine geringere Halbwertszeit. 

 

Für die Ausbildung der immunologischen Synapse scheint der bereits erwähnte MAC-1-

Komplex von Nöten zu sein. Fehlt MAC-1 oder wird es blockiert, so ist die Zytotoxizität der 

Neutrophilen gegen Tumorzellen herabgesetzt (Spriel et al. 2001). Eine Verbindung zwischen 

MAC-1 und CD177 scheint wie bereits erwähnt auch zu bestehen. So besteht zwischen diesen 

eine räumliche Assoziation und ein Signaling, wobei noch nicht abschließend geklärt ist, wie 

genau dieses abläuft. Erwähnenswert ist hierbei, dass CD177 kein Transmembranprotein ist, 

selbst nur an der Neutrophilenoberfläche vorhanden ist und somit keine direkte Verbindung 

ins Innere der Neutrophilen hat. Außerdem ist nicht zu vergessen, dass CD177 ein Anker für 

Proteinase-3 ist (Jerke et al. 2011). In dieser Interaktion zwischen dem FC-Rezeptor und dem 

MAC-1-Komplex und in der Interaktion zwischen dem MAC-1-Komplex und CD177 stecken 

möglicherweise Erklärungsansätze dafür, dass CD177 bei Karzinomen mit einer besseren 

Prognose in Verbindung steht.  

 

2.3.3 CD147 
 

Ein weiteres Protein, das Einfluss auf Karzinome nimmt und sich unter anderem auf der 

Neutrophilenoberfläche finden lässt, ist CD147. Es wird auch Extracellular Matrix 

MetalloPRoteinase INducer (EMMPRIN) genannt, weil es unter anderem Matrix-Metallo-

Proteasen stimuliert (Biswas et a. 1995).  Es konnte gezeigt werden, dass CD147 Einfluss auf 

das TME hat. Die Aktivierung von MMPs scheint hierbei bedeutend für die Zerstörung von 

Extrazellularmatrix und somit für die Tumorzellinvasion und Metastasierung zu sein (Landras 

et al. 2019). So konnten Liu et al. im Jahr 2013 zeigen, dass sowohl die Expression von CD147 

als auch von MMP9 mit der Prognose von Brustkrebs in Verbindung gesetzt werden konnten. 

Neben der Expression von MMPs beeinflusst CD147 auch die Expression von VEGF in TMEs, 

was die Angiogenese fördert (Tang et al. 2005).  

Für Tumorzellen ist die Glukoseaufnahme und die Glykolyse von großer Bedeutung, was in 

PET-Scans ersichtlich wird, in welchen diese besonders viel Glucose aufnehmen (Hanahan et 

al. 2011). Bei der anaeroben Glykolyse fällt Lactat an, welches dann von Laktat-Transportern, 

sogenannten MCTs, aus der Zelle in den Extrazellularraum transportiert wird. CD147 

beeinflusst die Faltstruktur bestimmter MCTs, vor allem MCT1 und MCT4 (Kirk et al. 2000), 

und beeinflusst somit den Abtransport von Laktat, das bei der anaeroben Glykolyse anfällt (Le 



 29 

Floch et al. 2011), was von Bedeutung für das Tumorwachstum und für die Entstehung eines 

sauren Milieus im TME ist (Walters et al. 2013).  

Dieses für das TME bedeutsame CD147 lässt sich auf der Oberfläche von Neutrophilen finden 

(Wang et al. 2011), kann aber auch in seiner löslichen Form von Zellen sezerniert werden. 

Auch die lösliche Form von CD147 scheint den Verlauf von Krebserkrankungen negativ 

beeinflussen zu können und ist möglicherweise ein prognostischer Marker bei Brust- und 

Leberkarzinomen (Kuang et al. 2018; Lee et al. 2016). 

 

2.3.4 Don´t eat me und SIRPα 
 
Tumorzellen können wie bereits erwähnt von Neutrophilen aus dem Verkehr gezogen werden, 

sind aber auch dazu in der Lage, sich dem Immunsystem zu entziehen. Hierfür exprimieren 

sie unter anderem CD47 (nicht zu verwechseln mit CD147/EMMPRIN). Dieses lässt sich 

sowohl in gesundem Gewebe als auch in Tumorgewebe finden, in letzterem mit einer 

verstärkten Expression (Majeti et al. 2009). Der Interaktionspartner ist das SIRPα, auch 

CD172a genannt. Dieses lässt sich unter anderem auf Makrophagen und Neutrophilen finden 

(Logtenberg et al. 2020).  

 
 
 

Bindet CD47 der Tumorzelle an das SIRP-Alpha der 
Makrophage/des Neutrophilen, so wird eine Abwehr der 
Tumorzelle durch die Immunzelle verhindert. 
 

 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Tumorzelle 

Makrophage / 
Neutrophiler Abbildung 8: “Don´t eat me”-Interaktion zwischen 

einer Immun- und Tumorzelle (modifiziert nach Khalaji 
et al. 2023) 
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Durch die CD47-SIRPα-Achse (Abb. 7) wird verhindert, dass zuvor bereits erklärte 

Abwehrmechanismen des Neutrophilen zum Greifen kommen, sodass die Tumorzelle nicht 

aus dem Verkehr gezogen wird. Tumorzellen sind unter Umständen also dazu in der Lage, 

Immunzellen „auszuschalten“. Dies könnte als Ansatzpunkt für neue Therapien dienen mit 

Medikamenten, die als Checkpoint-Inhibitoren diese Interaktion verhindern. Hierbei gibt es 

sogar Anhaltspunkte dafür, dass eine Blockade dieser Interaktion sogar positive Einflüsse auf 

T-Zell-vermitteltes Tumor-Killing hat (Matlung et al. 2017). Offenbar wird die Funktion der 

Neutrophilen maßgeblich durch den Kontakt mit Tumorzellen, aber auch mit dem TME 

beeinflusst. 

 

2.3.5 Neutrophile im TME  
 
Wie bereits erwähnt, können Neutrophile als N1-Neutrophile mit Tumor-hemmender oder als 

N2-Neutrophile mit immunsuppressiver und Tumor-fördernder Wirkung vorliegen. Doch bevor 

es zu dieser Polarisation kommen kann, müssen die Neutrophilen das TME erstmal erreichen. 

Hierfür sind fast alle Tumorarten dazu in der Lage, chemotaktisch wirksame Chemokine zu 

bilden, darunter zum Beispiel IL-8 (Schaider et al. 2003), welches in vitro auch als wichtiger 

Faktor für das Tumorwachstum und die Angiogenese ausfindig gemacht werden konnte (De 

Larco et al. 2004).  

Beim HNSCC konnte diese Tumorinfiltration mit dem Tumorstadium korreliert werden. 

Tumoren mit T4 haben eine mittlere bis hohe Infiltration mit Neutrophilen, wohingegen in 

kleineren Tumoren eine geringere Infiltration erfolgt. Das Ausmaß der Infiltration konnte mit 

schlechterer Prognose in Verbindung gesetzt werden, und stellt somit einen negativen 

prognostischen Marker dar. In vitro konnte zudem gezeigt werden, dass die Neutrophilen, die 

Kontakt zum HNSCC hatten, stärker und vergleichsweise unkoordiniert migrieren, in 

Gegenwart des HNSCCs eine längere Überlebensdauer haben und verstärkt Lactoferrin und 

MMP9 freisetzen (Trellakis et al. 2011). Für bakterielle Entzündungen förderliche, ältere 

CXCR4highCD62Llow-Neutrophile fördern die Tumorausbreitung und die Metastasierung 

insbesondere durch verstärkte NETose, aber auch durch die Freisetzung von ROS und 

Metalloproteasen (insbesondere MMP9). Metastasen von Brustkrebs und vom Melanom in die 

Leber werden durch gealterte Neutrophile und insbesondere durch die NETose dieser 

begünstigt (Peng et al. 2021). 

Neutrophilen-Proteasen sind bedeutsam für das TME durch Veränderung der 

Extrazellularmatrix für die Tumormigration, Angiogenese und Metastasierung. Auf der 

Neutrophilenoberfläche lässt sich ADAM8 finden (Gomez-Gaviro et al. 2007). Auch auf 

HNSCC wird ADAM8 exprimiert, wobei höhere Expressionen mit einer schlechteren Prognose 

korreliert werden konnten (Zielinski et al. 2012). Bei ADAM10 konnte ebenfalls gezeigt werden, 

dass es zumindest auf OSCC verstärkt exprimiert wird (Jones et al. 2013). ADAM10 wird 
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zudem auf Endothel exprimiert, wo es durch die Spaltung von ICAM-1 die transendotheliale 

Migration von Neutrophilen beeinflusst (Morsing et al. 2021). In der Literatur finden sich somit 

zunehmend Hinweise für eine kritische Beteiligung der ADAM-Proteasen am 

Migrationsverhalten neutrophiler Granulozyten ins TME. 

Welche Polarisation der Neutrophilen dann erfolgt, scheint dann von den Zytokinen 

abzuhängen, die auf die Neutrophilen einwirken. TGF-Beta und INF-Beta haben hierbei 

gegenteilige Wirkungen (siehe Abb. 9).  

Vermittelt durch IFN-Beta werden die Neutrophilen zu N1 polarisiert. Diese sind dann dazu in 

der Lage, wie bereits erwähnt, über direkte Wege die Tumorzellen zu töten (Yan et al. 2014) 

und beeinflussen zudem andere Bestandteile des Immunsystems, darunter NK-Zellen, 

dendritische Zellen, Makrophagen sowie B- und T-Zellen (Mantovani et al. 2011). Singhal et 

al. konnten 2017 zeigen, dass in nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen Neutrophile im TME 

unter dem Einfluss von IFN-y und GM-CSF zu Hybridzellen reifen können, welche zusätzlich 

Antigene präsentieren und somit Lymphozyten aktivieren können. Der Anteil dieser 

Hybridzellen an der Neutrophilenpopulation schien in größeren Tumoren kleiner zu sein, was 

zum Verdacht führte, dass eine Hypoxie hemmende Effekte auf die Entwicklung der 

Hybridzellen haben könnte. In vitro konnte tatsächlich gezeigt werden, dass sich unter 

Sauerstoffmangel weniger Neutrophile zu solchen Hybridzellen entwickeln. Auch konnte 

gezeigt werden, dass bei sehr hohen Konzentrationen an IFN-y (> 1ng/ml) die Neutrophilen 

PD-L1 exprimieren und dadurch eine T-Zell-hemmende Wirkung bekamen.  

Bei kleinen Tumoren und dem Einfluss bestimmter Chemokine in moderaten Konzentrationen 

wird zumindest in vitro die Entstehung eines Tumorzell-abwehrenden Phänotyps gefördert, bei 

großen Tumoren mit daraus folgender Hypoxie und hohen Konzentrationen bestimmter 

Chemokine supprimieren die Neutrophilen eher das Immunsystem. Dies lässt verlauten, dass 

mit zunehmendem Tumorstadium möglicherweise ein Wechsel der Neutrophilenfunktion 

erfolgt.  

Die Hemmung von Lymphozyten erfolgt nicht nur über die PD-1/PD-L1-Achse, sondern auch 

dadurch, dass N2 Arginase 1 freisetzen können, welches die Lymphozytenproliferation hemmt 

(Masucci et al. 2019).  

Neben der Arginase 1 konnte auch dem Protein LOX1 eine immunsupprimierende Wirkung 

nachgewiesen werden. Dieses lässt sich bei gesunden Spendern auf den Neutrophilen kaum 

nachweisen, bei Krebspatienten hingegen schon, und das insbesondere auf den Neutrophilen 

im Tumorgewebe (bis zu 50% aller Neutrophilen) (Condamine et al. 2016), was ebenfalls daran 

denken lässt, dass erst durch den Kontakt mit dem Tumor die Neutrophilen ihren Phänotyp 

ändern und immunsupprimierende Fähigkeiten erlangen.  
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INF-Beta fördert die N1-Entstehung und hemmt die N2-Entstehung. Für TGF-Beta verhält es 
sich umgekehrt. 
 

Neben einer immunsupprimierenden Wirkung können N2 auch Einfluss auf das 

Tumorwachstum, Angiogenese und Metastasierung nehmen. So konnte festgestellt werden, 

dass das Wachstum des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms durch eine direkte Interaktion 

der Tumorzellen mit Neutrophilen vorangetrieben wird (Hattar et al. 2014). Die Freisetzung von 

Matrix-Metalloproteasen, insbesondere MMP9, durch die Neutrophilen in die 

Extrazellularmatrix des TME ist ein Stimulus für die Angiogenese (Ardi et al. 2007). Das Fehlen 

der Neutrophilen und somit auch des MMP9 führt in Mausmodellen zu einer verminderten 

Aktivierung des VEGF-Rezeptors durch VEGF, was die Bedeutung von Neutrophilen für die 

Angiogenese unterstreicht (Nozawa et al. 2006). Durch die Zerstörung der Extrazellularmatrix 

fördern die Neutrophilen zudem die Gewebsinvasion der Tumorzellen und somit auch die 

Metastasierung dieser (Liang et al. 2016).  

Neutrophile können also das Tumorwachstum direkt inhibieren und das Immunsystem bei der 

Tumorabwehr unterstützen, aber auch das Tumorwachstum fördern und das Immunsystem 

supprimieren. Diese Ambivalenz und daraus folgende Therapieansätze könnten ein Schlüssel 

für die Immuntherapie bei Karzinomen und insbesondere HNSCCs sein.  

 
 
 
 

Abbildung 9: Einfluss der Zytokine INF-Beta und TGF-Beta auf die Polarisation von 
Neutrophilen (aus Masucci et al. 2019) 
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2.4 Zielsetzung der Arbeit 
 
 

Ziel der Arbeit war ein besseres Verständnis von Neutrophilen im Kontext von HNSCCs und 

der Bedeutung der Neutrophilen für die Therapie dieser. Hierfür wurde Blut von HNSCC-

Spendern entnommen und die peripheren Neutrophilen ohne Zeitverzögerung direkt aus dem 

Blut isoliert. Als Isolationsmethode wurde die MACS-Methode verwendet, welche ermöglichte, 

dass möglichst alle im Blut vorhandenen Neutrophilen isoliert wurden, unabhängig von unter 

anderem der Dichte und somit kein Isolations- und Aufreinigungs-bedingter Subset-Bias 

entstand und die Funktion der Neutrophilen möglichst unbeeinflusst blieb.  

Der Fokus der Arbeit lag dabei darauf, erstmalig die ADCC-Fähigkeit dieser möglichst durch 

die Isolation und Aufreinigung unbeeinflussten Neutrophilen von HNSCC-Spendern zu 

untersuchen, nicht nur mit dem bereits klinisch erprobten IgG Panitumumab, sondern auch mit 

einem neu entwickeltem IgA2.0. Zudem sollte ein Augenmerk auf potenzielle Änderungen der 

Expression bestimmter Proteine an der Neutrophilenoberfläche geworfen werden.  

In Hinblick auf den Phänotyp der Neutrophilen sollte eine differenzierte Betrachtung der 

CD177-positiven und -negativen Neutrophilen erfolgen, sowohl bei kranken als auch bei 

gesunden Spendern. 

 

 

 

 

 

Folgende Fragestellungen wurden in dieser Arbeit beleuchtet: 

 

1. Unterscheidet sich die Fähigkeit der Neutrophilen von HNSCC-Spendern und gesunden 

Spendern ADCC zu vermitteln? Welche Patienten-Charakteristika und Krankheitsstadien 

beeinflussen dies?  

 

2. Lässt sich die bei neutrophilen Granulozyten gesunder Spender nachgewiesene 

Überlegenheit der IgA-vermittelten ADCC gegenüber Panitumumab auch bei neutrophilen 

Granulozyten von Patienten mit HNSCC beobachten? Welche Rolle spielt der eingesetzte 

Antikörpertyp für das Ausmaß der durch Neutrophile vermittelten ADCC? 

 

3. Gibt es innerhalb der HNSCC-Kohorte Zusammenhänge zwischen der ADCC und weiteren 

Faktoren, darunter Geschlecht, Alter, Tumorstadium, Lymphknotenstatus? 

 



 34 

4. Unterscheiden sich die Neutrophilen der kranken Spender von denen der gesunden in 

Hinblick auf die Expression der untersuchten Proteine?  Gibt es Unterschiede zwischen den 

CD177-Subsets? Lassen sich bei den HNSCC-Patienten Unterschiede der Expression 

feststellen abhängig vom Geschlecht, Alter, Tumorstadium, Lymphknotenstadium? 
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3. Materialien und Methoden 
 
3.1 Material- und Chemikalienliste 
 

Tabelle 1: Material- und Chemikalienliste 

Material Hersteller 
MACSxpress® Whole Blood Neutrophil 
Isolation Kit human 

Milteny Biotec, Düsseldorf 

Natrium-Citrat-Monovetten Sarstedt, Nümbrecht 
Ficolite-H, sterile filtered density 

1.0770g/mL 
Linaris Manfred Decker 

Falcons 50ml und 15ml PerkinElmer 
Pipettenspitzen 1μl,10μl, 200μl, 1000μl Sarstedt, Nümbrecht 
FACS-Röhrchen 5ml Sarstedt, Nümbrecht 
96-well Platte mit V-Boden  SigmaTM-Aldrich, Steinheim 
E-Plate® mit 96 wells Agilent, Waldbronn 
A431 (humane 

Plattenepithelkarzinomzelllinie)  
German Collection of Microorganisms and 

Cell Cultures GmbH (DSMZ), 2018  
BSA  SigmaTM-Aldrich, Steinheim  
dH2O  B. Braun, Melsungen 
EtOH  Carl Roth, Karlsruhe 
Ficoll (density: 1,077 g/ml, PANcoll)  PAN-Biotech, Aidenbach 
FCS/FKS  GibcoTM, Karslruhe 
IgG from human serum  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
KCl Grüssing GmbH, Filsum 
KH2PO4  Merck, Darmstadt 
NaAzid  Merck, Darmstadt 
NaCl  VWR, Darmstadt 
NaH2PO4  J.T. Baker Chemiclas B.V.,Niederlande  
Natriumpyruvat (100 nM)  SigmaTM-Aldrich, Steinheim 
1x PBS (DPBS = Dulbecco´s Phosphate 

Buffered Saline) 
PAN-Biotech, Aidenbach  

Penicillin-Streptomycin (1000 U/ml, 10 

mg/ml)  

SigmaTM-Aldrich, Steinheim  

PFA SigmaTM-Aldrich, Steinheim  

RPMI-1640 Medium  SigmaTM-Aldrich, Steinheim  
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Triton®X-100 formolucularbiology AppliChem, Darmstadt  

Trypanblau SigmaTM-Aldrich, Steinheim  

TrypLETM Express (1x Trypsin)  GibcoTM, Karslruhe 

Tween® 20 (Polysorbat)  Carl Roth, Karlsruhe 

 

 
 
 
3.2 Lösungen 
 

10x PBS (pH 7,2) 

- 80g NaCl 

- 2g KCl 

- 18,7g NaH2PO4 

- 2g KH2PO4 

- auffüllen auf 1000ml mit dest. H2O 

 

 

FACS-Puffer 

- 500ml 1x PBS 

- 5g (1%) BSA 

- 500mg (0,1%) NaAzid 

 

 

FACS-FIX 

- 1% PFA in 1x PBS 

 

 

R10+/+ Medium 

- 10 % FCS (inaktiviert durch Hitzeeinwirkung von 56 °C für 30 min)  

- 1% Natriumpyruvatlösung (100mM) 

- 1% Penicillin-Streptomycin (1000U/ml, 10mg/ml) 

- RPMI-1640 Medium 

 

Poly-IgG 

- 20% Poly-IgG 

- 80% DPBS 
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Antikörper-Lösungen fürs FACS 

- 1 zu 10 Verdünnung der Antikörper, z.B. jeweils 10μl der Fluoreszenz-Antikörper 

auffüllen auf 100μl mit 1x PBS (siehe Kap. 2.7) 

 

 
 
 
 
 
 
 
3.3 Antikörper  
 

Tabelle 2: Primäre monoklonale Antikörper fürs FACS (entnommen aus Valcenko et al. 2024) 

An/gen Alias Fluoreszenzkanal Hersteller  Hersteller-
ID 

RRID 

Isotyp-
Kontrolle 

- PE BD 
Biosciences  

555,749 AB_396091  

Isotyp-
Kontrolle 

- APC BD 
Biosciences  

555,751 AB_398613  

Isotyp-
Kontrolle 

- BV421 Biolegend 400,259 AB_1089591
9  

CD66b CECAM8 BV421 Biolegend 392,916 - 
CD177 NB1 APC Biolegend 315,808 AB_2565214  
CD177 NB1 PE Biolegend 315,805 AB_2564280  
CD89 FcαRI PerCPCy5.5  Biolegend 354,109 AB_2565474  
CD147 EMMPRI

N 
PE Biolegend 306,211 AB_2750167  

CD172a SIRPα PE Biolegend 372,105 AB_2650862  
CD18 MAC-1 PE Biolegend 373,407 AB_2716023  
CD11b MAC-1 PerCPCy5.5  Biolegend 101,227 AB_893233  
CD156a ADAM8 PE Miltenyi 130–131-

086  
- 

CD156c ADAM10 APC Biolegend 352,705 AB_2563172  
CD54 ICAM1 APC Biolegend 353,111 AB_1091738

9  
CD184 CXCR4 PE Biolegend 306,505 AB_314611  
CD62L L-Selekin APC Biolegend 385,105 AB_3097359  
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Antikörper für ADCC 
 

- IgA2.0 als optimierter monomerer EGFR-spezifischer IgA2m1 Antikörper (Lohse et al. 

2016); die Herstellung erfolgt in der Arbeitsgruppe mit Hilfe des ExpiCHO-

Produktionssystems (Lohse et al. 2011) 

- IgA Standard: ChromPure Human SerumIgA, IgA2.0 isotype control: ChromPure 

Human Serum IgA, whole Molecule (Code 009- 000-011 RRID: B_2337047)  

- Panitumumab / Vectibix Amgen (PZN: 06078606) 

- IgG Standard human myelome IgG1 (Meridian life science Catnr: A50183H) 

 

 

 

3.4 Geräteliste 
 
 
Tabelle 3: Geräteliste 

Gerät Hersteller 

FACSCantoTMII BD Biosciences, Heidelberg  

Heraeus Megafuge 16R Zentrifuge  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA  

Inkubator Heracell 150  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA  

Magnetrührer IKAMAG® RET  IKA-Labortechnik, Staufen 

Mehrfachdispenser  Eppendorf, Hamburg 

Mikroskop Leica DM 6000 B Leica Microsystems GmbH, Wetzlar  

Kolbenhubpipetten Pipetman  Gilson, Middleton, USA  

Pipettierhilfe Pipetboy  Integra Biosciences, Biebertal  

Sicherheitswerkbank Heraeus LaminAir® 

HLB 2448 GS  

Heraeus Holding GmbH, Hanau  

Vortexer Vortexgenie 2  Scientific Industries, Bohemia USA  

Waage SI-2002  Denver Instrument, Göttingen  
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3.5 verwendete Software 
 
Tabelle 4: verwendete Software 

Software Hersteller 

BD FACSDivaTM 8.4.3  BD Biosciences, Heidelberg  

RTCA Software Pro  Agilent, Waldbronn 

Excel 2016 Microsoft Corporation, USA  

GraphPad Prism 10.1.1  GraphPadSoftware, La Jolla ,USA  

 

 
 
 
3.6 Isolation der neutrophilen Granulozyten 
 

 

Als Spender wurden sowohl Patienten mit einem HNSCC als auch gesunde Spender 

hinzugezogen. 

Die Verwendung des Blutes sowohl der erkrankten als auch der gesunden Probanden wurde 

von der Ethik-Kommission der Ärztekammer des Saarlandes genehmigt (Ethikvotum 280/10). 

Die erkrankten Patienten waren in der HNO-Ambulanz am UKS Homburg vorstellig und bei 

der Blutentnahme wurden zwei Citrat-Röhrchen zusätzlich abgenommen, welche dann mittels 

Rohrpost ins Labor der Virologie geschickt wurden. So konnte ohne Verzögerung direkt das 

Blut genutzt werden, um daraus die Neutrophilen zu isolieren. Bei gesunden Spendern wurden 

deshalb ebenfalls zwei Citrat-Röhrchen abgenommen, sodass pro Spender ca. fünf bis sechs 

Milliliter Blut vorhanden waren.  

 

 

Isolation mittels MACS-Methode 

 

Für die Isolation der Neutrophilen wurde unter der Sterilbank, welche zuvor UV-desinfiziert 

wurde, das MACSxpress® Whole Blood Neutrophil Isolation Kit human benutzt. In diesem 

befanden sich zwei Lösungen, Lösung A und B sowie fünf Glasfläschchen mit Antikörper-

Pellets. 

Zu einem der Pellets wurden 2ml von Lösung A hinzugegeben und drei bis vier Mal auf- und 

abpipettiert. Zudem wurde in ein 15ml-Falcon das Blut des Spenders gegeben und die Menge 

abgelesen. Die Menge der hinzuzugebenden Lösungen musste ein Viertel des Blutvolumens 
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sein. Bei meist ca. 5ml Blut wurden also 1,25ml von Lösung A mit dem Pellet und 1,25ml von 

Lösung B benötigt. Lösung B wurde dabei zuerst in ein anderes 15ml-Falcon gegeben und 

anschließend Lösung A mit Pellet hinzugegeben. Das Gemisch aus beidem wurde dem Blut 

addiert und schließlich 5min langsam mit einem Überkopfschüttler gedreht. Nach 5min konnte 

das Gemisch aus Blut und den beiden Lösungen für 15min in den Magneten gestellt werden. 

Dabei wurde ersichtlich, wie die Erythrozyten sich absetzen. Außerdem wurden durch 

magnetische Antikörper des Pellets aus Lösung A die anderen Zellen, welche keine 

neutrophilen Granulozyten waren, durch den Magneten an den Rand des Falcons gezogen, 

sodass ein klarer Überstand dablieb, welcher dann vorsichtig mittels Pipette in ein 50ml-Falcon 

überführt werden konnte. Das Volumen des Überstandes, das dabei gewonnen wurde, 

entsprach dabei ungefähr dem zuvor eingesetzten Blutvolumen, also meistens an die 5ml. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 10: Lösung A und B und in den abgedunkelten Fläschchen die Pellets, 
welche mit Lösung A gelöst werden 
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Abbildung 11: Gemisch aus Blut und Lösung A und B vor und nach 15min im Magneten 

Links erkennbar ist das Gemisch aus Blut und Lösung A und B direkt nach dem Reinstellen in 
den Magneten. 15min später ist der Zustand rechts im Bild erreicht. Ein klarer Überstand ist 
vorhanden, die Erythrozyten haben sich am Boden des Falcons abgesetzt und die Zellen, die 
keine neutrophilen Granulozyten sind, sind durch die magnetischen Antikörper des Pellets 
gebunden worden und befinden sich an der Wand des Falcons. 
 
 
 
Lyse der Erythrozyten 
 

Nichtsdestotrotz war bei genauerem Blick auf den abpipettierten Überstand eine Trübung mit 

Rotstich erkennbar, was daran lag, dass immer noch – wenn auch wenig – Erythrozyten 

enthalten waren. Um diese zu entfernen, wurde als nächstes ein bis zwei Mal eine 

Erythrozyten-Lyse vollzogen. Für diese benötigte man gekühltes, destilliertes Wasser und 

10xPBS (beides steril). Unter dem Abzug gab man dem Falcon, das die 5ml des Überstandes 

mit den Neutrophilen enthielt, das kalte, destillierte Wasser hinzu und füllte dabei auf ca. 45ml 

auf. Dann wartete man ganz genau 30s, und gab, sobald diese 30s vorüber waren, 5ml des 

10xPBS hinzu und verschloss und invertierte den Falcon zügig. Das Aqua dest. war 

hypoosmotisch im Vergleich zum Innenleben der Zellen und strömte dementsprechend in die 

Zellen, insbesondere in die Erythrozyten hinein, welche dadurch zerstört wurden. Ähnliches 

geschah auch mit den anderen, in der Lösung vorhandenen Zellen, aber in geringerem 

Ausmaß und insbesondere die roten Blutkörperchen gingen daran zugrunde. Das 10xPBS 

beendete die Erythrozyten-Lyse. 
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Als nächstes wurde das Falcon zentrifugiert (5min 1800RPM mit Raumtemperatur; 

Beschleunigung und Bremse jeweils höchste Stufe) und der Überschuss, also das Aqua dest. 

samt 10xPBS weggegossen. Am Boden war das Pellet aus Neutrophilen erkennbar. War 

dieses weiß, so sprach das für das weitgehende Fehlen von roten Blutkörperchen und die 

Reinheit der Neutrophilen. War das Pellet noch sehr rot, so konnte das Durchführen eines 

weiteren Lyse-Vorgangs erwogen werden. Meist war dies jedoch nicht nötig und jede Lyse 

zerstörte auch Neutrophile, weshalb meist davon abgesehen werden konnte. 

 

Isolation mittels Ficoll-Methode 
 

Sowohl mit dem Blut der kranken als auch mit dem der gesunden Probanden wurde so 

verfahren. Teilweise wurden von gesunden Spendern größere Mengen Blut entnommen, um 

deren Neutrophile zu isolieren, welche dann für mehrere Forschungsprojekte benutzt werden 

und teils auch im Rahmen von Kooperationen an andere Institutionen gegeben werden 

konnten. Die Mengen des hier verwendeten Blutes erforderten eine andere Methode, um die 

Neutrophilen zu isolieren, und zwar die Ficoll-Variante. 

Hierfür wurde das Blut im Verhältnis 1:2 mit DPBS verdünnt und anschließend je 25ml in 50ml-

Falcons langsam auf 12,5ml Ficoll 1.0770g/mL gegeben, ohne dass sich die beiden 

Flüssigkeiten vermischten. Anschließend wurden diese Falcons zentrifugiert (20min bei 800g 

und RT mit Beschleunigung 7 und Bremse 1). Die Einstellungen an der Zentrifuge, 

insbesondere das langsame Abbremsen, verhinderten, dass die verschiedenen Schichten, die 

dabei entstanden (siebe Abb. 12), sich wieder vermischen.  

 

 

 

 

Die Erythrozyten und die Neutrophilen (mit 
Ausnahme der Low-Density-Neutrophils) 
sammeln sich unterhalb des Ficolls, die 
anderen Bestandteile, unter anderem die 
Monozyten (hier als PBMCs bezeichnet), 
sammeln sich oberhalb des Ficolls.  
 
 
 

 

Abbildung 12 (aus Silvestre-Roig et al. 
2019): Schematische Darstellung der 
verschiedenen Schichten des Blutes nach 
Zentrifugation im Rahmen der Ficoll-
Methode 
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Schließlich konnte man mittels Pipette die einzelnen Schichten entfernen, sodass nur die 

Neutrophilen und die Erythrozyten übrigblieben. Beim Pipettieren war es dabei wichtig, dass 

man den Ring mit den Monozyten (PBMC in Abb. 12) entfernt, da ansonsten die Monozyten 

die Reinheit des Neutrophilen-Isolats minderten.  

Die übriggebliebenen Neutrophilen und roten Blutkörperchen wurden dann auf mehrere 50ml-

Falcons verteilt, sodass 5ml je Falcon vorhanden waren. Anschließend konnte, wie oben 

bereits beschrieben, die Lyse der Erythrozyten erfolgen. Hier musste diese mehrmals 

durchgeführt werden, bis ein klares Pellet übrigblieb, da mehr Erythrozyten beigemengt waren 

als mit der MACS-Methode. 

 

Zählen der Neutrophilen 
 

Als nächstes wurde das Pellet in 1ml DPBS oder R10++ suspendiert, 10μl entnommen und 

90μl Trypanblau zugegeben und vorsichtig auf- und abpipettiert, sodass sich die Neutrophilen 

gleichmäßig verteilten. Anschließend wurden 10μl in die Neubauer-Zählkammer gegeben und 

die 4 Quadranten der Zählkammer ausgezählt. Der Wert wurde durch Vier geteilt und 

anschließend mit dem Faktor der Verdünnung multipliziert, also zuerst mit 10, da 10μl der 

Suspension auf 100μl aufgefüllt wurden (Faktor 10 Verdünnung) und anschließend noch mit 

10000, da ein Quadrant der Zählkammer einem Zehntausendstel eines Milliliters, also 0,1μl 

entsprach, das Volumen des suspendierten Pellets jedoch 1ml betrug (0,1μl x 10000 = 1ml). 

 

Zellen in Suspension = Zellen in Neubauer-Zählkammer : 4 x 10 x 10000 

 

Meist waren in den 5-6ml Blut, die mittels MACS-Methode bearbeitet wurden, ca. 15 - 20 Mio. 

Neutrophile enthalten. Diese wurden zum einen für den Impedanz-Assay, zum anderen für das 

FACS verwendet. 
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3.7 Durchflusszytometrische Färbung und Analyse der Immunzellen 
 
Färbung der Zellen 
 

Für die Charakterisierung der Neutrophilen wurde mittels Durchflusszytometrie (FACS) ein 

Blick auf die Oberflächenproteine geworfen. Welche Proteine untersucht wurden und was 

deren Bedeutung ist, wird in Kapitel 2 beschrieben. 

Hierfür wurden ca. 2 Mio. Neutrophile von der Suspension entnommen und mit DPBS verdünnt 

auf eine Konzentration von 1,5Mio Zellen/ml. Dann wurde stets auf Eis gearbeitet und in eine 

96-Well-Plate mit V-Bottom wurden für jede Blutprobe jeweils 100μl in 11 benachbarte Wells 

(jeweils Well 1 bis 11) gegeben, sodass in jedem Well 150000 Neutrophile enthalten waren.  

Anschließend wurde die Platte für 3min bei 4 Grad Celsius zentrifugiert (Beschleunigung und 

Bremse maximal) und schließlich der Überstand verworfen, sodass sich nur noch die Zellen 

am Boden der Wells befanden. Diese wurden anschließend zuerst mit 10μl Poly-IgG und dann 

mit 10μl der jeweiligen Antikörper-Lösung resuspendiert. Dabei wurde jedem Röhrchen eine 

andere Antikörper-Lösung zugegeben.  Das Poly-IgG lagerte sich an jegliche Bindungsstellen 

der Zelloberfläche an, jedoch mit einer eher geringen Bindungsaffinität. Es diente zur 

Verhinderung des Kurlander-Effekts. Bei diesem lagern sich Antikörper zum einen mit ihrem 

Fab-Teil an ein Antigen auf der Zelloberfläche und zum anderen mit ihrem Fc-Teil an einen Fc-

Rezeptor (Kurlander 1983). Nach Zugabe der jeweiligen Antikörperlösung konnten diese, 

sofern die passenden Proteine an der Oberfläche der Neutrophilen vorhanden waren, diese 

binden. Dabei war es wichtig, weiterhin auf Eis zu arbeiten, da die Zellen ansonsten bei zu 

warmer Temperatur die Antikörper internalisieren würden. 

Anschließend inkubierten die Zellen für 30min weiterhin gekühlt und abgedunkelt. In 

Zwischenzeit wurde das FACS-Gerät gestartet und für jedes Well ein FACS-Röhrchen mit 

400μl FACS-Fix gefüllt. Die Röhrchen wurden dabei von 1 bis 11 durchnummeriert, und jedem 

Röhrchen wurde ein zugehöriges Well auf der Platte zugeordnet. 

Nach der Inkubation wurden die Zellen zweimal mit FACS-Puffer gewaschen, also jeweils 

100μl wurden jedem Well hinzugefügt, leicht auf- und abpipettiert, erneut für drei Minuten 

zentrifugiert wie zuvor und der Überstand verworfen. Dadurch wurden Antikörper, die nicht 

gebunden waren, entfernt. Zuguterletzt wurden die Pellets in FACS-Fix resuspendiert und in 

die FACS-Röhrchen mit der passenden Nummer gegeben, sodass in jedem Röhrchen 500μl 

FACS-Fix mit jeweils 150000 Neutrophilen enthalten waren. 
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Messung am FACS-Gerät 
 

Am FACS-Gerät fanden pro Blutprobe Messungen mit zehn verschiedenen Färbungen und 

eine ungefärbte Kontrollfärbung statt.  

Dabei wurden für jede Färbung die Zellen zum einen mittels Laser auf Granularität und Größe 

untersucht, zum anderen wurden Fluoreszenzsignale der zugegebenen Antikörper detektiert, 

wodurch ermittelt werden konnte, ob die Zellen ein bestimmtes Protein auf der Oberfläche 

trugen, und wenn das Protein da war, wie stark das Protein an der Oberfläche der Zelle 

exprimiert worden ist. Die Durchflusszytometrie ermöglichte also nicht nur qualitative, sondern 

auch quantitative Messungen. Pro Röhrchen wurden 10000 Messereignisse aufgezeichnet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mittels Laser werden die enthaltenen Zellen nach Größe (FSC) und Granularität (SSC) 
geordnet und so die potenziellen neutrophilen Granulozyten (Feld P8) als solche ausfindig 
gemacht. Im Feld P8 befinden sich große, granulierte Zellen. Das sind die neutrophilen 
Granulozyten.  
 

Im ersten Schritt wurden neutrophile Granulozyten auf Basis ihrer typischen physikalischen 

Eigenschaften – Zellgröße (Forward Scatter) und Granularität (Side Scatter) – identifiziert 

(Gate P8 in Abb. 13). In einem zweiten Schritt erfolgte die Auswertung spezifischer 

Fluoreszenzsignale, um die Zielpopulation weiter zu charakterisieren bzw. funktionelle Marker 

zu analysieren. Dafür hatte man für jeden Blutspender einen Fluoreszenz-Antikörper, der 

CD66b an der Zelloberfläche band (CD66b-BV421) und dessen Signale über den Pacific-Blue-

Kanal detektiert wurden. CD66b als Neutrophilen-Marker ermöglichte eine zweifellose 

Charakterisierung der Zellen als Neutrophile. Eine Verschiebung entlang der Achse im Pacific-

Blue-Kanal, also entlang der X-Achse bestätigte dies (Abb. 14). 

Abbildung 13: Gating-Strategie zur Bestimmung Neutrophiler  
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Dann erfolgte die Aufteilung der Neutrophilen in ihre Subsets danach, ob sie CD177-positiv 

oder CD177-negativ waren. Dafür war ein Fluoreszenz-Antikörper gegen CD177 enthalten, 

entweder CD177-APC oder CD177-PE. Ein Teil der Neutrophilen ist entlang der APC-Achse, 

also entlang der Y-Achse verschoben worden (Abb. 14). Das waren die CD177-positiven 

Neutrophilen. Der andere Teil, der sich nicht verschob, waren die CD177-negativen 

Neutrophilen. Im Anschluss konnte dann sowohl von der Gesamtpopulation als auch CD177-

Subset-spezifisch die Expression von Proteinen in anderen Fluoreszenzkanälen bestimmt 

werden. 

Für jeden Spender gab es zudem eine Negativkontrolle ohne Färbung und eine 

Isotypenkontrolle zur Einschätzung der Autofluoreszenz. 

Die endgültigen Werte für die Fluoreszenz ergaben sich aus dem Verhältnis der Fluoreszenz 

des gefärbten Proteins und der Autofluoreszenz der Isotypenkontrolle, also handelte es sich 

um relative Fluoreszenzintentsitäten (RFI).  

 
Abbildung 14: Gating-Strategie zur Analyse neutrophiler Untergruppen mittels 
Durchflusszytometrie 

Quadrant 1 zeigt die ungefärbte Negativ-Kontrolle. Quadrant 3 und 4 zeigen die CD66-
positiven Neutrophilen mit einer Aufteilung in das CD177-positive Subset (Quadrant 3) und 
das CD177-negative Subset (Quadrant 4). 
 

1 

2 3 

4 
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Gefärbte Zellen (blau) zeigen in allen vier 
Fluoreszenzkanälen eine deutliche 
Signalverschiebung im Vergleich zur 
ungefärbten Negativkontrolle (grau), was 
eine erfolgreiche Färbung bestätigt. Die 
Abbildungen stellen auf der X-Achse die 
Intensität der Fluoreszenzsignale und auf 
der Y-Achse die Anzahl der detektierten 
Ereignisse dar. In Abbildung 15B ist die 
Ausbildung von zwei distinkten Peaks 
innerhalb der gefärbten Population (blau) 
zu erkennen: Der linke Peak entspricht den 
CD177-negativen, der rechte den CD177-
positiven Zellen.  
 
 
 
 

 

 

 

 

 

So wurden 45 Blutproben von kranken Spendern mit einem HNSCC und 50 Blutproben von 

gesunden Spendern untersucht. Jeweils 11 dieser wurden zusätzlich für den Impedanz-Assay 

verwendet. 
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Abbildung 15: Ga?ng-Strategie für die 
verschiedenen Fluoreszenzkanäle 
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Rohdaten von einem gesunden Spender der Isotypen-Kontrolle (16A) und der eigentlichen 
Färbung (16B). 
 
Die relative Fluoreszenzintensität (RFI) berechnet sich wie folgt: 
 
 
 
 
 
 
Zudem lässt sich aus den Rohdaten in 16B entnehmen, dass bei diesem Spender 35,9% der 
Neutrophilen CD177-positiv und 62% CD177-negativ sind. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 

B 

RFI = Fluoreszenz der gefärbten Zellen 
Fluoreszenz der Isotypenkontrolle im gleichen Fluoreszenzkanal 

Abbildung 16: Quantifizierung der Neutrophilen-Subsets samt deren 
Fluoreszenzintensitäten in den verschiedenen Fluoreszenzkanälen 
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3.8 Impedanz-Assay 
 
Mit dem Impedanz-Assay wurden die Neutrophilen Antikörper-abhängig auf ihre Kompetenz 

geprüft, ADCC zu betreiben. Hierfür benötigte man Tumorzellen, sowie Neutrophile und 

Antikörperlösungen.  

 

 
Vorbereitung der Tumorzellen 
 

Als Tumorzelle diente die humane Plattenepithelkarzinomzelllinie A431 (Vulvakarzinom). 

Diese eignete sich hervorragend aufgrund ihrer hohen Expression des EGFR. Bevor das 

eigentliche Experiment stattfinden konnte, wurden die Tumorzellen in einer 200ml 

Zellkulturflasche kultiviert mit R10+/+ bei 37 Grad Celsius und 5% CO2. Einmal pro Monat 

wurden die Zellkulturflaschen mittels PCR auf Mycoplasmen untersucht (Valcenko et al. 2024). 

Außerdem wurde regelmäßig im Mikroskop überprüft, wie viel des Flaschenbodens von den 

sich vermehrenden Zellen den Flaschenboden bedeckten. Sobald dies 70 bis 80% waren, 

wurden die Zellen gesplittet und das alte Medium durch neues ersetzt. Dies erfolgte zwei bis 

dreimal pro Woche. 

Für das Splitting wurde zuerst das enthaltene R10+/+ entfernt und die Zellen wurden 

mindestens zweimal mit 5ml DPBS gewaschen. Anschließend wurde das DPBS ebenfalls 

entfernt, 1ml TrypLETM Express hinzugegeben und ca. 5min inkubiert (erneut bei 37 Grad und 

5% CO2). Danach wurde mikroskopisch geprüft, ob sich die Zellen vom Flaschenboden und 

voneinander gelöst haben. Ist dies nicht der Fall gewesen, so wurde die Inkubation um eine 

bis zwei Minuten verlängert. 

Anschließend wurde der Flasche mit den Zellen und dem Trypsin ca. 5 - 7ml R10+/+ addiert 

und der Flascheninhalt in ein 50ml-Falcon gegeben. Schließlich wurde das Falcon zentrifugiert 

(1500RPM mit RT und Beschleunigung und Bremse max.) und der Überstand verworfen. 

Sofern kein Experiment mit den Zellen anstand, wurde das Pellet mit 4ml R10+/+ gelöst und 

1ml davon mit 10ml R10+/+ in die Zellkulturflasche gegeben und zurück in den Inkubator 

gestellt. Die anderen 3ml des suspendierten Pellets wurden verworfen. Sofern ein Experiment 

anstand, wurden die Zellen gezählt wie auch schon die Neutrophilen (Pellet mit 1ml R10+/+ 

suspendieren, dann 10μl davon mit 90μl Trypanblau auffüllen, 10μl vom Gemisch in der 

Neubauerzählkammer zählen und die Zellzahl auf 1ml Lösung hochrechnen). 
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Impedanz-Assay  
 
Nachdem die Tumorzellen gezählt wurden, wurden 2,2 Mio. von ihnen mit R10+/+ auf ein 

Volumen von 11ml aufgefüllt. Die Konzentration betrug somit 200.000 Zellen pro Milliliter. 

In die E-Plate® wurden in jedes Well zuerst 50μl R10+/+ gegeben und anschließend eine erste 

Hintergrundmessung vollzogen und es wurde überprüft, ob jedes Well funktionstüchtig war 

und vom Gerät erkannt wurde. 

Als nächstes wurde in jedes Well mit Ausnahme der Wells A1 bis A3 100μl der Tumorzelllösung 

gegeben, sodass in jedem Well 20000 Tumorzellen enthalten waren. In die Wells A1 bis A3 

wurden stattdessen 100μl R10+/+ addiert. Die Platte wurde dann für eine halbe Stunde bei 

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde eine zweite Messung mit der Platte gestartet. 

Von da an wurde alle 15min die Veränderung der Impedanz gemessen, bis 24h vorbei waren 

und die Konfluenz der Tumorzellen am Boden der Wells erreicht wurde. 

Sobald die 24h vergangen waren, wurde die Messung pausiert und die Platte aus dem 

Inkubator genommen. Anschließend folgte die Zugabe von Neutrophilen und Antikörpern unter 

der Sterilbank. 

Die Neutrophilen der Spender wurden hierbei auf eine Konzentration von 16 Mio. /ml gebracht. 

Jedem Well, dem laut Protokoll Neutrophile zugefügt wurden, wurden 50μl der Lösung addiert. 

Dies entsprach 800.000 Neutrophilen. Da in jedem Well 20.000 Tumorzellen enthalten waren, 

entsprach dies einem Verhältnis von 40:1.  

Es wurden 4 verschiedene Antikörper-Lösungen verwendet. Diese wurden mit einer 

Konzentration von 200μg/ml angesetzt. Zwei Lösungen enthielten Standard-Antikörper, also 

entweder IgA-Standard oder IgG-Standard. Diese dienten als Kontrollen. Die anderen beiden 

Antikörper-Lösungen enthielten entweder den IgA2.0 oder Panitumumab. Von ihnen wurden 

den Wells jeweils nach Protokoll 2μl hinzugegeben. Diese enthielten bereits ein Volumen von 

200μl, sodass in den Wells nach Zugabe eine Antikörperkonzentration von 2μg/ml vorlag. 

In drei Wells wurde zu den Tumorzellen 1 % TritonX-100 als Lysekontrolle zugegeben. Zudem 

wurden für jeden Spender als weitere Kontrolle Wells nur mit Neutrophilen aufgefüllt. Für jede 

Kombination aus Antikörper und Neutrophilen wurden pro Spender stets drei Wells gefüllt, 

welche dann miteinander verrechnet werden konnten. 
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Nach Zugabe der Neutrophilen und Antikörpern wurde die Platte erneut 24h inkubiert und die 

Impedanz jedes einzelnen Wells automatisiert alle 15min gemessen. Nach Ablauf der 24h 

konnten die Daten aus der RTCA-Software entnommen und analysiert werden. Die Impedanz-

Änderung wurde hierbei als dimensionslose Größe, als Zellindex (CI), angegeben, welcher 

von der Software zur weiteren Verrechnung mit Impedanz-Daten anderer Spender normiert 

wurde (nCI). 

 

 
 

In den Spalten 7 bis 12 wurden in 
den Zeilen C bis G Neutrophile 
hinzugegeben. Bei genauerem 
Hinsehen fällt eine Trübung dieser 
auf. Diese deutet auf eine 
stattgefundene ADCC hin. 
 
 
 

 
 

 

 

 

Damit die E-Plate® wiederverwendet werden konnte, wurde sie anschließend zweimal mit 

DPBS gewaschen, jedes Well mit 100μl Trypsin gefüllt und über Nacht bei 37 Grad Celsius 

inkubiert. Frühestens am nächsten Tag wurde das Trypsin verworfen und die Platte mit 

Triton®X-100 in Aqua-dest., dann nur in Aqua-dest. und zuguterletzt einmal in 70%EtOH 

gewaschen und anschließend unter die Sterilbank gestellt und hier für mindestens 20min UV-

desinfiziert. Sobald das EtOH verdunstet war, konnte die Platte erneut verwendet werden. Dies 

konnte so fünf bis sechs Mal erfolgen, oder bis die Wells der Platte nicht mehr richtig vom 

Gerät erkannt wurden. Dann wurde die alte durch eine neue ersetzt. 

Am Boden jedes Wells befand sich ein Plus- und ein Minuspol, und es fand ein Elektronenfluss 

statt. Nach der Aussaat der Tumorzellen und durch die Konfluenz dieser wurde der 

Elektronenfluss erschwert, der Widerstand, also die Impedanz stieg an. Nach Zugabe der 

Neutrophilen und Antikörper kam es, je nachdem welche Antikörper zugesetzt waren, zur 

ADCC und Tumorzellen wurden lysiert, der Elektronenfluss wurde mehr und die Impedanz 

dementsprechend weniger (siehe Abb. 19). 

Abbildung 17: E-Plate® nach 
vollzogener Messung 
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3.9 Statistische Auswertung 
 
 
Die graphische Darstellung sowie statistische Auswertung der Ergebnisse wurde mithilfe der 

Software GraphPad Prism Version 10.1.1 durchgeführt. Für den Vergleich von zwei 

unabhängigen Probenreihen wurde ein ungepaarter t-Test, für zusammengehörige 

Probereihen ein gepaarter t-Test verwendet. nCI-Werte wurden aus Dosis-Wirkungs-Kurven 

berechnet, und als Mittelwerte ± SEM angegeben, um signifikante Unterschiede zwischen den 

angegebenen Datengruppen zu bestimmen. Ein Unterschied wurde als signifikant angesehen, 

wenn die p-Werte kleiner als 0,05 waren. Das Signifikanzniveau α wurde für alle 

durchgeführten Tests auf 0,05 festgelegt. p-Werte, die größer als 0,05 waren, zeigten an, dass 

kein signifikanter Unterschied zwischen den Proben bestand. Signifikante Ergebnisse wurden 

in den Grafiken durch Sternchen dargestellt (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001) 

(Valcenko et al. 2024). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 18: schematische Darstellung des Ablaufs des Impedanz-basierten ADCC-
Assays 
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4. Ergebnisse 
 
4.1 Patienten- und Spenderdaten der durchflusszytometrisch 
untersuchten Neutrophilen 
 
Im Rahmen der Doktorarbeit erfolgte nach der Isolation neutrophiler Granulozyten aus 

peripherem Blut eine detaillierte phänotypische Charakterisierung von Neutrophilen gesunder 

Spender (n=50) und HNSCC-Patienten (n=45) mittels direkter Immunfluoreszenz und 

Durchflusszytometrie. Detaillierte klinische und tumorspezifische Informationen – 

einschließlich Tumorlokalisation, TNM-Klassifikation, sowie epidemiologische Daten dieser, 

darunter Alter und Geschlecht, wurden für die jeweiligen Kohorten tabellarisch 

zusammengefasst (Tab. 5).  

 
Tabelle 5: Klinische Daten zu allen durchflusszytometrisch untersuchten gesunden 
sowie HNSCC-Spendern  

  

 
Eigenschaften N Anteil 

Spender  95  -   

HNSCC  45 47% 

Gesund 50 53% 

   

Geschlecht   

Männlich HNSCC 31 33% 

Weiblich HNSCC 14 15% 

Männlich gesund 22 23% 

Weiblich gesund 28 29% 

   

Alter   

Alter HNSCC: Mittelwert ; Median 69 ; 68  

Alter HNSCC Mann: Mittelwert ; Median 69 ; 70  

Alter HNSCC Frau: Mittelwert; Median  69 ; 67  

Alter Healthy: Mittelwert; Median 35 ; 30  

Alter Healthy Mann: Mittelwert; Median 33 ; 29  

Alter Healthy Frau: Mittelwert; Median 36 ; 30,5  
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Eigenschaften HNSCC                                   N Anteil 

   

Gesamt 45 100% 

   

> 70 Jahre 22 49% 

< 70 Jahre 23 51% 

> 70 männlich 16 36% 

> 70 weiblich 6 13% 

< 70 männlich 15 33% 

< 70 weiblich 8 18% 

   

Tumorart    

Kehlkopf 17 38% 

Zungengrund 9 20% 

Oropharynx samt Tonsille 9 20% 

Hypopharynx 6 13% 

Hypo- und Oropharynx 1 2% 

Mundboden 1 2% 

Nasopharynx 1 2% 

CUP 1 2% 

   
T-Stadium   

T1 11 29% 

T1 männlich 8 18% 

T1 weiblich 3 7% 

T1 > 70 Jahre 4 9% 

T1 < 70 Jahre 7 16% 

   

T2 13 29% 

T2 männlich 9 20% 

T2 weiblich 4 9% 

T2 > 70 Jahre 9 20% 

T2 < 70 Jahre 4 9% 



 55 

   

T3 7 15% 

T3 männlich 5 11% 

T3 weiblich 2 4% 

T3 > 70 Jahre 4 9% 

T3 < 70 Jahre 3 6% 

   

 
T4 

 
13 

 
29% 

T4 männlich 8 18% 

T4 weiblich 5 11% 

T4 > 70 Jahre 5 11% 

T4 < 70 Jahre 8 18% 

   

N-Stadien   

N0 18 40% 

N0 männlich 11 24% 

N0 weiblich 7 16% 

N0 > 70 12 27% 

N0 < 70 6 13% 

   

N > 0  27 60% 

N > 0 männlich 20 44% 

N > 0 weiblich 7 16% 

N > 0 älter als 70 Jahre 9 20% 

N > 0 jünger als 70 Jahre 18 40% 

   

N1 3 7% 

N1 männlich 1 2% 

N1 weiblich 2 5% 

N1 > 70 2 2% 

N1 < 70 1 5% 

   

N2 18 40% 

N2 männlich 15 33% 
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N2 weiblich 3 7% 

N2 > 70 4 9% 

N2 < 70 14 31% 

   

 
 
 
 
N3 

 
 
 
 

6 

 
 
 
 

13% 

N3 männlich 4 9% 

N3 weiblich  2 5% 

N3 > 70 4 9% 

N3 < 70 2 5% 

   

M-Stadien   

M0 44 98% 

M1 1 2% 
 

 

(übersetzt und entnommen aus Valcenko et al. 2024) 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 57 

4.2 Unterschiede bei der Expression verschiedener Oberflächenproteine 
der Neutrophilen aller Spender  
 
Im Rahmen der Doktorarbeit erfolgte eine detaillierte phänotypische Charakterisierung von 

Neutrophilen gesunder Spender (n=50) und von HNSCC Patienten (n=45) mittels direkter 

Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie. Dabei ist anzumerken, dass die Ergebnisse 

nicht ohne weiteres mit denen des Impedanz-Assay in Verbindung gebracht werden können, 

da nur für elf von 45 kranken, bzw. für elf von 50 gesunden Spender Impedanz-Daten 

vorhanden sind.  

 
 

 
4.2.1 Unterschiede zwischen HNSCC- und gesunden Spendern  
 

Bei der prozentualen Verteilung der CD177-positiven und -negativen Neutrophilen sowie auch 

bei der Expression von CD177 auf den -positiven ließ sich zwischen HNSCC- und gesunden 

Spendern kein signifikanter Unterschied feststellen. Auffällig war die große Spannweite bei der 

prozentualen Verteilung des CD177-Subsets. Die beobachtete interindividuelle Heterogenität 

der CD177-Expression – mit Extrema von nahezu vollständig CD177-positiven bzw. -negativen 

Neutrophilen – entspricht den in der Literatur beschriebenen natürlichen Expressionsmustern 

(Matsuo et al. 2000; Eulenberg-Gustavus et al. 2017; Dahlstrand Rudin et al. 2021). 

 

Neutrophile von HNSCC-Patienten (n=45) und gesunden Spendern (n=50) wurden aus 
peripherem Blut isoliert und mittels direkter Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie 
analysiert. Die Ergebnisse sind dargestellt als prozentuale Anteile sowie als "RFI" als Box und 
Whisker Blot mit allen Datenpunkten. Signifikanzen wurden berechnet mittels ungepaartem t-
Test und angeben mit * für p < 0.05 

Abbildung 19: kranke und gesunde Spender unterscheiden sich weder bei der 
prozentualen Verteilung des CD177-Subsets, noch bei der CD177-Expression auf den 
positiven Zellen 
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Schon bei der Aufbereitung der Rohdaten ist aufgefallen, dass manche Spender nicht nur eine, 

sondern zwei CD177-positive, eine hoch- und eine niedrig-positive Population besaßen. 

 
 

P7 (gelb) zeigt das nega]ve CD177-Subset, P6 (lila) eine niedrig posi]ve 
CD177-Popula]on und P5 (grüne) eine hoch-posi]ve. 
 
 
 
 

 
 
 
Dies erklärt, wieso in Abb. 19 nur 34 kranke und 43 gesunde Patienten bzw. Probanden in 

Hinblick auf ihre CD177-Expression verglichen wurden. Denn 11 von 45 kranken Spendern, 

24,4 Prozent, und 7 von 50 gesunden Spendern, 14 Prozent, verfügten nicht nur über die eine, 

sondern über eine hoch- und eine niedrig-positive, also zwei CD177-positive Populationen. 

Spender mit zwei unterschiedlich positiven CD177-Populationen wurden von der weiteren 

phänotypischen Untersuchung ausgeschlossen. 

Nichtsdestotrotz soll zuerst Subset-unabhängig der Vergleich zwischen der kranken und 

gesunden Gruppe erfolgen (Abb. 21). 

Hierbei zeigte sich eine signifikant höhere Expression von CD147 (p = 0.0306) und CD62L (p 

= 0.0253) seitens der HNSCC-Gruppe. Im Gegenzug exprimierten die Neutrophilen der 

gesunden Spender signifikant mehr CD11b (p = 0.0261) und CD172a (p = 0.0445). Auch LOX1 

wurde seitens der gesunden Spender signifikant mehr exprimiert (p = 0.0494), wobei 

anzumerken ist, dass die relativen Fluoreszenzintensitäten sehr niedrig und somit die 

Aussagekraft dieser Signifikanz zu hinterfragen ist.  

 

Abbildung 20: Aufnahme eines Spenders mit drei verschiedenen  
Neutrophilen-Populationen 
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Neutrophile von HNSCC-Patienten (n=45) und gesunden Spendern (n=50) wurden aus 
peripherem Blut isoliert und mittels direkter Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie 
analysiert. Die Ergebnisse sind dargestellt als "RFI" als Box und Whisker Blot mit allen 
Datenpunkten. Signifikanzen wurden berechnet mittels ungepaartem t-Test und angeben mit * 
für p < 0.05. 
 

Abb. 22 zeigt den CD177-Subset-abhängigen Vergleich zwischen der HNSCC- und der 

gesunden Gruppe.  

Für CD147 ließ sich bei den gesunden Spendern hochsignifikant eine erhöhte Expression 

dessen auf den CD177-negativen im Vergleich zu den CD177-positiven feststellen (p<0.0001). 

Innerhalb der Neutrophilen der HNSCC-Spender fehlte dieser Unterschied. 

Für CD89 (pHNSCC < 0.0001; pgesund <0.0001) sowie für die Bestandteile des MAC-1-Komplex, 

also CD18 (pHNSCC=0.0231; pgesund<0.0001) und CD11b (pHNSCC=0.0029; pgesund < 0.0001) 

exprimierten sowohl bei den kranken als auch bei den gesunden Spendern die CD177-

positiven Neutrophilen mehr der vorgenannten Proteine. Zwischen den kranken und den 

gesunden Spendern ließ sich hier jedoch kein Unterschied feststellen, genauso wenig wie bei 

CD147. 

Auch bei CD172a fand sich ebenfalls sowohl bei kranken als auch bei gesunden Spendern bei 

den CD177-positiven Neutrophilen eine signifikant erhöhte Expression (pHNSCC=0.0206; 

pgesund=0.0172). Zudem schien es, als hätten die gesunden stets eine höhere CD172a-

Expression, welche jedoch nur bei den CD177-positiven Neutrophilen signifikant war 

(p=0.0216). Darüber hinaus fiel auf, dass die CD172a-Expression in allen Gruppen um einiges 

kleiner war als die von CD147, CD89 sowie CD18 und CD11b.  

Bei CD184 (p<0.0001), ADAM8 (p=0.0430) und ADAM10 (p=0.0022) exprimierten die CD177-

negativen der gesunden Spender stets mehr als die CD177-positiven. Diesen Unterschied gab 

es innerhalb der HNSCC-Gruppe nicht. Auch zwischen krank und gesund fanden sich bei 

diesen drei Proteinen keine signifikanten Unterschiede. Die RFIs dieser drei Proteine waren 

zudem im Vergleich zu z.B. CD18 sehr gering. Bei CD184 gab es keine RFI-Werte über 5, bei 

ADAM8 keine über 10. Bei diesen ohnehin kleinen Werten schienen die signifikanten 

Unterschiede ebenfalls sehr klein.  

Bei CD62L fanden sich sowohl beim Vergleich zwischen krank und gesund als auch beim 

Vergleich der Subsets untereinander signifikante Unterschiede, und zwar hatten die 

Neutrophilen der HNSCC-Spender stets eine höhere Expression als die der gesunden 

Spender, sowohl beim Vergleich der CD177-positiven als auch bei den CD177-negativen. 

Zudem exprimierten die CD177-positiven stets mehr CD62L als die CD177-negativen. Dieser 

Unterschied ließ sich sowohl bei den kranken als auch bei den gesunden Spendern finden.  

Abbildung 21: Vergleich der RFI für ausgewählte Proteine zwischen 45 kranken und 50 
gesunden Spendern 
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Bei CD54 zeigte sich auf den CD177-negativen Neutrophilen der gesunden Spender eine 

höhere Expression als auf den CD177-positiven. Dieser Unterschied fehlte bei der HNSCC-

Gruppe. Hier waren zudem alle RFI-Werte niedrig in einem Bereich von zwei bis zehn.  

Bei LOX1 gab es keinerlei signifikanten Unterschiede und die RFIs waren allesamt sehr 

niedrig. 
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Abbildung 22: Subset-abhängiger Vergleich der RFIs für ausgewählte Proteine 
zwischen HNSCC- und gesunden Spendern 
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Neutrophile von HNSCC-Patienten und gesunden Spendern wurden aus peripherem Blut 
isoliert und mittels direkter Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie analysiert. Für die 
phänotypische Charakterisierung erfolgte die Aufteilung der Neutrophilen der HNSCC-
Patienten (n=34) und der gesunden Spender (n=43) in das CD177-positive und -negative 
Subset. Die Ergebnisse sind dargestellt als "RFI" als Box und Whisker Blot mit allen 
Datenpunkten. Signifikanzen wurden berechnet mittels ungepaartem t-Test und angeben mit * 
für p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001. 
 
 

Es ließen sich also innerhalb der Subsets der gesunden Spender mehrere Unterschiede 

finden, die es bei den kranken Spendern nicht gab (CD147, CD184, ADAM8, ADAM10, CD54). 

Für CD89, CD18, CD11b, CD172a und CD62L waren die Subset-spezifischen Unterschiede 

sowohl bei den kranken als auch bei den gesunden Spendern zu finden. Unterschiede 

zwischen krank und gesund gab es nur bei den CD177-positiven Neutrophilen von CD172a 

und bei den CD177-positiven und -negativen für CD62L.  

 

4.2.2 Neutrophile von HNSCC-Patienten unterscheiden sich phänotypisch 
 
Die Analyse der Expression spezifischer Oberflächenproteine auf neutrophilen Granulozyten 

bietet wertvolle Einblicke in deren funktionelle Heterogenität und potenzielle immunologische 

Relevanz im Kontext von HNSCC. Im Folgenden wurde untersucht, inwieweit sich die 

Expression dieser Marker in Abhängigkeit von Tumorstadium, Lymphknotenstatus und Alter 

innerhalb der HNSCC-Kohorte unterscheidet. 

 

Als erstes wurden die phänotypischen Eigenschaften der Neutrophilen von HNSCC-Patienten 

in Abhängigkeit des Tumorstadiums verglichen. Beim Vergleich zwischen <T4 und T4 (siehe 

Abb. 23) fiel auf den ersten Blick nicht so viel ins Auge. Nur die CD177-Expression auf den 

positiven Neutrophilen der T4-Spender war erhöht (p=0.0129), sowie die CD62L-Expression 

(p=0.0413). Letzteres ist ein Unterschied, der auch in der kleineren Kohorte der Spender für 

den Impedanz-Assay auftrat.  
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Abbildung 23: Der Vergleich der RFI zwischen HNSCC-Spendern mit T<4 gegen T4 zeigt 
eine erhöhte Expression von CD177 auf den CD177-positiven Neutrophilen von T4-
Spendern und eine erhöhte Expression von CD62L 
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Neutrophile von HNSCC-Patienten wurden aus peripherem Blut isoliert und mittels direkter 
Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie analysiert. Für die phänotypische 
Charakterisierung erfolgte eine Einteilung nach Tumorstadium mit T4 Patienten (n=13) und 
nicht T4-Patienten (<T4, n=31). Die Ergebnisse sind dargestellt als "RFI" als Box und Whisker 
Blot mit allen Datenpunkten. Signifikanzen wurden berechnet mittels ungepaartem t-Test und 
angeben mit * für p < 0.05. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Wurde die Kohorte der Spender unter Berücksichtigung des Tumorstadiums weiter stratifiziert 

und nicht alle Tumoren <T4, sondern ausschließlich der Neutrophilen von Patienten mit den 

kleinsten T1-Tumoren, mit denen der größten T4-Tumoren verglichen (siehe Abb. 24), so 

zeigte sich, dass Neutrophile von HNSCC-Patienten mit dem Tumorstadium T4 eine erhöhte 

Expression bei sieben von zwölf Proteinen aufwiesen. 

Der Unterschied der CD177-Expression war hier noch stärker signifikant als im zuvor 

dargestellten Vergleich (p=0.0067). Zudem waren auch der Fc-Rezeptor CD89 (p=0.0297), die 

Bestandteile des MAC1-Komplex CD18 (p=0.0411) und CD11b (p=0.0175), sowie die 

Matrixmetalloproteasen ADAM8 (p=0.0351) und ADAM10 (p=0.0435), und auch CD62L 

(p=0.0192) signifikant seitens der T4-Spender erhöht. Die Expression von CD147, CD184, 

CD54 und LOX1 war im Mittel ebenfalls auf Neutrophilen von T4-Patienten im Vergleich zu 

Neutrophilen von T1-Patienten deutlich erhöht, wobei der Unterschied nicht signifikant war.  
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Abbildung 24: Vergleich der RFI der Neutrophilen von T1- gegen T4-Spender zeigt 
signifikant erhöhte Expressionen von CD177, CD89, CD18, CD11b, ADAM8, ADAM10 
und CD62L 
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Die Neutrophilen von HNSCC-Patienten wurden aus peripherem Blut isoliert und mittels 
direkter Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie analysiert. Für die phänotypische 
Charakterisierung erfolgte eine Einteilung nach Tumorstadium mit T1-Patienten (n=11) und T4-
Patienten (n=13). Die Ergebnisse sind dargestellt als "RFI" als Box und Whisker Blot mit allen 
Datenpunkten. Signifikanzen wurden berechnet mittels ungepaartem t-Test und angeben mit * 
für p < 0.05, ** für p < 0.01. 
 
 
Es gab keinen erkennbaren Trend beim Vergleich der Neutrophilen von HNSCC-Patienten 

bezüglich des N-Stadiums (Abb. 25). 
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Abbildung 25: Die Neutrophilen der HNSCC-Spender mit N0 exprimieren lediglich mehr 
CD11b, ansonsten gibt es keine signifikanten Unterschiede 
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Die Neutrophilen von HNSCC-Patienten wurden aus peripherem Blut isoliert und mittels 
direkter Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie analysiert. Für die phänotypische 
Charakterisierung erfolgte eine Einteilung nach Tumorstadium mit N0-Patienten (n=18) und 
Patienten mit N>0 (n = 27). Die Ergebnisse sind dargestellt als "RFI" als Box und Whisker Blot 
mit allen Datenpunkten. Signifikanzen wurden berechnet mittels ungepaartem t-Test und 
angeben mit * für p < 0.05. 
 
 
Dies war beim altersabhängigen Vergleich anders (siehe Abb. 26). Die HNSCC-Spender über 

70 Jahre exprimierten verschiedene Proteine signifikant höher, darunter erneut CD177 

(p=0.0419), aber auch CD89 (p=0.0357), CD172a (p=0.0434) und CD54 (p=0.0185). Auch 

ADAM10 und CD62L waren im Trend bei den über 70 Jahre alten Patienten verstärkt 

exprimiert, jedoch ohne Signifikanz. Die anderen Proteine, darunter CD147, CD18, CD11b, 

CD184, ADAM8 und LOX1, wurden allesamt gleich stark in beiden Gruppen exprimiert. Bei 

keinem der untersuchten Marker fiel die Expression bei den älteren Spendern niedriger als auf 

den Neutrophilen der Spender unter 70 Jahren aus. 

Bei keinem der Vergleiche gab es signifikante Unterschiede in Hinblick auf die CD177-Subset-

Verteilung, weshalb auf die graphische Darstellung dieser verzichtet wurde.  
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Abbildung 26: Der Vergleich der RFI verschiedener Proteine auf Neutrophilen von 
unter und über 70-jährigen HNSCC-Patienten zeigt eine erhöhte Expression von 
CD177, CD89, CD172a und CD54 bei den über 70-jährigen 
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Neutrophile von HNSCC-Patienten wurden aus peripherem Blut isoliert und mittels direkter 
Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie analysiert. Für die phänotypische 
Charakterisierung erfolgte eine Einteilung nach Alter mit Patienten < 70 (n=22) und Patienten 
> 70 (n=23). Die Ergebnisse sind dargestellt als "RFI" als Box und Whisker Blot mit allen 
Datenpunkten. Signifikanzen wurden berechnet mittels ungepaartem t-Test und angeben mit * 
für p < 0.05. 
 
 
 
Es ließ sich somit folgern, dass sich kaum ein Zusammenhang zwischen dem 

Lymphknotenstatus und dem Phänotyp der Patienten-Neutrophilen herstellen ließ. Dies war 

beim Vergleich abhängig vom Tumorstadium und vom Alter anders. Die CD177-Expression 

war bei T4-Spendern und bei über 70-jährigen höher. Zudem wurde eine Vielzahl an Proteinen 

bei diesen beiden Gruppen signifikant stärker exprimiert und es schien die Tendenz zu sein, 

dass mit hohem Alter und fortgeschrittenen Tumor nahezu alle Proteine verstärkt auf der 

Oberfläche exprimiert wurden, wenn auch nicht signifikant. Diesen Trend fand man beim N-

abhängigen Vergleich nicht und hier war es auch das einzige Mal der Fall, dass die Spender 

mit der geringeren Tumorausbreitung, also mit dem N0, ein Protein signifikant höher 

exprimierten.  

 
 

4.2.3 Geschlechtsabhängiger Vergleich des Neutrophilen-Phänotyps zwischen HNSCC-
Patienten und gesunden Probanden 

 
Es konnte gezeigt werden, dass die Neutrophilen von Frauen und von Männern sich bei einer 

Vielzahl verschiedener mRNAs, Proteine und Phosphorylierung dieser unterscheiden (Pilling 

et al. 2024). 

Im Folgenden wurden in Abhängigkeit des Geschlechts der Phänotyp der Neutrophilen 

zwischen HNSCC- und gesunden Spenderinnen und Spendern verglichen. Hierbei ist erneut 

anzumerken, dass die dargestellten Ergebnisse der Durchflusszytometrie nicht ohne weiteres 

mit den Ergebnissen des Impedanz-Assays in Verbindung gesetzt werden konnten, da hier 

Spenderinnen und Spender miteinbezogen wurden, mit deren Neutrophilen nur die 

Durchflusszytometrie, nicht jedoch der Impedanz-Assay vollzogen wurde.  

Erneut gab es sowohl beim Vergleich der kranken mit den gesunden Frauen, sowie auch beim 

Vergleich bei den kranken mit den gesunden Männern keinen Unterschied in Hinblick auf die 

CD177-Subset-Verteilung, weshalb erneut auf die Darstellung dessen verzichtet wurde. 

 

Beim Vergleich zwischen den kranken und gesunden Frauen (siehe Abb. 27) gab es keinerlei 

signifikanten Unterschiede. Zudem ließen sich keine Tendenzen feststellen. Der Phänotyp der 

Neutrophilen schien sich nicht verändert zu haben.  
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Abbildung 27: Es gibt keinerlei signifikante Unterschiede bei der Expression der 
untersuchten Proteine zwischen den kranken und gesunden Frauen 
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Die Neutrophilen von HNSCC-Patientinnen und gesunden Spenderinnen wurden aus 
peripherem Blut isoliert und mittels direkter Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie 
analysiert. Für die phänotypische Charakterisierung erfolgte eine Einteilung je nach Vorliegen 
einer Erkrankung mit 14 HNSCC-Patientinnen und 28 gesunden Vergleichsspenderinnen. Die 
Ergebnisse sind dargestellt als "RFI" als Box und Whisker Blot mit allen Datenpunkten. 
Signifikanzen wurden berechnet mittels ungepaartem t-Test und angeben mit * für p < 0.05.  
 
 
Anders sah es bei den Männern aus (siehe Abb. 28). Hier hatten die kranken Spender 

signifikant mehr CD177 (p=0.0293) auf ihren CD177-positiven Neutrophilen. Außerdem 

exprimierten die Neutrophilen signifikant mehr CD147 (p=0.0242), ADAM10 (p=0.0435) und 

CD62L (p=0.0014), dafür weniger CD11b (p=0.0215) als bei den männlichen gesunden 

Spendern. 

Die erhöhte Expression von CD177 und von ADAM10 gab es beim Vergleich aller kranken mit 

allen gesunden Spendern nicht und hat sich erst durch die Stratifizierung anhand des 

Geschlechts herausgestellt. Die erhöhte Expression von CD147 und CD62L, sowie die 

erniedrigte Expression von CD11b seitens der HNSCC-Gruppe waren dagegen schon beim 

geschlechtsunabhängigen Vergleich gegeben (siehe Abb. 21). 
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Abbildung 28: die Neutrophilen der kranken Männer exprimieren mehr CD177, CD147, 
CD11b, ADAM10 und CD62L 
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Die Neutrophilen von HNSCC-Patienten und gesunden Spendern wurden aus peripherem Blut 
isoliert und mittels direkter Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie analysiert. Für die 
phänotypische Charakterisierung erfolgte eine Einteilung je nach Vorliegen einer Erkrankung 
mit 31 HNSCC-Patienten und 22 gesunden Vergleichsspendern. Die Ergebnisse sind 
dargestellt als "RFI" als Box und Whisker Blot mit allen Datenpunkten. Signifikanzen wurden 
berechnet mittels ungepaartem t-Test und angeben mit * für p < 0.05.  
 
 
 
 
4.3 Patienten- und Spenderdaten zum Impedanz-Assay 
 
Von jeweils 11 HNSCC-Patienten und 11 gesunden Spendern aus der großen Kohorte (siehe 

Tabelle 5) wurden Neutrophile aus peripherem Blut isoliert und nicht nur für die 

Durchflusszytometrie, sondern auch für den Impedanz-Assay verwendet. Detaillierte klinische 

und tumorspezifische Informationen – einschließlich Tumorlokalisation, TNM-Klassifikation, 

sowie epidemiologische Daten aller Spender, darunter Alter und Geschlecht, wurden für die 

jeweiligen Kohorten tabellarisch zusammengefasst (Tab. 6). 

 

Tabelle 6: Tumordaten sowie epidemiologische Daten zu den Spendern des Impedanz-
Assays 

 

 
Eigenschaften N Anteil 

Spender  22  100%   

HNSCC  11 50% 

Gesund 11 50% 

   

Geschlecht   

Männlich HNSCC 6 27% 

Weiblich HNSCC 5 23% 

Männlich gesund 7 32% 

Weiblich gesund 4 18% 

   

Alter   

Alter HNSCC: Mittelwert ; Median 71 ; 72  

Alter HNSCC Mann: Mittelwert ; Median 70 ; 69  

Alter HNSCC Frau: Mittelwert; Median  72 ; 73  

Alter gesund: Mittelwert; Median 48 ; 54  

Alter gesund Mann: Mittelwert; Median 42 ; 35  
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Alter gesund Frau: Mittelwert; Median 51 ; 56  

   

Eigenschaften HNSCC N Anteil 

   

Gesamt  11 100% 

   

> 70 Jahre 6 55% 

< 70 Jahre 5 45% 

> 70 männlich 3 27% 

> 70 weiblich 3 27% 

< 70 männlich 3 27% 

< 70 weiblich 2 18% 

   

Tumorart    

Kehlkopf 6 55% 

Zungengrund 3 27% 

Tonsille 1 9% 

Hypopharynx 1 9% 

   

T-Stadien   

T1 3 27% 
T1 männlich 2 18% 

T1 weiblich 1 9% 

T1 > 70  2 18% 

T1 < 70 1 9% 

   

T2 2 18% 
T2 männlich 1 9% 

T2 weiblich 1 9% 

T2 > 70 1 9% 

T2 < 70 1 9% 

   

T3 2 18% 
T3 männlich 1 9% 

T3 weiblich 1 9% 

T3 > 70 1 9% 

T3 < 70 1 9% 
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T4 4 36% 
T4 männlich 2 18% 

T4 weiblich 2 18% 

T4 > 70 2 18% 

T4 < 70 2 18% 

   

 
N-Stadien   

N0 4 36% 
N0 männlich 2 18% 

N0 weiblich 2 18% 

N0 > 70 4 36% 

N0 < 70 0 0% 

   

N > 0  7 63% 
N > 0 männlich 4 36% 

N > 0 weiblich 3 27% 

N > 0 älter als 70 Jahre 2 18% 

N > 0 jünger als 70 Jahre 5 35% 

   

N1 2 18% 
N1 männlich 0 0% 

N1 weiblich 2 18% 

N1 > 70 1 9% 

N1 < 70 1 9% 

   

N2 4 36% 
N2 männlich 3 27% 

N2 weiblich 1 9% 

N2 > 70 0 0% 

N2 < 70 4 36% 

   

N3 1 9% 
N3 männlich 1 9% 

N3 weiblich  0 0% 

N3 > 70 1 9% 
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N3 < 70 0 0% 

   

M-Stadien   

M0 11 100% 

 
 
(übersetzt und entnommen aus Valcenko et al. 2024) 
 
 
 
 
4.4 Unterschiede bei der IgA2.0-vermittelten ADCC in Abhängigkeit der 
Spender 
 
 
Neutrophile Granulozyten von Patienten mit HNSCC können je nach dem, welche Chemokine 

in welcher Konzentration und weitere Faktoren, darunter Hypoxie, auf sie einwirken, direkt 

oder indirekt Tumor-hemmend und entzündungsfördernd sein oder gar das Tumorwachstum, 

die Angiogenese und die Metastasierung fördern (Masucci et al. 2019; Singhal et al. 2017) 

Im Folgenden wurde erstmalig untersucht, ob die bereits erwiesene Kompetenz der 

Neutrophilen gesunder Spender, IgA2.0-vermittelt ADCC zu betreiben, auf die Neutrophilen 

von HNSCC-Spendern übertragen werden kann (Abb. 29).  

Die Kurvenverläufe der Negativkontrollen – sowohl der Ansatz mit Standardantikörper in 

Kombination mit Neutrophilen als auch der Ansatz mit Neutrophilen ohne Antikörper – zeigten 

lediglich einen transienten, leichten Abfall der normalisierten Zellindexwerte (nCI), gefolgt von 

einem erneuten Anstieg auf das Ausgangsniveau bzw. leicht darüber hinaus. Dieses Daten 

sprachen gegen das Vorliegen einer antikörperabhängigen zellvermittelten Zytotoxizität 

(ADCC).   

Zwei Kurven in Abb. 29A hoben sich hier von klar ab, und zwar die Kurve für IgA2.0 mit den 

Neutrophilen der HNSCC-Patienten (rot) und mit Neutrophilen der gesunden Spender (blau). 

Diese zeigten beide innerhalb der ersten 6h einen starken nCI-Abfall, der sich im weiteren 

Verlauf kaum änderte. Dies ließ folgern, dass bei beiden eine ADCC stattfand, Tumorzellen 

lysiert und somit zerstört worden sind. Dabei überlagerten sich die Kurven, was darauf 

hindeutete, dass die ADCC im gleichen Ausmaß stattfand und die ADCC der kranken Spender 

der gesunden gleichwertig war. Hier gab es keine signifikanten Unterschiede für vier, sechs 

und 24h nach Zell- und Antikörper-Zugabe (Abb 29B). Im direkten Vergleich zeigte sich somit 

zwischen Neutrophilen gesunder Spender und von HNSCC-Patienten kein Unterschied in ihrer 

ADCC-Kompetenz. Dabei fiel jedoch auf, dass vor allem 24h nach dieser Zugabe die 

Spannweite der Zellindices für HNSCC-Spender sehr groß war und teilweise Werte wie bei 
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den Kontrollen erreicht wurden. Es deutete sich also an, dass das Ausmaß der ADCC der 

kranken Spender sehr heterogen und ein weiteres Differenzieren innerhalb dieser Gruppe 

vonnöten war. 

Die Fähigkeit des EGFR-spezifischen IgA2.0 Neutrophile zu ADCC von A431 (800000 
Neutrophile, 20000 Tumorzellen, E.T Ratio 40:1) zu aktivieren, wurde mittels Impedanz-Assay 
untersucht. Neutrophile wurden mittels MACS aus dem peripheren Blut gesunder Spender 
(blau) und HNSCC Patienten (rot) isoliert. Dargestellt sind die Ergebnisse von je elf kranken 
und gesunden Spendern jeweils mit Triplikaten (A) (+/- SEM als “normalized Cell Index) und 
4, 6 und 24 h nach Behandlung (B) als Box und Whisker Blot mit allen Datenpunkten (Vergleich 
mittels ungepaartem t-Test) (modifiziert aus Valcenko et al. 2024). 
 
 

 

 
 
 
Nach dem Differenzieren in verschiedene Tumorstadien zeigte sich je nach T-Stadium ein 

unterschiedliches ADCC-Ausmaß (Abb. 30). Die ADCC für T4 war dabei den der kleineren 

Tumorstadien stets unterlegen und die Kurve für T4 sank in den ersten 6h nach Antikörper- 

und Zellzugabe zwar ähnlich stark wie bei T1 bis T3 ab, gefolgt von einem Anstieg auf 

Ausgangswerte der nCI, was auf kaum stattfindende ADCC hindeutete.  

Beim Vergleich von T4 und <T4 (siehe Abb. 30 A) blieb die Kurve von <T4 im Verlauf niedrig 

und der Anstieg auf Ausgangswerte wie bei T4 blieb aus. Passend dazu konnten in Abb. 30 B 

für T4 stets höhere nCI-Werte und sogar eine Signifikanz für 24h nach Zell- und Antikörper-

Zugabe abgelesen werden (p=0.0118). Auch beim Vergleich T2 gegen T4 und T3 gegen T4 

(Abb. 30 C und D) zeigte sich das gleiche Bild. Vor allem die nCI-Kurve für T2 waren hierbei 

sehr schmal und kaum ansteigend. Da sowohl für T2 als auch T3 nur zwei Spender vorhanden 

Abbildung 29: Der Vergleich der IgA2.0-abhängigen ADCC der Neutrophilen zwischen 
kranken und gesunden Spendern zeigt keinen Unterschied 
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waren, wurde an dieser Stelle auf eine Gegenüberstellung der Impedanzen mit T4 nach 4, 6, 

und 24h verzichtet. 

Auch der Vergleich T1 gegen T4 (Abb. 30 E und F) zeigte das gleiche Bild. Vor allem nach 6 

(p=0.0032) und 24h (p=0.0005) war der normierte Zellindex für T1 hochsignifikant niedriger 

und somit die ADCC für T1 ausgeprägter.  

 

T4 (n=4) zeigt eine schlechtere ADCC als <T4 (n=7), T1 (n=3), T2 (n=2) und T3 (n=2) mit 
statistischer Signifikanz beim Vergleich T1 gegen T4 und <T4 gegen T4; Ergebnisse von 
insgesamt elf kranken Spendern jeweils mit Triplikaten (A, C, D, E) (+/- SEM als “normalized 
Cell Index); Vergleich der nCI, dargestellt als Box und Whisker Blot mit allen Datenpunkten 
nach 4, 6 und 24h nach Antikörper-Zugabe mittels ungepaartem t-Test (B, F) (* für p < 0.05, ** 
p < 0.01, *** p < 0.001) (modifiziert nach aus Valcenko et al. 2024). 
 

 

 

Abbildung 30: Vergleich der ADCC-Fähigkeit mit IgA2.0 und Neutrophilen für die 
Tumorstadien T4 gegen <T4 (A und B), T2 gegen T4 (C), T3 gegen T4 (D) und T1 gegen 
T4 (E und F) 
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Auch in Anbhängigkeit des N-Stadiums ließen sich innerhalb der HNSCC-Spender beim 

IgA2.0-abhängigen ADCC Unterschiede feststellen (Abb. 31). Dabei fiel bei den Patienten mit 

Lymphknotenmetastasen erneut eine große Spannweite bei den normierten Zellindices auf. 

Eine Signifikanz für vier, sechs, und 24h nach Zell- und Antikörperzugabe gab es jedoch nicht. 

 

Die Impedanz-Kurve der N0-Spender ist schmaler und flacherbleibend (A) (+/- SEM als 
“normalized Cell Index). Es zeigt sich nach 4, 6, und 24h nach Zell- und Antikörper-Zugabe 
kein signifikanter Unterschied zwischen den Impedanzen (B) (Darstellung der nCI nach 4, 6 
und 24h nach Antikörper-Zugabe mit Box und Whisker Blot mit allen Datenpunkten mittels 
ungepaartem t-Test) 
 

In Vitro schien sich somit mit einem höher werdendem Tumorstadium die IgA2.0-vermittelte 

ADCC mit Neutrophilen aus dem Blut der HNSCC-Patienten zu verschlechtern. Bei den 

Patienten mit Lymphknotenmetastasen zeigte sich eine stärkere Streuung der Impedanz-

Werte. 

 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 31: Vergleich des IgA2.0-abhängigen ADCC zwischen N0 (n=4) und N>0 (n=7) 
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4.5 Unterschiede bei der Expression verschiedener Oberflächenproteine 
der Neutrophilen vom Impedanz-Assay   
 

Eingangs wurde auf die Bedeutung einer Vielzahl verschiedener Proteine auf der Oberfläche 

von Neutrophilen eingegangen, deren relative Fluoreszenzintensität mittels 

Durchflusszytometrie gemessen wurde. Im Folgenden wurde in Bezug auf die Spender, mit 

deren Neutrophilen der Impedanz-Assay vollzogen wurde, untersucht, ob sich die Expression 

dieser je nach Spender-Gruppe unterschied.  

Beim IgA2.0-abhängigen Impedanz-Assay konnte kein Unterschied zwischen den kranken und 

gesunden Spendern gefunden werden. Die Subset-Verteilung sowie die Expression der 

verschiedenen untersuchten Proteine zeigten passend dazu jeweils gleiche Ausprägungen 

(Abb. 32). Viele der untersuchten Proteine wurden in beiden Gruppen nur wenig exprimiert, 

insbesondere LOX1, CD184, ADAM8 und CD54 ließen sich kaum finden. Auch fiel eine breite 

Streuung der einzelnen Werte für verschiedene Proteine auf und es ließ sich vor allem bei den 

Bestandteilen des MAC-1-Komplexes (CD18 sowie CD11b), aber auch für CD147, CD177 und 

CD62L eine große Spannweite feststellen.  
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Neutrophile von HNSCC-Patienten (n=11) und gesunden Spendern (n=11) wurden aus 
peripherem Blut isoliert und mittels direkter Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie 
analysiert. Die Ergebnisse sind dargestellt als "RFI" als Box und Whisker Blot mit allen 
Datenpunkten. Signifikanzen wurden berechnet mittels ungepaartem t-Test und angeben mit * 
für p < 0.05 

Abbildung 32: Der Vergleich der prozentualen Verteilung für das CD177-positive- und 
negative Subset (A) sowie für die Expression verschiedener Oberflächenproteine (B – 
N) der kranken und gesunden ADCC-Spender zeigt keinerlei signifikante Unterschiede 
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Eingangs wurde auf einen möglichen positiven Einfluss des CD177-positiven Subsets 

verwiesen, und tatsächlich konnte beim Differenzieren in die CD177-Subsets (Abb. 33) sowohl 

bei den Neutrophilen der kranken (p=0.0045) als auch der gesunden Spender (p=0.0003) auf 

den positiven Neutrophilen eine höhere Expression an CD89 festgestellt werden. Das positive 

Subset hatte offenbar mehr von dem Protein, das für die Ausbildung der IgA-vermittelten 

immunologischen Synapse unentbehrlich ist. Auch die Bestandteile des MAC-1-Komplexes, 

CD18 (nur bei den gesunden Spendern) (p=0.0084) und CD11b (pHNSCC=0.0028; 

pgesund=0.0042), sowie CD62L (pHNSCC=0.0483; pgesund=0.0306) waren auf den CD177-positiven 

Neutrophilen stärker exprimiert. Diese Unterschiede waren hochsignifikant, aber gering 

ausgeprägt. Schlussfolgerungen aufgrund dieser Unterschiede für die ADCC-Fähigkeit ließen 

sich nicht ableiten, da im Impedanz-Versuch keine Trennung zwischen positiven und negativen 

Subsets stattfand. Dabei ist anzumerken, dass es ebenfalls keine signifikanten Unterschiede 

bei der Subsetverteilung gab und sowohl kranke als auch gesunde Spender ungefähr gleiche 

Anteile CD177-positive und -negative Neutrophile besaßen. Auch hier war die Spannweite 

passend zur Literatur sehr groß (Matsuo et al. 2000; Eulenberg-Gustavus et al. 2017; 

Dahlstrand Rudin et al. 2021). 
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Neutrophile von HNSCC-Patienten (n=11) und gesunden Spendern (n=11) wurden aus 
peripherem Blut isoliert und mittels direkter Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie 
analysiert. Für die phänotypische Charakterisierung erfolgte die Aufteilung der Neutrophilen in 
das CD177-positive und -negative Subset.  Die Ergebnisse sind dargestellt als "RFI" als Box 
und Whisker Blot mit allen Datenpunkten. Signifikanzen wurden berechnet mittels 
ungepaartem t-Test und angeben mit * für p < 0.05, ** für p < 0.01, *** für p < 0.001 (aus 
Valcenko et al. 2024). 
 
 
Passend zum Vergleich der Impedanz zwischen T4 und < T4 wurde die Expression der 

verschiedenen untersuchten Proteine ebenfalls zwischen diesen beiden Gruppen verglichen 

(Abb. 34). Dabei war lediglich die Expression von CD62L auf den Neutrophilen der Spender 

mit T4-Tumoren signifikant im Vergleich zu denen mit <T4 erhöht (p=0.0128). Wie im Kapitel 

2 erwähnt, wird dieses erst im Verlauf des Lebens eines Neutrophilen von der Zelloberfläche 

entfernt und das vermehrte Vorhandensein spricht somit für ein jüngeres Alter und 

möglicherweise für eine Unreife der Neutrophilen. Damit könnte auch die verschlechterte 

ADCC in Einklang gebracht werden. 

 

Abbildung 33: Vergleich der Expression der Proteine zwischen kranken und gesunden 
Spendern mit Fokus auf die CD177-Subsets 
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Die Neutrophilen von HNSCC-Patienten wurden aus peripherem Blut isoliert und mittels 
direkter Immunfluoreszenz und Durchflusszytometrie analysiert. Für die phänotypische 
Charakterisierung erfolgte eine Einteilung nach Tumorstadium mit T4 Patienten (n=4) und nicht 
T4-Patienten (<T4, n=7). Die Ergebnisse sind dargestellt als "RFI" als Box und Whisker Blot 
mit allen Datenpunkten. Signifikanzen wurden berechnet mittels ungepaartem t-Test und 
angeben mit * für p < 0.05 (aus Valcenko et al. 2024). 
 

 
 
 
 
 

Abbildung 34: Die Neutrophilen der Spender mit T4-Tumoren exprimieren mehr CD62L 
als die mit T1 bis T3 
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4.6 Unterschiede bei der ADCC in Abhängigkeit des verwendeten 
Antikörpers 
 
 

Eingangs wurde Panitumumab erwähnt als klinisch etablierter, EGFR-bindender IgG2, der 

zusätzlich zur Chemotherapie bei metastasierten HNSCC oder beim Rezidiv die Progression 

der Tumorerkrankung hemmen, aber nicht das Überleben verlängern kann. Dieser ist jedoch 

nicht für die Therapie von HNSCCs zugelassen, sondern findet nur bei der Therapie 

metastasierter kolorektaler Karzinome Einsatz (Vermorken et al. 2013; Musch 2008). Die 

ADCC-Kompetenz dieses klinisch bereits etablierten Antikörpers wurde im Folgenden mit der 

des IgA2.0 innerhalb verschiedener Gruppen verglichen.  

In Abb. 35A und B wurde die IgA2.0-abhängige (rot) mit der Panitumumab-abhängigen ADCC 

(grün) für HNSCC-Spender miteinander verglichen. Dabei fiel direkt auf, dass die 

Panitumumab-Kurve kaum und nur transient abfiel, und dann wieder ein Anstieg auf nahezu 

initiale Werte wie vor der Zell- und Antikörper-Zugabe zu verzeichnen war. Offensichtlich fand 

hier wenig Panitumumab-abhängiges Tumorzell-Killing statt und höchstens ein Teil der 

Tumorzellen wurde lysiert, der Rest wurde aufgewirbelt, hat sich dann erneut an den Boden 

des Wells abgesetzt und ist konfluiert. Gleiches galt für die Kurve von Panitumumab (grün) in 

Abb. 35 C, E, G, I, K, M und O. Egal, welche Gruppe man also betrachtet, HNSCC- oder 

gesunde Spender, Tumor kleiner oder gleich T4, ohne oder mit Lymphknotenmetasasen, 

männliche oder weibliche HNSCC-Spender: Es fand wenig Panitumumab-abhängige ADCC 

statt.  

Anders sah es bei der IgA2.0-vermittelten ADCC aus. In Abb. 35 A zeigte sich für die HNSCC-

Spender für IgA2.0 ein Abfall und mit kaum vorhandenem erneutem Ansteigen der Kurve (rot) 

ohne Überschneidung mit der Kurve für Panitumumab (grün). Sowohl für vier, sechs, und 24h 

nach Antikörper-und Zellzugabe (35 B) war die nCI für die IgA2.0-abhängige ADCC 

hochsignifikant niedriger und somit der IgA2.0 überlegen (p4h<0.0001; p6h<0.0001; 

p24h<0.0001). Bei den gesunden Spendern zeigte sich Ähnliches (Abb. 35 C und D), mit dem 

Unterschied, dass hier erst nach sechs und nicht schon nach vier Stunden ein signifikanter 

Unterschied der nCI vorhanden war (p6h=0.0015; p24h<0.0001). 

Auch innerhalb der Gruppe der HNSCC-Spender mit T<4 (Abb. 35 E und F) (p6h=0.0185; 

p24h=0.0019) sowie bei denen mit N0 (Abb. I und J) (p6h=0.0028; p24h<0.0001) zeigte sich klar 

die Überlegenheit des IgA2.0 mit schmaler, stark abfallender und kaum erneut ansteigender 

Kurve für IgA2.0. Insbesondere die IgA2.0-Kurve für N0 war sehr schmal. Anders sah es bei 

den HNSCC-Spendern mit T4 und N>0 aus. Bei den HNSCC-Spendern mit T4 (Abb. 35 G und 

H) zeigte sich nicht nur für Panitumumab kaum ADCC, sondern auch mit dem IgA2.0. Ausdruck 

dieser Tatsache war das erneute starke Ansteigen beider Kurven nach dem transienten Abfall 
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auf Ausgangswerte. Signifikante Unterschiede für vier, sechs und 24h nach Zell- und 

Antikörperzugabe waren ebenfalls nicht vorhanden. Auch bei den HNSCC-Spendern mit N>0 

(Abb. 35 K und L) war die IgA2.0-Kurve nach transientem Abfall wieder ansteigend, was auf 

nur im geringen Ausmaß stattfindende ADCC hindeutete. Ab Stunde 35 schienen die Kurven 

sich sogar zu überschneiden. Hier gab es jedoch zumindest für sechs und 24h nach 

Antikörper- und Zellzugabe signifikante Unterschiede bei den nCIs (p6h=0.0397; p24h=0.0073). 

In Abb. 35 M und N fand sich der ADCC-Vergleich für die männlichen HNSCC-Spender und in 

Abb. 35 O und P für die weiblichen. Bei den männlichen schien IgA2.0-abhängig kaum ADCC 

stattzufinden. Die IgA2.0-Kurve stieg nach Stunde 30 stark an und schnitt die Panitumumab-

Kurve. Nichtsdestotrotz gab es einen signifikanten Unterschied der nCI, jedoch nur 24h nach 

Antikörper- und Zellzugabe (p24h=0.0065). Ganz anders sah es bei den weiblichen HNSCC-

Spenderinnen aus. Bei keiner anderen Gruppe war der Unterschied zwischen der IgA2.0- und 

Panitumumab-Kurve so deutlich wie hier. Während die Panitumumab-Kurve nur kurz schwach 

abfiel und wieder Ausgangswerte erreichte, fiel die IgA2.0-Kurve sehr stark ab bis Stunde 30, 

um dann nahezu unverändert niedrig weiter zu verlaufen. Dabei war die Kurve sehr schmal, 

auch im Vergleich zu den anderen IgA2.0-Kurven. Passend dazu fanden sich sowohl für vier, 

sechs und 24h nach Zell- und Antikörperzugabe signifikant niedrigere nCI-Werte (p4h=0.025; 

p6h=0.002; p24h=0.0003). 

Abb. 35 verdeutlicht somit die Überlegenheit des IgA2.0 im Vergleich zu Panitumumab in 

Hinblick auf die ADCC-Kompetenz. Diese ließ sich am stärksten bei den weiblichen HNSCC-

Spenderinnen sehen, aber auch bei der Gesamtheit aus HNSCC- und gesunden Spendern, 

sowie bei denen mit T<4 und N0. Bei den HNSCC-Spendern mit N>0 und T4 schien diese 

Überlegenheit weniger zu werden bzw. gänzlich zu verschwinden. Zudem fiel auf, dass bei 

den weiblichen HNSCC-Spenderinnen der Unterschied zwischen IgA2.0 und Panitumumab 

viel klarer war als bei den männlichen, wo kaum mehr ein Unterschied festzustellen war. 
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Die Kurven in A, C, E, G, I, K, M und O zeigen die mittels SEM miteinander verrechneten 
Kurven der Tripletts der verschiedenen Spender, Abbildungen B, D, F, H, J, L, N und O die 
zugehörigen nCIs für 4, 6, und 24h nach Zell- und Antikörperzugabe und sind mit Box und 
Whisker Blot mit allen Datenpunkten dargestellt und mittels ungepaartem t-Test verglichen 
(IgA2.0 ist rot, Panitumumab ist grün). 
A und B zeigt das Ausmaß der ADCC für die HNSCC-Spender (n=11) und C und D für die 
gesunden (n=11). E und F zeigt die HNSCC-Spender mit T<4 (n=7) und G und H die HNSCC 
Spender mit T=4 (n=4). I und J zeigt die HNSCC-Spender mit N0 (n=4) und K und L mit N>0 
(n=7). M und N zeigt die männlichen HNSCC-Spender (n=6) und O und P die weiblichen (n=5) 
(* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001) (aus Valcenko et al. 2024). 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 35: Vergleich der IgA2.0- und Panitumumab-abhängigen ADCC zeigt die 
Überlegenheit des IgA2.0 
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4.4 ADCC in Abhängigkeit des CD177-Subsets 
 
 

Tumor-assoziierte Fibroblasten exprimieren PDPN, dessen Aktivierung zu einer Fibroblasten-

Proliferation führt, das Tumorwachstum fördert und die Infiltration durch Leukozyten hemmt.  

CD177 ist ein funktioneller Antagonist des PDPNs und könnte auf die Fibroblasten-

Proliferation und die Ausbildung des TMEs Einfluss nehmen (Astarita et al. 2020). Ein positiver 

Einfluss des Subsets konnte schon beim Mamma-Karzinom gezeigt werden; CD177 steht in 

Verbindung mit einer besseren Prognose, geringerem Rezidivrisiko und seltenerer 

Metastasierung. Dabei hemmt das CD177-Subset die Transkription von Beta-Catenin, welches 

selbst Einfluss auf die Proliferation von Epithelzellen nimmt (Kluz et al. 2020). Das Fehlen von 

CD177 in Magen- Kolon-, und Cervixkarzinomen steht im Zusammenhang mit einer 

schlechteren Prognose (Dalerba et al. 2011; Toyoda et al. 2013; Liao et al. 2023). Kaneko et 

al. konnten im Jahr 2022 zeigen, dass sich bei HPV-positiven HNSCC das TME der Rezidive 

von dem der Primärtumoren unterscheidet. Im TME der Rezidive konnten mehr Tumor-

assoziierte Fibroblasten, Extrazellularmatrix sowie Neutrophile gefunden werden. Gleichzeitig 

konnten in den Rezidiven mehr CD177-positive Neutrophile gefunden werden. 

Zentral ist nun die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen dem Anteil CD177-positiver 

Neutrophilen und deren ADCC-Kompetenz einer antikörperabhängigen, zellvermittelten 

Zytotoxizität (ADCC) besteht (Abb. 36). Nur bei den Neutrophilen der gesunden, nicht jedoch 

bei denen der HNSCC-Spender gab es einen Unterschied bei der IgA2.0-abhängigen ADCC. 

Bei diesen war die Gruppe mit einem Anteil von CD177-positiven Neutrophilen kleiner 40% 

denen mit mehr als 75% überlegen (Abb. 36 A und B). Die Kurve mit dem CD177-Subet kleiner 

40% fiel bis Stunde 30 stärker ab und stieg dann schwächer an. Die beiden Kurven 

überschnitten sich nahezu gar nicht (Abb. 36A). Dies zeigte sich zudem mit signifikanten 

Unterschieden der nCI nach 4 und 6 Stunden nach Antikörper- und Zellzugaben (p4h=0.0473; 

p6h=0.0419). Nach 24h Stunden fehlte diese Signifikanz (Abb. 36B). Einen solchen 

Unterschied gab es bei den Neutrophilen der HNSCC-Spender nicht (Abb. 36 C und D). Hier 

gab es keinerlei signifikante Unterschiede und das CD177-Subset schien keine Rolle zu 

spielen. Bei den HNSCC-Spendern wurde das IgA2.0-abhängige und das Panitumumab-

vermittelte ADCC zum einen bei den hoch-positiven Neutrophilen (CD177-Subset größer als 

75%; Abb. 36 E und F) und bei den niedrig-positiven Neutrophilen (CD177-Subset kleiner als 

40%; Abb. 36 G und H) verglichen. Hier zeigte sich in beiden Gruppen weiterhin die 

Überlegenheit des IgA2.0. Der IgA2.0 war unabhängig vom untersuchten Subset signifikant 

effektiver darin Neutrophile für ADCC zu aktivieren als Panitumumab. Die nCI war in beiden 

Gruppen für IgA2.0 nach 6 und 24h signifikant niedriger. Bei der niedrig-positiven Gruppe war 

die Signifikanz nach 24h größer als bei der hoch-positiven. (CD177-negativ p6h=0.0245; 

p24h=0.0032; CD177-positiv p6h=0.0277; p24h=0.0159). 



 91 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

A und B zeigen die IgA2.0-abhängige ADCC der gesunden Spender mit CD177-Subset > 75% 
(n=5) und < 40% (n=5). C und D zeigen die IgA2.0-abhängige ADCC der HNSCC-Spender mit 
CD177-Subset > 75% (n=5) und < 40% (n=6). E und F sowie G und H die ADCC in 

Abbildung 36: Vergleich der ADCC in Abhängigkeit des CD177-Subsets 
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Abhängigkeit des verwendeten Antikörpers, also IgA2.0 oder Panitumumab bei den HNSCC-
Spendern mit CD177 > 75% (E und F; n=5) sowie CD177 < 40% (G und H; n=6). 
Die Kurven in A, C, E, und G zeigen die mittels SEM miteinander verrechneten Kurven der 
Tripletts der verschiedenen Spender. Abbildungen B, D, F, H zeigen die zugehörigen nCIs für 
4, 6, und 24h nach Zell- und Antikörperzugabe und sind als mit Box und Whisker Blot mit allen 
Datenpunkten dargestellt (Vergleich mittels ungepaartem t-Test; (* p < 0.05, ** p < 0.01). 
(aus Valcenko et al. 2024) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 93 

5. Diskussion 
 
Neutrophile sind für die angeborene Abwehr von bakteriellen Erregern essenziell und 

beeinflussen maßgeblich andere Zellen des Immunsystems. Lactoferrin, das von Neutrophilen 

freigesetzt wird, hat eine chemotaktische Wirkung auf dendritische Zellen, welche dann als 

Antigen-präsentierende Zellen fungieren. Zudem fördern Neutrophile die Reifung von 

natürlichen Killerzellen, die Phagozytose und Interleukinfreisetzung seitens Makrophagen, die 

Reifung und Aktivierung von B-Zellen sowie die Differenzierung bestimmter TH-Zellen (Yang et 

al. 2009; Mantovani et al. 2011; Soehnlein et al. 2009; Jaeger et al. 2012; Scapini et al. 2007; 

Abdallah et al. 2011).  

Darüber hinaus sind sie wesentlicher Bestandteil des TMEs von epithelialen Kopf-Hals-

Tumoren und können hier entweder als N1 Tumor-hemmend oder als N2 Tumor-fördernd und 

immunsuppressiv vorliegen (Masucci et al. 2019). Zhu et al. konnten 2024 zeigen, dass eine 

hohe N2-Infiltration des HNSCCs mit einer fortgeschrittenen Erkrankung, einem größeren T-

Stadium und einer schlechteren Prognose einhergeht. Für die Infiltration mit N1 zeigten sich 

umgekehrte Verhältnisse. Es stellt sich somit die Frage, wie die Entstehung und der Progress 

der Tumorerkrankung und das dabei entstehende TME die Neutrophilen, deren ADCC-

Kompetenz und deren Phänotyp beeinflusst und wie man sich deren Tumor-supprimierenden 

Fähigkeiten am besten zunutze machen könnte.  

Die Verwendung eines IgA-Antikörpers, seine höhere Affinität zum FcaRI, die gleichzeitige 

Bindung an zwei Fc-Rezeptoren, das daraus resultierende verstärkte Signaling in den 

Neutrophilen sowie das Fehlen inhibitorischer Fc-Rezeptoren in der IgA-vermittelten ADCC 

könnten entscheidend dafür sein, die ADCC-Funktion neutrophiler Granulozyten optimal zu 

nutzen und damit die Prognose von Patienten mit HNSCC zu verbessern und neue 

therapeutische Ansätze zu entwickeln (Mazengera et al. 1990; Bruhns et al. 2009; Herr et al. 

2003; Ustyanovska Avtenyuk et al. 2020; Treffers et al. 2019). 

 

 
5.1 Kernaussagen und Limitationen 
 
 

Die wesentlichen Aussagen dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:  

Zum ersten Mal wurde gezeigt, dass der IgA2.0 nicht nur mit den Neutrophilen von gesunden, 

sondern auch von HNSCC-Spendern in gleichem Ausmaß ADCC betrieb, und dabei dem 

klinisch etablierten Panitumumab in allen Gruppen überlegen war. Signifikante Unterschiede 

des Phänotyps zwischen krank und gesund gab es in der ADCC-Kohorte nicht. Beim CD177-

Subset-abhängigen Vergleich zeigten sich sowohl bei kranken als auch bei gesunden 

Spendern innerhalb der CD177-Subsets, aber auch zwischen der gesunden und kranken 
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Gruppe signifikante phänotypische Unterschiede. Die stadienbezogene Auswertung der 

IgA2.0-vermittelten ADCC innerhalb der HNSCC-Gruppe offenbarte eine eingeschränkte 

ADCC-Kompetenz bei T4-Patienten mit signifikant erhöhter CD62L-Expression.  

Einen CD177-Subset-abhängigen Unterschied der IgA2.0-abhängigen ADCC zeigte sich nur 

bei den gesunden, nicht jedoch bei den kranken Spendern. Die CD177-Expression war bei 

Spendern mit T4-Tumoren, bei den über 70 Jahre alten und bei den männlichen Patienten 

signifikant erhöht. Ein höheres Tumorstadium und ein höheres Patientenalter gingen mit der 

Tendenz höherer Protein-Expressionen einher und wiesen zahlreiche signifikante 

Unterschiede auf, darunter erneut eine höhere CD62L-Expression. Beim 

geschlechterspezifischen Vergleich zwischen krank und gesund gab es nur bei den Männern 

zahlreiche signifikante Unterschiede. 

Was die Aussagekraft der ADCC-Daten schmälert, ist die geringe Fallzahl. Leider wurden nicht 

von allen Spendern, mit deren Neutrophilen eine Durchflusszytometrie vollzogen wurde, ein 

Impedanz-Assay vollzogen, was die Zweiteilung des Ergebnis-Teils begründet. 

Nichtsdestotrotz konnten signifikante Unterschiede bei der ADCC und dem Phänotyp 

herausgearbeitet und miteinander in Verbindung gesetzt werden. Die ADCC-Unterschiede 

haben sich besonders gut gezeigt, weil der Impedanz-Assay mit 24h eine lange Beobachtung 

ermöglicht, bei welcher auch ersichtlich ist, wenn die Tumorzellen wieder konfluieren und 

auswachsen. In dieser Arbeit wurde nicht nur der Phänotyp der Neutrophilen, sondern allem 

voran die Funktionalität der Neutrophilen untersucht. Dabei wurden Isolations- und 

Aufreinigungsmethoden so gewählt, dass kein Bias besteht und die Neutrophilenpopulationen 

in ihrer Gänze erfasst wurden. 

 

5.2 Zusammenhang zwischen Tumorprogression und Neutrophilenfunktion 
 

Das Epithel stellt eine essenzielle physikalische und immunologische Barriere gegenüber der 

Umwelt dar. Kommt es zu einer Läsion, etwa durch mechanische Reizung, Infektion oder 

Tumorinfiltration, wird eine schnelle Immunantwort initiiert. In diesem Rahmen werden 

verschiedene Immunzellen, darunter neutrophile Granulozyten, dendritische Zellen und 

insbesondere Makrophagen, an die geschädigte Stelle rekrutiert. Makrophagen übernehmen 

dabei nicht nur phagozytische Funktionen, sondern tragen auch aktiv zur temporären 

Wiederherstellung der Barrierefunktion bei, indem sie die Läsion abdecken und so das 

unkontrollierte Eindringen von Pathogenen verhindern. Dieser frühe Schutzmechanismus ist 

entscheidend, um eine systemische Ausbreitung von Mikroorganismen zu vermeiden und 

gleichzeitig die Voraussetzungen für eine geordnete Wundheilung zu schaffen. Dies wird 

vermittelt über verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren (Zhou et al. 2018; Greten et al. 

2019). Bei einer Entartung von Epithelzellen passiert im Wesentlichen das gleiche. Ist die 



 95 

Epithelläsion eine kleine und die Hypoxie vor Ort schwach ausgeprägt, so können 

Gewebsmakrophagen migrieren und sich vor Ort vermehren (Loyher et al. 2018, Zhu et al. 

2017). Die Progression des Tumorwachstums verstärkt durch lokalen Zelltod und Stress die 

Entzündung und es werden zunehmend inflammatorische Zellen, darunter Monozyten und 

Neutrophile aus Blut und dem Knochenmark rekrutiert. Die Vermehrung der 

Gewebsmakrophagen vor Ort wird eher durch Wachstumsfaktoren, darunter CSF-1 

beeinflusst, wohingegen die Vermehrung der aus dem Blut und Knochenmark stammenden 

Zellen vor allem durch Zytokine beeinflusst wird (Greten et al. 2019). Kleine kanzeröse 

Läsionen führen möglicherweise nur zu lokalen, größere maligne Tumoren gar zu 

systemischen Entzündungsreaktionen. Dieser Wechsel von lokal zu systemisch könnte die 

Funktion der peripheren Neutrophilen beeinflussen. In Plattenepithelkarzinomen konnte 

bereits eine Produktion von G-CSF durch den Tumor festgestellt werden. Dieses Tumor-

derived G-CSF fördert die Tumorprogression und Metastasierung, unter anderem durch einen 

Anstieg der peripheren Neutrophilen und Förderung der Tumorzellproliferation (Kemuriyama 

et al. 2023). Der G-CSF-vermittelte Neutrophilenanstieg in der Peripherie entspricht einer 

Notfall-Granulopoese wie im Rahmen einer schweren systemischen Infektion (Manz et al. 

2014; Quail et al. 2022). Solche im Rahmen einer Notfall-Granulopoese entstehenden 

Neutrophilen können die Aktivierung und Proliferation von CD4-positiven Helferzellen mindern 

und haben somit immunsupprimierende Eigenschaften (Kwok et al. 2023). Auch die Produktion 

von ROS seitens dieser Neutrophilen ist beeinträchtigt (Stephan et al. 2025). Passend dazu 

konnten Gutschalk et al. bereits im Jahr 2006 zeigen, dass in HNSCCs unter dem Einfluss von 

G-CSF und GM-CSF verstärkt eine Angiogenese vonstattengeht und eine stärkere Infiltration 

des Tumors mit Immunzellen vorliegt. Die Abwesenheit von G-CSF und GM-CSF führt hierbei 

nicht direkt zu einem langsameren Tumorwachstum, aber zu geringerer Infiltration mit 

Immunzellen, geringerer Angiogenese und somit zur Entstehung nekrotischer Tumorareale.  

Die Entstehung eines malignen Tumors fördert nicht nur eine Entzündungsreaktion, sondern 

die Entzündung auch das Tumorwachstum. Dieses wird unter anderem durch IL6, IL1, IL8, 

IL17, TNFa und TNFy vermittelt (Xia et al. 2015).  

Zytokine können gegensätzliche Wirkungen auf Neutrophile haben je nach Zytokin und 

aktiviertem Rezeptor des Neutrophilen. Eingangs wurde TGF-beta erwähnt, welches eine 

Differenzierung Neutrophiler zu N2, also zu pro-Tumor-Neutrophilen bewirken kann (siehe 

Kap. 2.3.5). Im gesunden Epithel bewirkt TGF-Beta Zellzyklusarrest und Apoptose. Dies gilt 

auch für HNSCCs in frühen Stadien (Pang et al. 2018; White et al. 2014). In Tumorzellen von 

HNSCC sowie im umliegenden Epithel ist es verstärkt exprimiert und bewirkt im Verlauf eine 

gegenteilige, die Proliferation des Tumors fördernde und chemotaktische Wirkung auf 

Immunzellen (Lu et al. 2004). Im Einflussfeld von N2-polarisierten Neutrophilen kommt es zur 

Induktion der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT), was mit einem Verlust epithelialer 
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Merkmale wie Zellpolarität und Zell-Zell-Adhäsion sowie dem Erwerb mesenchymaler 

Eigenschaften einhergeht. Dieser Phänotypwechsel fördert die Invasivität und Metastasierung 

der Tumorzellen und mindert die Prognose (Liu et al. 2015). Ein größer werdender Tumor 

sowie die in seiner Umgebung liegenden Fibroblasten bilden zunehmend TGF-Beta und es 

entsteht ein Circulus vitiosus, welcher das Tumorwachstum, die Angiogenese, die 

Metastasierung und immunsuppressive Effekte mit sich bringt (Pang et al. 2018). Der Progress 

des HNSCC stimuliert sich selbst und lockt dabei Neutrophile an, die dann Tumor-fördernd 

sind und ihre Tumorzell-supprimierende Wirkung nicht entfalten können (Fridlender et al. 

2009). Auch für IL8 konnte eine Wachstums-fördernder Effekt für HNSCCs gezeigt werden. 

Eine Inhibition von IL8 hat gegenteilige Effekte (Chan et al. 2016). Auch die Neutrophilen 

werden von IL8 angelockt und betreiben verstärke NETose (Teijeira et al. 2021), welche 

wiederum den Wechsel Neutrophiler zu N2, zu den Pro-Tumor-Neutrophilen, auslösen kann 

und Angiogenese-fördernd ist (Guglietta et al. 2016; Masucci et al. 2019). Entzündung fördert 

somit das Tumorwachstum, die Bildung und Chemotaxis von Neutrophilen sowie die 

Polarisation letzterer zu N2. 

Passend dazu hat sich der Neutrophilen-Lymphozyten-Quotient (NLR) im peripheren Blut als 

möglicher prognostischer Marker für HNSCCs herausgestellt. Ein erhöhter NLR vor 

Behandlung ging mit einer schlechteren Prognose einher (Yu et al. 2018). Bedenkt man, dass 

sich Tumorgröße und -progress sowie Neutrophile über verschiedene Zytokine vermittelt 

gegenseitig beeinflussen, könnte der NLR gar ein Maß für diese Wechselwirkung sein.  

Vielerlei Rezeptoren auf der Oberfläche neutrophiler Granulozyten sind G-Protein-gekoppelte 

Rezeptoren, darunter CXCR4, auch CD184 genannt, welches maßgeblich an der Freisetzung 

Neutrophiler aus dem Knochenmark ins Blut beteiligt ist (Nevins et al. 2018; De Filippo et al. 

2018). Im Knochenmark kann freigesetztes CXCL12 das CXCR4 auf der Neutrophilen-

Oberfläche binden und so eine Retention im Knochenmark bewirken. Die Neutrophilen 

internalisieren jedoch den CXCR4 nach der Bindung von CXCL12. Es konnte gezeigt werden, 

dass Neutrophile in einem Umfeld ohne CXCL12 den CXCR4 wieder hochregulieren (Martin 

et al. 2003). Es findet also eine homologe Desensitisierung statt, bei welcher die Aktivierung 

eines Rezeptors seine Internalisierung nach sich zieht. Im Gegensatz dazu gibt es auch eine 

heterologe Desensitisierung, bei welcher nach Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten 

Rezeptors auf der Zelloberfläche befindlichen Rezeptoren für andere Zytokine internalisiert 

werden. Diese gegenseitige Beeinflussung wird heterologe Desensitisierung genannt 

(Lämmermann et al. 2019). Es konnte gezeigt werden, dass die IL8-vermittelte Chemotaxis 

einer heterologen Desensitisierung unterliegt. Diese erfolgt jedoch nicht durch Internalisierung, 

sondern durch Phosphorylierung von CXCR1 (Stanton et al. 1999).  

In der Literatur wird die Wirkung einzelner Zytokine beschrieben, teils in vitro, teils in 

Mausversuchen. Diese können jedoch kein Tumormikromilieu in seiner Gänze erfassen mit 
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der Vielzahl seiner verschiedenen Zellen des Tumors samt seiner Umgebung und des 

Immunsystems sowie mit einer Vielzahl verschiedener Botenstoffe, die das Verhalten der 

Neutrophilen beeinflussen. Sobald mehrere Einflüsse, z.B. verschiedene Zytokine auf 

Neutrophile wirken, stellt sich die Frage, welcher dieser überwiegt und wie sich die Aktivierung 

verschiedener Rezeptoren untereinander auswirkt.  

Der Einfluss des TMEs, die Freisetzung von G-CSF und GM-CSF sowie anderer Interleukine 

und deren Einfluss auf die peripheren Neutrophilen, vor allem im Rahmen der Notfall-

Granulopoese könnten eine Erklärung für die verschlechterte ADCC mit den Neutrophilen der 

T4-Spender sein. Was sich zusätzlich zur schlechteren IgA2.0-vermittelten ADCC der 

Neutrophilen dieser gezeigt hat, ist eine höhere Expression von CD62L, auch L-Selektin 

genannt. Dieses wird im Verlauf des Rollings zunehmend von der Neutrophilenoberfläche 

gespalten (Kuhns et al. 1995). Eine geringere Expression deutet also auf einen älteren, 

möglicherweise reiferen Neutrophilen hin, der eine längere Zeit in der Blutzirkulation verbracht 

hat (Casanova-Acebes et al. 2013), im Umkehrschluss könnten die Neutrophilen mit einer 

erhöhten Expression unreifer sein, was auch ihre ADCC-Fähigkeit beeinflussen könnte. Dies 

ist kohärent mit der Freisetzung Neutrophiler im Rahmen der Notfall-Granulopoese. Es konnte 

jedoch bereits gezeigt werden, dass auch unreife, frisch aus dem Knochenmark freigesetzte 

Neutrophile IgA-vermittelt dazu in der Lage sind, Tumorzellen zu lysieren. Für IgG konnte dies 

nicht gezeigt werden (Otten et al. 2005). Die hier angenommene Unreife der Neutrophilen 

erklärt also nicht zweifelsfrei die schlechtere ADCC.  

Derzeit scheint es, als würden sich das Tumorwachstum und Entzündungsprozesse 

gegenseitig befeuern, wobei das Immunsystem, darunter auch die Neutrophilen, im Verlauf 

immer unreifer werden und immer weniger Gebrauch ihrer Fähigkeiten machen, die entarteten 

Zellen aus dem Verkehr zu ziehen, und zunehmend die Vermehrung der Tumorzellen, den 

Übergang von epithelialen zu mesenchymalen Tumorzellen, die Angiogenese sowie die 

Metastasierung fördern. Damit könnte auch in Einklang gebracht werden, wieso die ADCC bei 

den Patienten mit einem T4-Stadium signifikant schlechter verläuft als bei den Spendern mit 

einem T-Stadium < 4. 

Bei einer klinischen Anwendung könnte es also sein, dass die Patienten mit kleineren Tumoren 

mehr von einer Neutrophilen-abhängigen Immuntherapie profitieren. Es stellt sich hierbei die 

Frage, ob es möglich wäre, die Neutrophilen der T4-Patienten auf ein Niveau der Patienten 

mit T1 bis T3 zu heben. Die Neutrophilen selbst bilden und setzen verschiedene Zytokine frei, 

darunter die bereits erwähnten IL8 und TGF-Beta (Fujishima et al. 1993; Grotendorst et al. 

1989). Sogar innerhalb diese Zellgruppe scheint es also Cirucli vitiosi zu geben. Ein Ansatz, 

diese Wechselwirkungen zwischen Neutrophilen und Tumor sowie innerhalb der Gruppe der 

Neutrophilen zu unterbinden, die den Progress der Tumorerkrankung fördern, wäre die 

gezielte Blockade bestimmter Interleukin-Signalwege oder bestimmter Rezeptoren auf der 
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Neutrophilen-Oberfläche. Auch eine Hemmung der NETose könnte positiven Einfluss auf das 

Ansprechen der Therapie haben. Tatsächlich konnte bereits gezeigt werden, dass NETose 

mittels Anakinra, einem IL1-Rezeptor-Blocker, vermindert werden konnte. (Wadehn et al. 

2021). Dies könnte dem Teufelskreis aus NETose und der Polarisation Neutrophiler zu N2 

entgegenwirken. Erhöhte IL1-Spiegel konnten bei HNSCC-Patienten festgestellt werden. Dies 

war zurückzuführen auf das NLRP3-Inflammasom im Tumorgewebe der HNSCCs. Eine 

höhere Expression dessen konnte mit erhöhten IL1-Spiegeln im Blut korreliert werden, eine 

Blockade des NLRP3-Inflammasoms mit niedrigeren IL1-Spiegeln (Chen et al. 2017). Diese 

NLRP3-IL1-Achse könnte ebenfalls einen möglichen Ansatzpunkt für eine Verbesserung der 

ADCC darstellen. In klinischen Studien wurde bereits Dapansutril als NLRP3-Hemmer 

getestet, jedoch im Kontext von unter anderem Gicht und Gicht-Arthritis (Cao et al. 2022). Ein 

Einsatz im Kontext maligner Erkrankungen ist noch nicht erprobt. Auch für TGF-Beta gibt es 

bereits Ansätze zur Blockade. Der tumor-targeting TGF-β-Rezeptor-Blocker, TTB, ist im 

Wesentlichen ein IgG1 kombiniert mit der extrazellulären Domäne des TGF-Beta-II-Rezeptors. 

Für diesen gibt es bereits Hinweise einer Inhibition der Metastasierung sowie der epithelial-

mesenchymalen Transition (Zhou et al. 2018). Ein positiver Effekt der TGF-Beta-Blockade auf 

die Neutrophilen und eine Hemmung des Wechsels dieser zu N2 liegt nahe.  

Auch für die Blockade von CXCR1 und CXCR2 auf der Neutrophilen-Oberfläche gibt es 

Hinweise, dass dies die Polarisation zu N2 mindert. Die CXCR2-Blockade mindert das 

Tumorwachstum, jedoch nicht die Migration der Neutrophilen ins Tumorgewebe. Zudem bleibt 

die Fähigkeit der Neutrophilen, Bakterien zu phagozytieren und zu töten, möglicherweise 

erhalten (Kwak et al. 2024).  

Beide erwähnten Medikamente, sowohl Dapanasutril als auch der TTB sind nicht klinisch bei 

der Krebs-Therapie erprobt, Medikamente für die Blockade von CXCR1 und CXCR2 genauso 

wenig. Um einen positiven Effekt dieser auf die ADCC zu zeigen, bräuchte man, sobald eine 

klinische Zulassung solcher Medikamente gegeben wäre, weitere ADCC-Versuche mit dem 

IgA2.0 mit Neutrophilen von HNSCC-Spendern mit T4 unter Einnahme dieser noch nicht dafür 

zugelassenen bzw. existenten Medikamente im Vergleich zu T4-Spendern ohne diese 

Medikamente. Dies ist jedoch sehr spekulativ. Auch Einflüsse der Hemmung von CXCR1 oder 

2, sowie TGF-Beta und der IL1-Achse auf das Immunsystem sind nicht zu unterschätzen. 

Marker der NETose zum Beispiel konnten zwar mit einer schlechteren Prognose bei einer 

Sepsis in Verbindung gesetzt werden (Chen et al. 2021), dennoch ist ihre Bedeutung für die 

Abwehr von Bakterien, z.B. Staphylococcus aureus nicht zu unterschätzen (Pilszcek et al. 

2010). Ein Eingreifen in die IL1-Achse und dadurch verminderte NETose oder eine Hemmung 

der anderen erwähnten Zytokine und Rezeptoren könnte eine erhöhte Gefahr für Infektionen 

mit sich bringen. Auf der anderen Seite könnte durch die verminderte Polarisation zu N2 die 

Abwehr von Infektionen begünstigt werden.  
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Es bedarf weiterer Untersuchungen zum Einfluss des TMEs auf die Neutrophilen sowie die 

Erprobung von Medikamenten, die präzise die beteiligten Signalwege inhibieren, darunter 

TGF-Beta durch den TTB, das NLRP3-Inflammasom durch Dapansutril im Tumorgewebe, 

CXCR1 und CXCR2 auf den Neutrophilen oder die NETose-Aktivität durch IL1-Blockade 

mittels Anakinra, um so die T4-Neutrophilen auf das Niveau der Neutrophilen der HNSCC-

Spender mit T1 bis T3 zu heben. Die Freisetzung von Interleukinen im Tumor selbst, deren 

Vorhandensein im Blut und deren Wirkung an den Neutrophilen könnten somit als 

Stellschrauben dienen. 

 

 
 
5.3 Unterschiede im Immunsystem zwischen weiblichen und männlichen Spendern und 
ihre Auswirkungen auf die ADCC 
 

In der Vergangenheit wurden in Studien Frauen oftmals ausgeschlossen, nur mit männlichen 

Probanden gearbeitet und die Ergebnisse auf Frauen übertragen (Holdcroft 2007). Dies 

beeinflusst teils bis heute die medizinische Versorgung von Frauen. In dieser Arbeit halten sich 

kranke Frauen und Männer beim Impedanz-Assay ungefähr die Waage (fünf Frauen und sechs 

Männer). Beim Blick auf alle HNSCC-Spender der Durchflusszytometrie sind ungefähr doppelt 

so viel Männer wie Frauen inbegriffen. Dies passt zur Epidemiologie der HNSCCs, welche 

Männer häufiger betreffen als Frauen. Selbst wenn man in Follow-Up-Studien nur die nicht-

rauchenden und nicht-trinkenden Männer und Frauen vergleicht, haben die Männer ein 

ungefähr dreimal höheres Risiko für ein HNSCC (Park et al. 2022). In dieser Arbeit wurden 

Unterschiede zwischen Frau und Mann bei der ADCC und bei der Expression verschiedener 

Proteine auf ihren Neutrophilen herausgearbeitet, die nicht zu vernachlässigen sind. Innerhalb 

aller analysierter Subgruppen war der Unterschied zugunsten der IgA2.0-vermittelten ADCC 

gegenüber Panitumumab am deutlichsten bei den weiblichen HNSCC-Patientinnen 

ausgeprägt. Bei den kranken Männern lässt sich bei diesem Vergleich kaum eine Signifikanz 

nachweisen. Bei der Expression von Proteinen auf den Neutrophilen gibt es zwischen kranken 

und gesunden Männern mehrere signifikante Unterschiede, bei den gesunden und kranken 

Frauen gibt es keinerlei Veränderungen bei diesem Vergleich. Das Alter stellt keinen 

relevanten Confounder in Bezug auf die ADCC-Aktivität dar, da sowohl die weiblichen als auch 

die männlichen HNSCC-Patienten im Median ein vergleichbares Alter von etwa 70 Jahren 

aufweisen. Auch der Menstruationszyklus und dadurch entstandene hormonelle 

Schwankungen als Einflussfaktor fallen bei einem Alter von 70 Jahren weg.  

Es konnte gezeigt werden, dass die Neutrophilen von Frauen und von Männern sich bei einer 

Vielzahl verschiedener mRNAs, Proteine und Phosphorylierung dieser unterscheiden. In 

Neutrophilen von Männern konnten 132 Proteine in höherer Konzentration gefunden werden, 
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darunter vor allem solche, die an Signalwegen beteiligt waren. Bei Frauen waren 30 Proteine 

im Vergleich zu denen der Männer erhöht. Diese waren vor allem Proteine für Lysosomen und 

Proteasomen, also eher Proteine für den Proteinabbau. Bei den Männern waren 32 Proteine 

stärker phosphoryliert als bei Frauen (Pilling et al. 2024). Phosphorylierung und Signalwege 

fanden zuvor bereits als maßgebliche Bestandteile der heterologen Desensitisierung 

Erwähnung. Aber nur das Vorhandensein dieser Proteine und Phosphorylierungen allein sind 

bedingt aussagekräftig. Was letzten Endes zählt, ist die Reaktion auf einwirkende Einflüsse, 

zum Beispiel die des TMEs, oder die der Zytokine. Passend dazu konnten Pilling et al. im Jahr 

2024 zeigen, dass die Neutrophilen männlicher Spender schneller auf bestimmte Einflüsse mit 

Phosphorylierung reagieren als die der weiblichen, was eine schnellere Anpassungsfähigkeit 

seitens der männlichen Neutrophilen nahelegt. Dies passt zur Erkenntnis dieser Arbeit, dass 

nur bei den männlichen, nicht jedoch bei den weiblichen HNSCC-Spenderinnen Unterschiede 

bei der Expression untersuchter Proteine im Vergleich mit gesunden Spendern besteht. Dies 

passt ebenfalls zur Erkenntnis, dass die IgA2.0-abhängige ADCC bei den kranken Männern 

sich weniger gut von der Panitumumab-abhängigen ADCC abgrenzt als bei den kranken 

Frauen, weil die Neutrophilen der kranken Männer möglicherweise stärker auf die 

immunsupressiven Einflüsse des TME und eine systemische Entzündungsreaktion reagieren 

als die der Frauen.  

Es konnte bereits gezeigt werden, dass Frauen ein stärkeres unspezifisches und spezifisches 

Immunsystem haben als Männer, weniger anfällig für Infekte sind, seien diese viral, bakteriell 

oder durch Pilze verursacht, dafür aber auch häufiger unter Autoimmunerkrankungen leiden 

(Jaillon et al. 2019). Diese Unterschiede sind durch hormonelle Unterschiede zu erklären 

(Klein 2004; Moulton 2018) sowie durch die Tatsache, dass das X-Chromosom eine Vielzahl 

an Genen trägt, die Einfluss auf das Immunsystem nehmen und so nicht auf dem Y-

Chromosom zu finden sind (Klein et al. 2016). 

Dabei ist jedoch anzumerken, dass die Unterschiede des Immunsystems zwischen Frau und 

Mann auch altersabhängig sind. So konnte bei Frauen nach der Menopause unter anderem 

ein Abfall von TH-Zellen und B-Zellen festgestellt werden (Gameiro et al. 2010). 

Nichtsdestotrotz ist bei Frauen nach der Menopause die Fähigkeit der T-Zellen, sich zu 

vermehren dennoch besser als bei alten Männern (Hirokawa et al. 2013).  

Auch im Alter und nach der Menopause scheint es also, als wäre das Immunsystem der Frau 

dem des Mannes weiterhin überlegen. Die genauen Unterschiede zwischen dem männlichen 

und weiblichen Immunsystem sind weiterhin Gegenstand der Forschung und werden an 

anderer Stelle genauer eruiert. Der aktuelle Stand der Forschung sowie die Ergebnisse dieser 

Arbeit unterstreichen, dass auch in Zukunft bei weiterer Forschung zu Neutrophilen-

vermittelter Immuntherapie unbedingt auf eine Geschlechts-spezifische Betrachtung geachtet 

werden muss. Denn es scheint, als würden die Neutrophilen weiblicher Spenderinnen besser 
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IgA2.0-vermittelt ADCC betreiben und weniger durch den Einfluss des TMEs und den Einfluss 

erhöhter Zytokine in ihrer Fähigkeit ADCC zu betreiben, eingeschränkt zu werden. 

 

5.4 ADCC in Abhängigkeit des verwendeten Antikörper-Typs 
 
 

Diese Arbeit zeigt die Überlegenheit des IgA2.0 bei der Neutrophilen-vermittelten ADCC. Im 

klinischen Alltag gibt es bislang keine zugelassenen IgAs, die zur Therapie von Krankheiten 

eingesetzt werden, jedoch eine Vielzahl an IgGs, darunter die oben erwähnten Cetuximab, ein 

IgG1, und Panitumumab, ein IgG2 (siehe Kap. 2) (Cottignies-Calamarte et al. 2023). Man 

könnte kritisch anmerken, dass nur ein IgG2 und kein IgG1 in dieser Arbeit mit dem IgA2.0 in 

Hinblick auf seine Fähigkeit, ADCC zu triggern, verglichen wurde. Es konnte jedoch gezeigt 

werden, dass Panitumumab als IgG2 genauso gut dazu in der Lage ist, mit Neutrophilen eine 

ADCC zu vermitteln, wie Vertreter der IgG1-Klasse (Schneider-Merck et al. 2010).  

Der IgG ist der am häufigsten im menschlichen Körper vorhandene Antikörper, der mit der 

höchsten Konzentration im Serum und der mit der längsten Halbwertszeit. Der IgA ist im Serum 

am zweithäufigsten vertreten und liegt hier als Monomer vor. In den Schleimhäuten verhält es 

sich umgekehrt. Die Anwendung eines dimeren IgA-Antikörpers erscheint besonders 

vielversprechend, da IgA in Schleimhäuten physiologisch vorherrscht und Tumoren, die aus 

mukosalen Geweben hervorgehen, direkt an der Eintrittsstelle des Antikörpers exponiert sind. 

Bisherige Arbeiten der Arbeitsgruppe verweisen auf eine effizientere Bindung des dimeren 

IgAs an den FcαRI, welche in Teilen zu einer verbesserten ADCC führte (Schroeder et al. 2010; 

Lohse et al. 2012; Boross et al. 2013; Zwick et al. 2024). 

Sowohl IgG als auch IgA sind gleichwertig, wenn es darum geht, den EGFR zu binden und 

seine Phosphorylierung zu hemmen (Dechant et al. 2007). Dies allein reicht jedoch nicht, um 

die Tumorzelle vollends aus dem Verkehr zu ziehen. Neben der Bindung der Tumorzelle ist 

auch die Bindung zwischen Neutrophilen und Antikörper ausschlaggebend. Der IgA bindet an 

CD89, der IgG an unter anderem CD32b, CD16b und CD32a. Letzteres ist tatsächlich doppelt 

so häufig auf der Neutrophilenoberfläche zu finden, was isoliert betrachtet nicht für den IgA 

spricht. Der IgA hat dafür eine höhere Rezeptoraffinität zu CD89 als IgG zu CD32a (Mazengera 

et al. 1990; Bruhns et al. 2009). Dabei gibt es sogar innerhalb der IgA-Gruppe Unterschiede 

der Affinität. Der IgA2 hat eine höhere Affinität zum CD89 als der IgA1 bedingt durch 

Unterschiede in ihrer Gelenk-Region und durch eine verschiedene Anzahl an Glykosylierungen 

(van Egmond et al. 2001). Passend dazu ist der IgA2 dem IgA1 beim Vermitteln der ADCC 

überlegen (Dechant et al. 2007). Es konnte zudem gezeigt werden, dass IgA2-vermittelt bei 

Neutrophilen eine stärkere NETose ausgelöst wird. Der IgA1 ist mit mehr Sialinsäuren 

versehen. Werden diese entfernt, wird die pro-inflammatorische Wirkung des IgA1 erhöht und 

erreicht ein Niveau des IgA2 (Steffen et al. 2020). Hier deutet sich die Relevanz von 
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Seitenkettenmodifikationen der Antikörper sowie das Potential von Glykoengineering an. 

Dieses könnte auch bei der Verbesserung der Halbwertszeit des IgA eine Rolle spielen.  

Es spricht vieles für eine Überlegenheit des IgAs, wie sie in dieser Arbeit beschrieben wurde. 

Der IgA bindet den CD89 mit einer höheren Affinität als der IgG den CD32a (Mazengera et al. 

1990; Bruhns et al. 2009).  Zudem bindet der IgA nicht nur einen, sondern zwei Fc-Rezeptoren 

an der Neutrophilenoberfläche gleichzeitig (Herr et al. 2003). Die Stöchiometrie ist offenbar 

eine andere. Aus dieser bivalenten Bindung folgt die Aktivierung von vier ITAM-Domains im 

Zellinneren, wohingegen es bei der Bindung eines IgG nur eine ist (Ustyanovska Avtenyuk et 

al. 2020). Eine IgA-vermittelte immunologische Synapse führt so zu einem viel stärkeren 

intrazellulären Signal. Was es für die IgA-vermittelte ADCC nicht gibt, für die IgG-vermittelte 

hingegen schon, ist eine Hemmung durch andere an der Neutrophilen-Oberfläche exprimierte 

Proteine. Für IgG ist dies CD16b, dessen Blockade die IgG-vermittelte ADCC verbessert 

(Treffers et al. 2019). 

Der IgA hat somit den Vorteil der überlegenen ADCC, der IgG dafür eine längere Halbwertszeit. 

Letzteres muss jedoch nicht zwingend ein Vorteil seitens des IgG sein. Beim Cetuximab zeigte 

sich bereits eine Korrelation zwischen seiner Wirkung und dem Auftreten unerwünschter 

Nebenwirkungen, allem voran Hautschäden. Patienten ohne Hautschäden hatten ein höheres 

Progressrisiko. Diese unerwünschte Nebenwirkung ist ein guter Indikator für die Wirksamkeit 

des Cetuximab (Orditura et al. 2009), könnte aber darauf hindeuten, dass die längere 

Halbwertszeit seitens des IgG nicht zwingend ein Vorteil sein muss, und es stellt sich die 

Frage, ob durch eine kürzere Halbwertszeit des Cetuximab seine Nebenwirkungen minimiert 

werden könnten.  

Für die Optimierung der Eigenschaften eines Antikörpers ist das Glykoengineering von 

Bedeutung. Eine Möglichkeit wäre es, einen IgG im Bereich seines Fc-Teiles so zu 

modifizieren, dass seine Fähigkeit ADCC zu triggern, verbessert wird. Dies könnte man durch 

die Addition von Galactosyl- oder Sialinsäure-Gruppen erreichen. Durch die Addition der 

Sialinsäure-Gruppen konnte bereits eine höhere Bindungsafinität von IgG1 zu CD32a gezeigt 

werden, jedoch keine verbesserte ADCC. Galactosyl-Gruppen konnten die Bindungsaffinität 

zu CD32a und das Ausmaß der stattfindenden ADCC verbessern (Thomann et al. 2015). Auch 

CD177 als IgG-Rezeptor könnte in Zukunft eine vermehrte Rolle spielen, denn CD177 ist dazu 

in der Lage, alle IgG-Klassen gleichermaßen mit einer geringen Affinität zu binden, je höher 

die Expression von CD177, desto höher die IgG-Bindungskapazität. Über diese Bindung kann 

tatsächlich auch die ADCC modifiziert werden (Li et al. 2024). Eine Verbesserung dieser 

CD177-modifizierten ADCC birgt ebenfalls Potential, vor allem bei Patienten über 70 Jahren, 

männlichen Patienten und solchen mit einem T4-Stadium, da all diese Gruppen verstärkt 

CD177 auf ihren Neutrophilen exprimieren. 
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Nichtsdestotrotz ist die Überlegenheit des IgA2.0 in dieser Arbeit so eindeutig, dass es 

naheliegend ist, diesen zu verbessern und seinen Einsatz in klinischen Studien zu erproben. 

Die Herstellung und Aufreinigung sowie die Halbwertszeit sind hier Ansatzpunkte. Ein Problem 

bei der Aufreinigung von IgAs ist ihre Fähigkeit, Dimere oder gar Oligomere zu bilden (Beyer 

et al. 2009). Sie tragen am C-terminalen Ende eine Sequenz aus 18 Aminosäuren mit freiem 

Cystein an Stelle 471. Durch die Deletion des Cysteins am C-terminalen Ende konnte diese 

Dimerisierung und die Bildung von Aggregaten unterbunden werden (Brunke et al. 2013). 

Durch das Verhindern dieser Dimerisierung oder gar Aggregation wird die Produktion und 

Herstellung vereinfacht (Brunke et al. 2013; van Tetering et al. 2020). Die Halbwertszeit von 

Antikörpern vom Typ IgA wird maßgeblich durch ihre Glykosylierung beeinflusst. Diese ist beim 

IgA um einiges variabler als beim IgG, was die Halbwertszeit mindert (Mattu et al. 1998). Am 

Abbau des IgA sind Asialoglykoprotein-Rezeptoren beteiligt, deren Hemmung die 

Halbwertszeit verlängert (Boross et al. 2013). Die Entfernung N-terminaler Glykosylierungen 

und eine stärkere Sialylierung verlängern die Halbwertszeit ebenfalls und haben keine 

negativen Auswirkungen auf die ADCC (Lohse et al. 2016; Rouwendal 2015). Es wurde bereits 

das Vorliegen von IgA als Dimer in Schleimhäuten besprochen. Eine Dimerisierung des in 

dieser Studie verwendeten IgA2.0 führte zu einer verbesserten Fc-Rezeptor-Interaktion und 

Langzeit-ADCC-Effektivität. Die Tetravalenz des Dimers bezüglich Antigen und Fc-Rezeptor 

zusammen mit seiner Eigenschaft sich epithelial anzureichern machen dieses Format attraktiv 

für eine klinische Anwendung bei malignen Erkrankungen an Körpergrenzflächen (Zwick et al. 

2024).  

Eine Kombination aus IgG und IgA wurde auch bereits erprobt. Hybrid-Antikörper aus IgA2 und 

IgG1 hatten eine nahezu identische Halbwertszeit im Serum wie ein einfacher IgG1 (Borrok et 

al. 2015; Li et al. 2017). In vitro konnte mit einem Hybrid aus IgG und IgA, der Sowohl CD32a 

als auch CD89 bindet, mit Effektorzellen von Mäusen ein besseres Tumor Killing gezeigt 

werden als ausschließlich durch den IgG, was darauf hindeutet, dass die Eibringung des IgAs 

und seine Aktivierung des CD89 maßgeblich für die höhere Effektivität ist. Der Hybrid-Ig 

erzielte zudem eine bessere Tumorregression als der IgG oder der IgA (Li et al. 2017). In 

diesem Versuch hat sich ebenfalls die Bedeutung der Hinzunahme der IgA-CD89-Achse 

herausgestellt.  

Bereits gewonnene Erkenntnisse in Hinblick auf die Fc-Rezeptor-Biologie von IgA und IgG 

lassen sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit in Einklang bringen und bestärken weitere 

Bestrebungen, den hier genutzten IgA weiterhin zu prüfen, auch in Hinblick auf einen Einsatz 

in klinischen Studien. 
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5.5 ADCC in Abhängigkeit des CD177-Subsets 
 
 

Eine Vielzahl an CD177-Subset-abhängigen Unterschieden des Phänotyps konnten 

herausgestellt werden. Bei der Betrachtung aller Spender hat sich sowohl bei den kranken als 

auch bei den gesunden Spendern auf den CD177-positiven Neutrophilen eine erhöhte 

Expression von CD89, dem Fc-Rezeptor für den IgA, CD18, CD11b, CD172a und CD62L 

gezeigt. Der gleiche Unterschied der Expression von CD89 und CD62L hat sich auch bei der 

ADCC-Kohorte, bei den kranken und gesunden Spendern gleichermaßen, gezeigt. Die 

CD177-positiven Neutrophilen exprimieren den Fc-Rezeptor stärker, dessen Bindung durch 

den IgA2.0 für die Auslösung der ADCC benötigt wird (Mazengera et al. 1990). Dies ist ein 

Umstand, der bekanntermaßen die ADCC verstärkt. Bei den kranken Spendern mit einem 

hohen CD177-Anteil hat sich dies jedoch nicht in einer besseren ADCC widergespiegelt, bei 

den gesunden Spendern war sogar die Gruppe mit einem niedrigen CD177-Subset-Anteil 

besser. Diese Ergebnisse lassen sich nicht gut in Einklang bringen. Die Expression des Fc-

Rezeptors allein ist offenbar nicht ausschlaggebend.  

Zudem sind die CD177-positiven Neutrophilen mit höherer CD62L-Expression bei den kranken 

und gesunden Spendern möglicherweise unreifer, bzw. kürzer in der Blutbahn zirkuliert 

(Casanova-Acebes et al. 2013). Dies lässt sich bei den gesunden Spendern mit der ADCC in 

Verbindung setzen. Hier war die Gruppe mit dem niedrigen CD177-Subset-Anteil, also die 

Gruppe mit einem höheren Anteil an reifen Neutrophilen, überlegen. In der kranken Gruppe 

lässt sich dieser Unterschied nicht finden. Es scheint, dass die Reife der Neutrophilen 

tatsächlich keine so große Rolle spielt und auch unreife Neutrophile genauso gut zur IgA-

abhängigen ADCC in der Lage sind wie in der Literatur beschrieben (Otten et al. 2005).  

Es stellt sich die Frage, wieso nur bei den gesunden und nicht bei den kranken Spendern ein 

Subset-abgängiger Unterschied der ADCC festgestellt wurde. Bei den HNSCC-Spendern 

könnten die CD177-negativen Neutrophilen durch das chronisch proinflammatorische Milieu 

aktivierend auf das Niveau der CD177-positiven Neutrophilen angehoben werden, wodurch 

sich Unterschiede im ursprünglichen Aktivierungszustand ausgleichen. Dies könnte damit 

zusammenhängen, dass drei der vier Patienten mit einem T4-Tumor einen CD177-Anteil von 

über 75 % aufwiesen, der zuvor bereits mit einer signifikant reduzierten ADCC in Verbindung 

gebracht wurde. Das Tumorstadium könnte in diesem Zusammenhang als Cofounder wirken. 

Für die Subset-Verteilung gab es keine HNSCC-abhängigen Veränderungen. Diese Arbeit 

unterstreicht, dass die Subset-Verteilung in der Tat nur von der Person abhängt und angeboren 

ist (Matsuo et al. 2000). Es konnte bereits gezeigt werden, dass bei Polycaemia vera und bei 

Schwangeren die Expression von CD177 erhöht ist (Göhring et al. 2004; Caruccio et al. 2003). 

In dieser Arbeit konnte kein genereller Unterschied bei der Expression zwischen den gesunden 

und den HNSCC-Spendern herausgestellt werden. Nur bei den kranken Männern sowie 
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innerhalb der kranken Kohorte bei den T4-Spendern und bei den über 70-jährigen mit HNSCC 

ist die Expression erhöht. Die Tumorerkrankung und das Fortschreiten dieser scheinen 

teilweise mit der CD177-Expression in Verbindung zu stehen. Eine erhöhte Expression von 

CD177 erhöht die Bindungskapazität für IgG (Li et al. 2024). CD177 könnte möglicherweise 

als ein Cofaktor für die Bindung von IgG von Bedeutung sein.   Patienten mit fortgeschrittenem 

Tumor, älter als 70 Jahre und Männer könnten möglicherweise mehr davon profitieren.  In 

Rezidiven von HNSCCs konnten bereits mehr Neutrophilen mit einer höheren CD177-

Expression gefunden werden (Kaneko et al. 2022). Dies bestärkt die Bedeutung von CD177 

als Marker eines fortgeschrittenen Verlaufs bei HNSCCs.  

Eine detailliertere Betrachtung der Subset-spezifischen ADCC-Kompetenz von Neutrophilen 

erfordert eine isolierte und parallele Untersuchung beider Subtypen. Hierfür sind größere 

Volumina bei der Blutabnahme erforderlich sowie eine MACS-basierte Separation der 

Neutrophilen.  

Diese Arbeit zeigt funktionelle Unterschiede zwischen den Subsets mit einem nennenswerten 

Einfluss von Antikörper-Isotyp und pro-inflammatorischem lokalem und peripherem Milieu auf 

die ADCC. CD177 scheint ein Marker für fortgeschrittene Erkrankung und fortgeschrittenes 

Alter der HNSCC-Patienten zu sein.  

 
5.6 Ausblick 
 
 
Was zunehmende Bedeutung bei der Regulation des Immunsystems sowie der Neutrophilen 

erlangt, sind Einflüsse des Darm-Mikrobioms auf die Neutrophilen. In Mausversuchen führte 

eine Antibiotika-Gabe zur fast vollständigen Eradikation des Darmmikrobioms und zu einer 

verringerten Granulopoese, obwohl das eingesetzte Antibiotikum nur im Darm war und nicht 

in den Blutkreislauf gelangte (Tada et al. 1996). Das Altern der Neutrophilen wird durch das 

Mikrobiom beeinflusst und es entstehen Neutrophile, die schwach CD62L und stark CD184 

exprimieren. Das gealterte Subset migriert besser, betreibt besser NETose und Phagozytose. 

Die Anzahl dieser gealterten Neutrophilen kann durch Eradikation des Mikrobioms vermindert 

werden (Zhang et al. 2016; Uhl et al. 2016). Eine wichtige Gruppe an Molekülen sind hierbei 

kurzkettige Fettsäuren, welche durch Fermentation von Kohlenhydraten durch Darmbakterien 

entstehen. Ein dezimiertes Mikrobiom konnte mit geringeren Spiegeln dieser in Verbindung 

gebracht werden (Ruppin et al. 1980; Høverstad et al. 1986). Sie können bei Neutrophilen eine 

Apoptose auslösen und haben eine entzündungshemmende Wirkung (Aoyama et al. 2010). 

Auf der einen Seite führt das Mikrobiom zu einer verbesserten Neutrophilen-Funktion, auf der 

anderen Seite hemmt es überschießende Entzündungsreaktionen und trägt somit zu einem 

Gleichgewicht zwischen Aktivierung und Hemmung des Immunsystems bei, was wie bereits 

beschrieben bei HNSCCs und bei bösartigen Erkrankungen generell durch Freisetzung von 
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Zytokinen und durch den Einfluss des TMEs aus den Fugen gerät (siehe Kap. 2.3.5). Bei 

Patienten mit Mundhöhlen- und Oropharynxkarzinom konnten bestimmte Bakterienstämme 

als Prognose-fördernd, andere als Prognose-verschlechternd herausgestellt werden (Dou et 

al. 2022).  

Ob Neutrophile im TME nun Prognose-fördernd oder Prognose-mindernd für HNSCCs sind, 

lässt sich zum derzeitigen Stand nicht zweifelsfrei klären. Das Ausmaß der Neutrophilen-

Invasion allein scheint dabei nicht ausschlaggebend zu sein, sondern auch die Polarisation 

dieser. N2-Neutrophile sind hierbei Progress-fördernd und prognosehemmend, N1-

Neutrophile bewirken gegenteiliges (Zhu et al. 2024). Durch die Infiltration des Tumors durch 

Neutrophile bietet der IgA2.0 eine effektive Möglichkeit, diese für die ADCC zu aktivieren. 

Sobald dies geschieht, geben die lokal aktivierten Neutrophilen Leukotrien B4 ab, welches 

wiederum eine chemotaktische Wirkung auf weitere Neutrophile hat (Van der Steen et al. 2009; 

Valcenko et al. 2024).  

Im Hinblick auf zukünftige Forschung erscheint eine vertiefte Auseinandersetzung mit der 

Entstehung und Progression von Tumoren unabdingbar – insbesondere unter 

Berücksichtigung des Tumormikromilieus (TME) und dessen Einfluss auf das Immunsystem 

sowie die Funktion neutrophiler Granulozyten. Dabei sollten vor allem die unterschiedlichen 

Subsets dieser Zellen und deren teils gegensätzliche pro- und anti-tumorale Eigenschaften 

weiter charakterisiert werden. Auch die Rolle der IgA-vermittelten ADCC als therapeutisches 

Werkzeug verdient verstärkte Aufmerksamkeit. Zahlreiche Proof-of-Concept-Studien belegen 

die prinzipielle Wirksamkeit von IgA als monoklonalem Antikörper – sowohl in vitro als auch in 

präklinischen Tiermodellen, für verschiedene Zielstrukturen und Tumorentitäten, und über 

mehrere unabhängige Forschungsgruppen hinweg. Dennoch bleibt die Übertragbarkeit dieser 

Erkenntnisse in den klinischen Kontext ein zentrales Ziel künftiger Untersuchungen. Darüber 

hinaus sollte das Mikrobiom als weiterer bedeutender Einflussfaktor stärker in den Fokus 

rücken, da es mit nahezu allen genannten Bereichen in direkter oder indirekter 

Wechselwirkung steht und damit ein potenzieller Schlüsselmechanismus in der 

Tumorimmunologie sein könnte  

Diese Arbeit leistet einen Beitrag zum besseren Verständnis des Phänotyps und der 

Funktionalität Neutrophiler im Kontext von HNSCCs und unterstreicht das Potential eines IgAs 

als neuen Ansatz für eine Immuntherapie im klinischen Alltag. 
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