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1 Einleitung 

1.1 Neuroblastom 

1.1.1 Epidemiologie und Klinik 

Neuroblastome sind die häufigsten soliden extrakraniellen Tumore im Kindesalter 

und betreffen eines von 6000 Kindern unter 18 Jahren (Erdmann et al., 2020). In 

Deutschland stellen Neuroblastome mit einer relativen Häufigkeit von 5,5 % nach 

malignen hämatologischen Erkrankungen und ZNS-Tumoren die dritthäufigste 

Ursache maligner Erkrankungen im Kindes- und Jugendalter dar und sind für 

9,6 % aller Todesfälle im Rahmen kindlicher Krebserkrankungen verantwortlich 

(Erdmann et al., 2020). Das Neuroblastom ist ein maligner embryonaler Tumor 

und entsteht aus undifferenzierten, neuro-ektodermalen Zellen der Neuralleiste 

(Schwab et al., 2003). Neuroblastome können sich in allen Bereichen des 

sympathischen Nervensystems manifestieren, treten aber meist primär in der 

Nebenniere (47 %), abdominal bzw. retroperitoneal (24 %) oder thorakal (15 %) 

auf (Maris et al., 2007; Vo et al., 2014). Sie gelten als unberechenbar, da 

unterschiedliche Verläufe mit spontaner Regression, Differenzierung oder 

Progression und Metastasierung möglich sind (Schwab et al., 2003). Die 

Diagnose eines Neuroblastoms wird bei Vorliegen einer histopathologischen 

Diagnose mit immunhistochemischer Untersuchung von Tumorgewebe oder bei 

Nachweis eindeutiger Tumorzellen im Knochenmarkpunktat und gleichzeitiger 

Erhöhung von Katecholaminen oder deren Metaboliten in Serum oder Urin 

gestellt (Brodeur et al., 1993). 

Um den vielfältigen Verlaufsformen gerecht zu werden, wurden Algorithmen 

entwickelt, mit denen die Neuroblastom-Erkrankung des Patienten einem 

Stadium zugeteilt werden kann: Verwendet werden das internationale 

Neuroblastom Staging System (INSS), bei dem die postoperative Resektabilität 

eine Rolle spielt, und das internationale Neuroblastom Risikogruppen Staging 

System (INRGSS), das auf radiologischen bild-definierten Risikofaktoren aufbaut 

und studienübergreifend präoperativ eine bessere Vergleichbarkeit gewährleistet 

(Brodeur et al., 1993; Monclair et al., 2009; Øra and Eggert, 2011). Anhand des 

Tumorstadiums nach INRGSS und weiteren prognostischen Faktoren, unter 
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anderem dem Patientenalter und einer Amplifikation des MYCN-Onkogens, 

werden Patienten einer von vier Risikogruppen des internationalen 

Neuroblastom-Risikogruppen-Klassifikationssystems zugeordnet (Cohn et al., 

2009). 

 

1.1.2 Therapie 

Das therapeutische Vorgehen beim Neuroblastom reicht von beobachtendem 

Abwarten bis zu multimodaler Maximaltherapie mit Chemotherapie, Chirurgie 

und Radiotherapie und hängt von der Zuordnung in die entsprechende 

Risikogruppe ab (Maris et al., 2007). 

Bei Patienten mit geringem und mittlerem Risiko ist die Prognose günstig und 

selbst mit reduzierter Therapie wurden progressionsfreie Fünfjahres-

Überlebensraten von größer als 85 % erreicht (Baker et al., 2010; Rubie et al., 

2011; Strother et al., 2012). Die Therapie der Patienten in der Hochrisikogruppe 

ist unterteilt in die drei Phasen Induktion, Konsolidierung und Aufrechterhaltung 

und erstreckt sich über einen Zeitraum von etwa 18 Monaten (Smith and Foster, 

2018). Die Induktions-Polychemotherapie dient der Reduktion des Primärtumors 

und der Elimination von Metastasen und verhilft zu besseren Bedingungen für 

die chirurgische Resektion des Tumors (Tolbert and Matthay, 2018). Die 

Konsolidierungstherapie zielt darauf ab, das verbliebene Tumorgewebe zu 

eliminieren und besteht aus hochdosierter Chemotherapie gefolgt von einer 

autologen Stammzelltransplantation und Radiotherapie (Smith and Foster, 

2018). In der Aufrechterhaltungsphase werden die Patienten mit Isoretinoin, 

Zytokinen und dem monoklonalen Antikörper Dinutuximab (ch14.18) gegen das 

tumorassoziierte Gangliosid G2 (GD2) behandelt, um einen Rückfall durch 

minimale Resterkrankung zu verhindern (Yu et al., 2010; Pinto et al., 2015). 

Obwohl sich die Überlebenschance von Hochrisikopatienten seit den 1980er 

Jahren verbessert hat (Berthold et al., 2017), geht der Einschluss von 36,1 % 

aller Neuroblastom-Patienten in die Hochrisikogruppe trotz intensiver Therapie 

mit einer ungünstigen Prognose und einer Fünfjahresrate progressionsfreien 

Überlebens von kleiner als 50 % einher (Cohn et al., 2009; Valteau-Couanet et 

al., 2014). Dies unterstreicht den Bedarf neuer Therapieoptionen. 
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1.2 Immuntherapie 

1.2.1 Grundlagen der Immuntherapie 

Im Hinblick auf die Rolle des Immunsystems bei der Entstehung maligner 

Erkrankungen präsentierten Burnet et al. 1957 die Theorie der 

Immunüberwachung, der zufolge das Immunsystem in der Lage ist, gegen 

maligne entartete Zellen vorzugehen (Burnet, 1957; Mittal et al., 2014). Die 

Erkennung und Elimination entarteter Zellen durch angeborenes und adaptives 

Immunsystem führen dabei zu einem mehrphasigen Prozess, in dem 

Immunevasions-Mechanismen der Tumorzellen und Selektion durch das 

Immunsystem zusammenwirken, so dass am Ende nur diejenigen Tumorzellen 

überleben und proliferieren können, die nicht mehr vom Immunsystem erkannt 

werden (Schreiber et al., 2011). Dieser Prozess wird als Immun-Editierung 

bezeichnet und beschreibt, dass sich das Immunsystem nicht nur hemmend, 

sondern auch selektiv formend und fördernd auf die Tumorprogression auswirken 

kann (Mittal et al., 2014).  

Das Ziel der Immuntherapie maligner Erkrankungen besteht darin, das 

Immunsystem des Erkrankten gezielt zu beeinflussen, um es bei der 

Bekämpfung der Krebserkrankung zu unterstützten (Yousefi et al., 2017). 

Grundsätzlich existieren zwei unterschiedliche Strategien der Immuntherapie von 

Krebserkrankungen (Morandi et al., 2018). Aktive Immuntherapieformen wie 

Tumorvakzine und Immun-Checkpoint-Inhibitoren stimulieren das Immunsystem 

des Erkrankten und lösen eine Immunantwort aus, die zur Elimination der 

Tumorzellen führt (Rice et al., 2008; Pardoll, 2012; Galluzzi et al., 2014). Im 

Gegensatz dazu werden bei passiver Immuntherapie immunmodulatorische 

Substanzen wie Zytokine oder monoklonale Antikörper (mAKs) und Immunzellen 

wie T-Zellen oder natürliche Killerzellen (NK-Zellen) eingesetzt, die bereits über 

intrinsische antineoplastische Eigenschaften verfügen (Weiner, 2007; 

Humphries, 2013; Morandi et al., 2018). Die Wahl der geeigneten Immuntherapie 

und der therapeutische Erfolg hängen maßgeblich von der Immunogenität des 

Tumors und damit von der Expression und Präsentation von tumorassoziierten 

Antigenen (TAAs) ab (Eggermont and Sugarbaker, 1990; Chen et al., 1994; Gray 

and Kohler, 2009). Ideale TAAs charakterisiert, dass sie von Tumorzellen 
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überexprimiert werden, nur geringfügig oder überhaupt nicht auf normalen Zellen 

exprimiert werden und eine Rolle in der Onkogenese spielen, so dass der Tumor 

einer Detektion durch das Immunsystem nicht durch Herabregulation der 

Expression des Antigens entgehen kann (Himoudi et al., 2008). Die 

Immuntherapie solider Tumore wird durch den Mangel tumorspezifischer 

Antigene, die Antigenheterogenität innerhalb des Tumors, die unterschiedlichen 

Tumorentitäten und die Immunevasions-Mechanismen der Tumore erschwert 

(Yilmaz et al., 2020). 

 

1.2.2 Immuntherapie des Neuroblastoms 

Im Hinblick auf das Neuroblastom bestehen die Herausforderungen der 

Immuntherapie unter anderem in der hohen Tumorheterogenität und dem 

immunsuppressiven Tumormikromilieu (Jabbari et al., 2019). Allerdings wurden 

für die Therapie des Neuroblastoms bereits geeignete TAAs identifiziert, die 

teilweise in aktiven klinischen Studien getestet werden oder getestet wurden 

(Gray and Kohler, 2009; Kholodenko et al., 2018). Der zuvor erwähnte mAK 

Dinutuximab (ch14.18) richtet sich gegen das tumorassoziierte Antigen GD2, das 

nicht nur von Neuroblastomen überexprimiert wird sondern auch auf Melanomen, 

Retinoblastomen, Ewing-Sarkomen, kleinzelligen Bronchialkarzinomen, 

Gliomen, Osteo- und Weichteilsarkomen vorkommt (Schulz et al., 1984; Cheung 

et al., 1987; Nazha et al., 2020). Da GD2 im gesunden Gewebe nur geringfügig 

von Neuronen, Melanozyten der Haut und peripheren Nervenzellen exprimiert 

wird, ist es als Zielstruktur für die Immuntherapie des Neuroblastoms geeignet 

(Svennerholm et al., 1994; Yu et al., 2010). Der Einsatz des chimären mAK 

Dinutuximab (ch14.18) gegen das Antigen GD2 hat sich in klinischen Studien 

bewährt und stellt einen immuntherapeutischen Ansatz dar, der in Kombination 

mit Isoretinoin und den Zytokinen Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-

stimulierender Faktor (GM-CSF) und Interleukin-2 (IL-2) mittlerweile Teil der 

Therapie des Hochrisiko-Neuroblastoms geworden ist (Handgretinger et al., 

1995; Yu et al., 1998; Smith and Foster, 2018). Neben mAKs gegen GD2 

existieren weitere immuntherapeutische Modalitäten, beispielsweise mit einem 

chimären Antigenrezeptor (CAR) modifizierte Immunzellen oder die selektive 
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Blockade bzw. Applikation von Zytokinen oder Tumorvakzine, die für die 

Immuntherapie des Neuroblastoms infrage kommen (Jabbari et al., 2019). In 

dieser Arbeit wurden Neuroblastom-Zelllinien auf die Expression der Antigene 

CD146 (Melanom-Zelladhäsionsmolekül, MCAM), CD171 (Neurales 

Zelladhäsionsmolekül L1, L1CAM), CD221 (Insulin-ähnlicher-Wachstumsfaktor-

Rezeptor-1, IGF-1R), CD246 (Anaplastische Lymphomkinase, ALK) und CD271 

(Niedrigaffiner-Nervenwachstumsfaktor-Rezeptor, LNGFR) untersucht, die 

teilweise bereits zur Immuntherapie des Neuroblastoms bzw. für CAR-basierte 

Immuntherapie eingesetzt wurden (Obu et al., 2019; Künkele et al., 2017; Park 

et al., 2015; Walker et al., 2017).  

 

Tabelle 1: Tumorassoziierte Antigene mit Expression auf humanen Neuroblastomen. 

Antigen Kategorie 
Expression auf 
Tumorgewebe 

Expression auf 
Normalgewebe 

CD146 
(MCAM) 

Zelladhäsions-
molekül 
(Shih, 1999) 

Melanome, Sarkome (Shih, 
1999), solide pädiatrische 
Tumore (Orentas et al., 2012) 

Limitierte Expression auf 
Endothel, Myofibroblasten, 
Schwann-Zellen, glatte 
Muskelzellen, Mamma-
Epithel, Ganglien-Zellen, 
Dendritische-Zellen, 
Trophoblast (Shih et al., 
1998) 

CD171 
(L1CAM) 

Zelladhäsions-
molekül 
(Brümmendorf et 
al., 1998) 

Tumore neuroektodermalen 
Ursprungs: v.a. 
Neuroblastome (Rawnaq et 
al., 2012) 

Limitierte Expression auf 
peripheren und zentralen 
Nervenzellen, Sammelrohr 
der Niere, Epidermis, 
Plazentaendothel (Rawnaq et 
al., 2012; Künkele et al., 
2017) 

CD221 
(IGF-1R) 

Tyrosinkinase-
rezeptor (Ullrich et 
al., 1986) 

Breite Expression auf 
Tumoren: u.a. solide 
pädiatrische Tumore (Kim et 
al., 2009) Hirntumore, HCC 
(Kolb et al., 2008) 

Vermehrte Expression auf 
fetalen Geweben (Leroith et 
al., 1995), breite Expression 
auf Normalgewebe (Chitnis et 
al., 2008) 

CD246 
(ALK) 

Tyrosinkinase-
rezeptor (Iwahara 
et al., 1997) 

Tumore neuroektodermalen 
Ursprungs: v.a. Neuroblastom 
(Dirks et al., 2002) 

Vermehrte Expression auf 
fetalen Nervenzellen (Iwahara 
et al., 1997), wesentlich 
geringere Expression auf 
adulten Nervenzellen (Dirks et 
al., 2002) 

CD271 
(LNGFR) 

Neurotrophin-
rezeptor 
(Underwood and 
Coulson, 2008) 

Melanome, 
Plattenepithelkarzinome, 
Astrozytome, Glioblastome 
(Vidal and Redmer, 2020), 
Neuroblastome (Morandi et 
al., 2012) 

Vermehrte Expression auf 
fetalen Nervenzellen, 
wesentlich geringere 
Expression auf adultem 
Nervengewebe (Underwood 
and Coulson, 2008) 
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1.3 Chimäre Antigenrezeptoren (CARs) 

1.3.1 Aufbau und Funktion eines CARs 

CARs sind rekombinante Rezeptoren, mit denen die Spezifität und die 

Aktivierung von Immunzellen gesteigert werden kann (Gross et al., 1989; Eshhar 

et al., 1993). Sie bestehen aus einer extrazellulären Erkennungsdomäne, die 

über eine Transmembran-Domäne mit der intrazellulären Signaldomäne 

verbunden ist (Yu et al., 2017). Die extrazelluläre Domäne dient der Erkennung 

von Tumor-Antigenen und wird von einem modifizierten variablen Einzelketten-

Fragment (scFv) gebildet, das aus den variablen Domänen der Leichtketten und 

Schwerketten eines mAKs besteht (Eshhar et al., 1993; Mehta and Rezvani, 

2018). Intrazellulär enthalten CARs die Domäne CD3ζ zur Aktivierung der 

Effektorfunktion und kostimulatorische Domänen wie CD28, OX40 oder 4-1BB, 

die Aktivierung, Überleben, Proliferation und Zytokin-Sekretion der 

CAR-modifizierten Immunzelle verstärken (Finney et al., 2004; Yu et al., 2017). 

Abhängig von Vorkommen und Anzahl der kostimulatorischen Domänen werden 

CARs unterschiedlichen Generationen zugeteilt (Yu et al., 2017). Es existieren 

verschiedene gentechnische Verfahren, um Immunzellen mit dem CAR-

Transgen auszustatten (Mehta and Rezvani, 2018). Im Gegensatz zur 

Transduktion mit einem retroviralen oder lentiviralen Vektor, die zu einer 

permanenten Expression des CARs führt, wird bei der mRNA-Transfektion 

mithilfe von Elektroporation nur eine vorübergehende Expression erreicht 

(Boissel et al., 2012; Mehta and Rezvani, 2018).  
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Abbildung 1: Chimäre Antigenrezeptoren (CARs): Aufbau und Generationen.  
CARs bestehen aus einer extrazellulären Antigenerkennungs-Domäne, einer Transmembran-
Domäne und einer intrazellulären Signal-Domäne. Die extrazelluläre Domäne besteht aus einem 
scFv mit den variablen Regionen der Leichtketten (LK) und Schwerketten (SK) eines mAK und 
ist über die Gelenkregion mit der Transmembran-Domäne verbunden. Die intrazelluläre 
Signaldomäne dient der Zellaktivierung. CARs der zweiten und dritten Generation enthalten 
zusätzlich eine bzw. zwei kostimulatorische Domänen. Eigene Darstellung in Anlehnung an 
Chang and Chen (2017).  
 

1.3.2 CAR-basierte Immuntherapie 

1.3.2.1 CAR-T-Zellen und CAR-NK-Zellen 

Mit dem Ziel der antineoplastischen Immuntherapie wurden CARs zunächst im 

Hinblick auf T-Zellen entwickelt, da CARs im Gegensatz zum T-Zell-Rezeptor 

nicht MHC-restringiert sind und T-Zellen in die Lage versetzen, ein breiteres 

Antigenspektrum auf Tumorzellen zu erkennen, welches neben Proteinen auch 

Kohlenhydrate und Ganglioside umfasst (Chmielewski et al., 2014; Fesnak et al., 

2016; Yu et al., 2017). Aktuell werden zahlreiche CAR-basierte Immuntherapien 

mit T-Zellen und NK-Zellen in präklinischen und klinischen Studien validiert (Yu 

et al., 2017; Hu et al., 2018). Die CAR-T-Zell Produkte Tisagenlecleucel und 

Axicabtagene-ciloleucel, bei denen es sich um gegen CD19 gerichtete CARs der 

zweiten Generation handelt, wurden in den Vereinigten Staaten von Amerika und 

der Europäischen Union bereits zur Behandlung definierter hämatologischer 

B-Zell Erkrankungen zugelassen (Vitale and Strati, 2020).  
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1.3.2.2 CAR NK-92 Zellen 

Neben T-Zellen und NK-Zellen werden auch NK-92-Zellen in der CAR-basierten 

Immuntherapie eingesetzt, da sie über günstige Eigenschaften verfügen und von 

der US-Behörde für Lebens- und Arzneimittel (FDA) bereits für klinische Phase-

1- und Phase-2-Studien zugelassen wurden (Zhang et al., 2019).  

Grundsätzlich entstammt die humane NK-Zelllinie NK-92 dem Non-Hodgkin 

Lymphom eines 50 Jahre alten Patienten (Gong et al., 1994). NK-92-Zellen 

wachsen und proliferieren IL-2 abhängig und sind aktivierten NK-Zellen 

phänotypisch und funktionell ähnlich (Gong et al., 1994; Maki et al., 2001). 

Charakterisiert wird die NK-92-Zelllinie durch Expression von CD56bright und CD2 

bei fehlender Expression von CD3, CD8 und CD16 (Maki et al., 2001). Analog zu 

NK-Zellen exprimieren auch NK-92-Zellen aktivierende und inhibitorische 

Rezeptoren, die ihre zytotoxische Aktivität regulieren (Maki et al., 2001).  

Im Hinblick auf diese Arbeit waren die folgenden NK-Zell-Rezeptoren von 

besonderem Interesse: Die Rezeptoren CD226 (DNAM-1), CD314 (NKG2D), 

NKp80 und die natürlichen zytotoxischen Rezeptoren CD335 (NKp46), CD336 

(NKp44) und CD337 (NKp30) wirken aktivierend auf NK-Zellen (Morvan and 

Lanier, 2016; Bryceson et al., 2006), während die Rezeptoren CD85j (ILT-2), 

CD159a (NKG2A), CD161 (NKR-P1A) und die Killerzell-Immunglobulin-

ähnlichen Rezeptoren (KIRs) CD158a (KIR2DL1), CD158b1/2 (KIR2DL2/3) und 

CD158e/k (KIR3DL1/2) inhibitorisch wirken (Lanier, 2004; Campbell and 

Hasegawa, 2013). Die Wirkung der Rezeptoren CD94 (KLRD1) und CD244 (2B4) 

kann abhängig vom Dimerisationspartner (CD94) bzw. dem Zusammenwirken 

der zytoplasmatischen Domäne mit spezifischen Adaptermolekülen (CD244) 

aktivierend oder inhibitorisch ausfallen (Lanier, 2004; Agresta et al., 2018). 

Darüber hinaus gibt die Expression weiterer Oberflächenantigene wie CD25 

(IL2Rα), CD62L (L-Selectin) und CD69 Aufschluss über proliferatives Potential 

(CD25), Polyfunktionalität (CD62L) und Zytotoxizität (CD69) (Clausen, 2003; 

Juelke et al., 2010).  

Einige dieser Rezeptoren wie die aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren CD337 

(NKp30), CD335 (NKp46) und CD314 (NKG2D), die inhibitorischen NK-Zell-

Rezeptoren CD159a (NKG2A) und CD85j (ILT2) sowie CD244 (2B4) sind 
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bekanntermaßen auch im Rezeptorprofil von NK-92-Zellen enthalten (Maki et al., 

2001). Abgesehen von CD158d (KIR2DL4), der sowohl aktivierende als auch 

inhibierende Signale vermitteln kann, werden keine inhibitorischen KIRs auf NK-

92-Zellen exprimiert (Maki et al., 2001; Faure and Long, 2002).  

Die Expression der zytotoxischen Effektormoleküle TRAIL, TNFα und FasL zeigt 

an, dass NK-92-Zellen auch über diese Signalwege Zytotoxizität vermitteln 

können (Maki et al., 2001). Da NK-92-Zellen kein CD16 exprimieren, fehlt ihnen 

die Fähigkeit, antikörperabhängige zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC) zu 

induzieren (Suck et al., 2016). Ihr einzigartiges Rezeptorprofil, das aktivierende 

NK-Zell-Rezeptoren und Adhäsionsmoleküle, aber kaum inhibitorische 

Rezeptoren enthält, versetzt NK-92-Zellen in die Lage zytotoxisch gegenüber 

Tumorzelllinien und primären malignen Zellen zu wirken (Maki et al., 2001; 

Klingemann et al., 2016). Trotz mangelnder Expression der meisten 

inhibitorischen NK-Zell-Rezeptoren wurde demonstriert, dass NK-92-Zellen nicht 

zytotoxisch gegen hämatopoetische Stammzellen vorgehen und auch deren 

Funktion nicht kompromittieren (Klingemann et al., 1996; Yan et al., 1998).  

Obwohl im Tiermodell nach mehrfacher Verabreichung von NK-92-Zellen und 

IL-2 kein Anwachsen der Zelllinie festgestellt werden konnte, werden NK-92-

Zellen vor Infusion in Patienten mit 10 Gy bestrahlt, um die Entstehung eines 

sekundären Lymphoms zu verhindern (Yan et al., 1998; Tam et al., 1999; Zhang 

et al., 2017). Infusionen mit bestrahlten NK-92-Zellen von bis zu 1010 Zellen/m2 

wurden von Patienten gut toleriert und in klinischen Studien bei Patienten mit 

fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom, Melanom oder Bronchialkarzinom wurden 

NK-92-Zellen mit therapeutischem Nutzen bei geringem Nebenwirkungsprofil 

eingesetzt (Arai et al., 2008; Tonn et al., 2013). Neben ihrer Zytotoxizität besitzen 

NK-92-Zellen weitere Eigenschaften, die sie attraktiv für CAR-basierte 

Immuntherapie machen (Klingemann et al., 2016). Im Gegensatz zu autologen 

T-Zellen und allogenen NK-Zellen kann die NK-92-Zelllinie unabhängig von 

Patienten oder Spendern in kurzer Zeit gemäß den Richtlinien guter 

Herstellungspraxis (GMP) in angemessener Qualität und Quantität für adoptive 

Immuntherapie expandiert und genetisch mit hoher Effizienz modifiziert werden 

(Tam et al., 2003; Klingemann and Martinson, 2004; Boissel et al., 2012).  
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1.3.3 Adapter-CAR System 

Die Beschränkung der meisten CAR-basierten Immuntherapieansätze auf ein 

einzelnes Antigen als Zielstruktur ist anfällig für eine Immunevasion des Tumors 

und fördert das selektive Überleben von Tumorzellen, die nur geringe Mengen 

des Antigens exprimieren und einen möglichen Rückfall begünstigen können 

(Ruella et al., 2016; Darowski et al., 2019; Li and Chen, 2019). Eine Möglichkeit 

zur Bewältigung dieser Herausforderungen stellt der Einsatz universeller CARs 

dar (Darowski et al., 2019; Grote et al., 2020b). Diese CARs erkennen kein TAA 

als Zielstruktur, sondern binden an ein Adaptermolekül, das spezifisch an ein 

TAA bindet und für die Erkennung durch den CAR mit einem Signalmolekül 

markiert ist (Darowski et al., 2019). Adaptermoleküle können unterschiedlichster 

Natur sein, solange sie spezifisch an ein TAA binden und zur Erkennung durch 

den CAR mit einem Signalmolekül modifiziert werden können (Darowski et al., 

2019). Die Verwendung eines universellen CAR-Systems in Verbindung mit 

markierten Adaptermolekülen ermöglicht es, sequentiell oder simultan multiple 

Tumor-Antigene als Zielstrukturen zu erkennen (Urbanska and Powell, 2012; 

Lohmueller et al., 2018).  

Das in dieser Arbeit verwendete Adapter-CAR (AdCAR)-System ist ein 

universelles CAR-System, das mithilfe der Eigenschaften eines neuartigen scFv 

ein Linker-Label-Epitope genanntes Neo-Epitop erkennt (Seitz et al., 2017; 

European Patent Application EP3315511A1, 2016). Dieses Epitop entsteht durch 

Verbindung des endogenen Vitamins Biotin als Markierung (label) mit einem 

spezifischen Molekül als Verbinder (linker) und kann GMP-konform an geeignete 

Adaptermoleküle wie mAKs gebunden werden (Seitz et al., 2017; European 

Patent Application EP3315511A1, 2016). Vollständig charakterisiert wird das 

AdCAR-System im Rahmen des Patentantrages EP3315511A1. Die effektorzell-

mediierte Lyse der Zielzellen folgt auf einen zweistufigen Erkennungsprozess, in 

dem biotinylierte Antikörper (bAKs) spezifisch an Antigene auf der 

Zielzelloberfläche binden und anschließend selbst von der AdCAR-modifizierten 

Immunzelle gebunden werden (Grote et al., 2020b).  
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Abbildung 2: Funktionsweise der AdCAR-NK-92-Zellen.  
NK-92-Zellen wurden mit einem AdCAR-Konstrukt transduziert. Der CAR bindet an ein Neoepitop 
bestehend aus Biotin im Kontext monoklonaler Antikörper. Der biotinylierte Antikörper bindet 
spezifisch an ein Antigen auf der Oberfläche der Neuroblastom-Zelle und stellt als Adapter die 
Verbindung zwischen Tumorzelle und AdCAR-NK-92-Zelle her. Nach Bindung induziert der CAR 
die Aktivierung der AdCAR-NK-92-Zelle und leitet die Lyse der Zielzelle ein. Eigene Darstellung 
in Anlehnung an Grote et al. (2020b).  
 

1.4 Herausforderungen der CAR-basierten Immuntherapie bei soliden 

Tumoren 

1.4.1 Tumormikromilieu 

Auf dem Weg, die vielversprechenden Ergebnisse der CAR-basierten 

Immuntherapie bei hämatologischen Neoplasien auch bei soliden Tumoren zu 

erreichen, stellt unter anderem das immunsuppressive Tumormikromilieu solider 

Tumore eine Hürde dar (Chang and Chen, 2017; Yilmaz et al., 2020).  

 

1.4.2 Immunsuppressive Wirkung von TGFβ 

Immunsuppressive Zytokine wie transformierender Wachstumsfaktor β-1 (TGFβ) 

spielen eine Rolle im Tumormilieu vieler Tumorentitäten, unter anderem beim 

Neuroblastom (Massagué, 2008; Tran et al., 2017). Physiologisch ist TGFβ an 

der Regulation zahlreicher Funktionen wie Zellproliferation, Zelldifferenzierung 

und Wundheilung beteiligt (Massagué, 2008). Der Signalweg von TGFβ beginnt 

extrazellulär mit Bindung und Aktivierung der TGFβ-Rezeptoren-1 und -2 zu 

einem Heterodimer, der seinerseits als Serin/Threonin-Kinase wirkt, die rezeptor-

regulierten Proteine SMAD2 und SMAD3 phosphoryliert und zur Bildung eines 

Komplexes mit dem Mediator-Protein SMAD 4 anregt (Heldin et al., 1997; Yang 

and Moses, 2008). Dieser Komplex tritt daraufhin in den Zellkern ein und wirkt 
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als Transkriptionsfaktor (Yang and Moses, 2008). Im Kontext maligner Tumore 

wird TGFβ von den Tumorzellen selbst, aber auch von regulatorischen T-Zellen, 

myeloiden Suppressorzellen und tumorassoziierten Makrophagen des 

Tumormikromilieus produziert und wirkt sich fördernd auf die Tumorgenese aus 

(Massagué, 2008; Vanichapol et al., 2018). Außerdem hat TGFβ weitreichende 

inhibitorische Wirkung auf das Immunsystem und beeinträchtigt die Funktion 

zahlreicher Immunzellen (Letterio, 2000; Thomas and Massagué, 2005). Im 

Hinblick auf primäre NK-Zellen induziert TGFβ eine Herunterregulation 

aktivierender Rezeptoren und eine Inhibition der Proliferation und der 

Zytotoxizität (Lee et al., 2014). 

 

1.4.3 Therapeutische Blockade von TGFβ 

Therapeutische Strategien zur Hemmung der Effekte von TGFβ setzen auf 

unterschiedlichen Ebenen des Signalwegs an; dabei stellen die Synthese des 

Liganden, die Interaktion von Ligand und Rezeptor oder die intrazelluläre 

Signalkaskade mögliche Zielstrukturen dar (Neuzillet et al., 2015).  

Die niedermolekulare Verbindung Galunisertib (LY2157299) bindet 

antagonistisch an den TGFβ-Rezeptor-1 und wirkt als Inhibitor der Kinase-

Domäne durch Hemmung der Phosphorylierung von SMAD2 und SMAD3 und 

konsekutive Unterbrechung der intrazellulären Signalkaskade von TGFβ (Sawyer 

et al., 2003; Bueno et al., 2008; Serova et al., 2015). In präklinischen Studien 

konnte die durch TGFβ supprimierte Zytotoxizität von NK-Zellen durch 

Galunisertib wiederhergestellt werden (Tran et al., 2017; Otegbeye et al., 2018). 

Die Verträglichkeit von Galunisertib wurde bereits in klinischen Phase-I-Studien 

an Patienten mit einer fortgeschrittenen malignen Erkrankung nachgewiesen 

(Rodón et al., 2015; Fujiwara et al., 2015).  

 

1.5 Sicherheitsaspekte CAR-basierter Immuntherapie 

1.5.1 Nebenwirkungen der CAR-basierten Immuntherapie 

Die gesteigerte antineoplastische Wirksamkeit von Immunzellen durch 

CAR-Modifikation geht mit vermehrter Toxizität und erhöhtem Bedarf an 

Kontrollmöglichkeiten einher (Zhang et al., 2017; Sun et al., 2018). Besonders 
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hervorzuheben sind das Zytokin-Freisetzungssyndrom durch aktivierte CAR-T-

Zellen und das Tumorlysesyndrom (Sun et al., 2018). Außerdem kann 

Zytotoxizität CAR-modifizierter Immunzellen gegenüber normalem Gewebe 

infolge mangelnder Tumor-Selektivität des eingesetzten Zielantigens oder durch 

Kreuzreaktivität des Antigen-erkennenden scFv des eingesetzten CARs 

entstehen (Sun et al., 2018).  

 

1.5.2 Kontrollmöglichkeiten CAR-modifizierter Immunzellen 

Eine Strategie zur Beherrschung dieser Nebenwirkungen und zur Verbesserung 

der Sicherheit CAR-basierter Immuntherapien ist es, das Überleben und die 

Funktion CAR-modifizierter Immunzellen durch Sicherheitsmechanismen 

kontrollierbar zu machen (Fesnak et al., 2016; Sun et al., 2018).  

Mithilfe von Suizidgenen können CAR-exprimierende Immunzellen modifiziert 

werden, so dass sie nach Verabreichung einer Substanz, die den 

Suizidmechanismus der modifizierten Zellen induziert, selektiv eliminiert werden 

(Fesnak et al., 2016). Eine Möglichkeit CAR-modifizierte Immunzellen zu 

kontrollieren, ohne sie zu eliminieren, bieten aktivierende Moleküle, die separat 

von den CAR-modifizierten Immunzellen verabreicht werden, deren Anwesenheit 

aber obligat für die CAR-Funktion ist (Fesnak et al., 2016). Im Sinne eines 

pharmakologischen Schalters stellt der Tyrosinkinase-Inhibitor Dasatinib eine 

Option zur Kontrolle CAR-modifizierter Immunzellen dar (Mestermann et al., 

2019). Dasatinib ist aufgrund seiner inhibierenden Wirkung auf die BCR-ABL-

Kinase bereits als Erstlinien-Therapie der Philadelphia-Chromosom-positiven 

(Ph+) chronisch myeloischen Leukämie (CML) und der Ph+ akuten 

lymphoblastischen Leukämie (ALL) zugelassen (Mestermann et al., 2019; Weber 

et al., 2019). Im Kontext CAR-basierter Immuntherapie ist die reduzierte 

Phosphorylierung von CD3ζ und ZAP70 infolge der Inhibition der Lymphozyten-

spezifischen Protein-Tyrosinkinase (Lck) ausschlaggebend für den 

inhibitorischen Effekt von Dasatinib auf die CAR-Funktion (Karlsson et al., 2015; 

Mestermann et al., 2019).  
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1.6 Ziel dieser Arbeit 

Die Adapter-CAR-NK-92-basierte Immuntherapie stellt einen vielversprechenden 

Ansatz für die Therapie maligner Tumore dar (Grote et al., 2020b). Ihre Stärken 

beruhen auf der Fähigkeit des Adapter-CAR-Systems, universelle Zielantigene 

auf kontrollierbare Weise zu erkennen und dem Potenzial von NK-92-Zellen, 

gemäß den Richtlinien guter Herstellungspraxis in angemessener Qualität und 

Quantität angereichert und mit einem CAR modifiziert zu werden (Tam et al., 

2003; Seitz et al., 2017; Grote et al., 2020b).  

Das Ziel dieser Arbeit war die Validierung und Optimierung der Adapter-CAR-

NK-92-basierten Immuntherapie am Beispiel des Neuroblastoms im Hinblick auf 

Hürden bei der Therapie solider Tumore, die Beeinflussung ihrer Funktionalität 

durch Bestrahlung und die pharmakologische Beeinflussung der CAR-Funktion.  

Dafür wurden Neuroblastom-Zelllinien auf die Expression potenzieller TAAs 

untersucht. Im Rahmen einer Funktionstestung der AdCAR-NK-92-Zellen mit 

Neuroblastom-Zelllinien als Zielzellen wurden anschließend bAK gegen diese 

TAAs verwendet. Stellvertretend für immunsuppressive Zytokine im 

Tumormikromilieu solider Tumore wurde die Auswirkung von TGFβ auf die 

Viabilität, das Rezeptorprofil und die Funktionalität der AdCAR-NK-92-Zellen 

untersucht. Da die Bestrahlung mit 10 Gy als Sicherheitsmaßnahme aktuell eine 

Voraussetzung für die klinische Anwendung darstellt, wurde der Effekt von 

Bestrahlung auf die Viabilität und die Funktionalität der AdCAR-NK-92-Zellen 

überprüft. Zuletzt wurde die pharmakologische Beeinflussung der CAR-Funktion 

von AdCAR-NK-92-Zellen durch Verwendung von Dasatinib im Sinne eines 

molekularen Schalters validiert.   
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Adapter-CAR-Konstrukte 

In dieser Arbeit wurden AdCAR-NK-92-Zellen verwendet, die im Rahmen der 

Dissertation von M. Sc. Stefan Grote in der Arbeitsgruppe von Dr. rer. nat. Sabine 

Schleicher in der Abteilung für Allgemeine Pädiatrie, Hämatologie und Onkologie 

der Klinik für Kinder- und Jugendmedizin der Universitätsklinik Tübingen 

generiert wurden.  

Die Funktionsweise des Adapter-CAR-Systems beruht auf der Aktivierung von 

Immunzellen durch bAK, die als Adapter-Moleküle fungieren und Antigene 

spezifisch erkennen. Der Adapter-CAR (AdCAR) basiert auf den Eigenschaften 

eines neuartigen scFv und erkennt ein Neo-Epitop als Zielstruktur, das aus Biotin 

(auch als Vitamin B7 oder Vitamin H bezeichnet) gebunden an das Fc-Fragment 

eines monoklonalen Antikörpers besteht. Voraussetzung für die Lyse von 

Zielzellen durch Adapter-CAR NK-92 Zellen ist die spezifische Bindung von bAK 

an die entsprechende Zielstruktur auf der Zielzelloberfläche und die Bindung von 

AdCAR-NK-92 Zellen an den bAK (European Patent Application EP3315511A1, 

2016).  

In dieser Arbeit wurden AdCAR-NK-92 Zellen mit zwei verschiedenen AdCAR-

Konstrukten verwendet. Die Evaluation potenzieller Antigene für die 

Neuroblastomtherapie und die Untersuchung der Auswirkungen von TGFβ, 

Galunisertib und Bestrahlung wurden mit AdCAR-NK-92-Zellen durchgeführt, die 

ein AdCAR-Konstrukt der zweiten Generation enthalten. Dieses Konstrukt basiert 

auf dem scFv eines Maus-Antikörpers, enthält eine IgG4 Gelenkregion, eine CD8 

Transmembran-Domäne, die ζ-Kette des CD3-Rezeptors als intrazelluläre 

Aktivierungsdomäne und CD28 als kostimulatorische Domäne. Eine verkürzte 

Form des hämatopoetischen Vorläuferantigens CD34 wurde als Markergen für 

die Selektion der AdCAR-transduzierten-NK-92-Zellen koexprimiert (Grote et al., 

2020b). 

Untersuchungen der pharmakologischen Kontrolle der CAR-Funktion wurden mit 

AdCAR-NK-92-Zellen mit einem AdCAR-Konstrukt der dritten Generation 

durchgeführt, dessen scFv von einem humanisierten Antikörper stammt und das 
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neben CD28 auch 4-1BB als kostimulatorische Domäne enthält. Bei diesem 

AdCAR-Konstrukt wird CD271 als Erkennungsmerkmal mit dem AdCAR 

koexprimiert. Beide Konstrukte wurden von der Firma Miltenyi Biotec GmbH, 

Bergisch-Gladbach, Deutschland entwickelt und zur Verfügung gestellt. 

 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung der lentiviralen Transferplasmide. 

Plasmid A kodiert für das AdCAR Konstrukt der zweiten Generation, dessen scFv von einem 

Maus-Antikörper stammt und das CD28 als kostimulatorische Domäne und CD34 als Markergen 

enthält. Plasmid B kodiert für das AdCAR Konstrukt der dritten Generation, dessen scFv von 

einem humanisierten Antikörper stammt und das CD28 und 4-1BB als kostimulatorische 

Domänen und CD271 als Markergen enthält. Eigene Darstellung in Anlehnung an Grote et al. 

(2020b).  

 

2.1.2 Zelllinien 

2.1.2.1 NK-92-Zelllinie 

Die NK-92-Zelllinie stammt aus dem peripheren Blut eines 50-jährigen Patienten 

mit rasch progredientem Non-Hodgkin-Lymphom und wurde 1992 etabliert (Gong 

et al., 1994). Die Zellen der NK-92-Zelllinie wurden bei der American Type 

Culture Collection (ATCC) erworben.  

 

2.1.2.2 Neuroblastom-Zelllinien 

IMR-32 

Die Zelllinie IMR-32 entstammt dem abdominellen Tumor eines 13 Monate alten 

Jungen mit Neuroblastom. Sie wurde 1970 von Tumilowicz et al. etabliert 
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(Tumilowicz et al., 1970). und bei der European Collection of Authenticated Cell 

Cultures (ECACC) erstanden.  

Kelly 

Die Zelllinie Kelly wurde aus dem Neuroblastom eines einjährigen Mädchens 

isoliert (Web-Expasy, 2012) und bei der Cell Line Services (CLS) GmbH 

erworben.  

LAN-1 

Seeger et al. etablierten die Zelllinie LAN-1 im Jahre 1972. Die Zellen stammen 

aus der Knochenmarksmetastase eines zweijährigen Jungen mit Neuroblastom 

im klinischen Stadium IV (Seeger et al., 1977) und wurden bei der ECACC 

erworben.  

LS 

Die Zelllinie LS wurde 1989 aus Zellen der abdominellen Tumormasse eines 16 

Monate alten Mädchens, bei dem ein Neuroblastom im Stadium III diagnostiziert 

wurde, etabliert und am Universitätsklinikum Tübingen, Klinik für Kinder- und 

Jugendmedizin, charakterisiert (Rudolph et al., 1991). Die Zelllinie wurde 

freundlicherweise von Prof. Dr. med. Rupert Handgretinger zur Verfügung 

gestellt.  

SH-SY5Y 

Die Zelllinie SH-SY5Y ist ein Subklon der Zelllinie SK-N-SH, die 1970 von Biedler 

et al. aus der Knochenmarksbiopsie eines Neuroblastom-Patienten etabliert 

wurde (Biedler et al., 1973; Biedler et al., 1978). Die Zelllinie wurde bei der 

ECACC erworben.  

SK-N-AS 

Die Zellen der SK-N-AS Zelllinie entstammen der Knochenmarksmetastase eines 

achtjährigen Mädchens mit einem wenig differenzierten Neuroblastom im 

Stadium IV (Sugimoto et al., 1984) und wurden bei der ECACC erstanden.  

SK-N-BE 

Biedler et al. etablierten die Zelllinie SK-N-BE(1) im Juni 1972. Die Zellen wurden 

im Rahmen einer Knochenmarksbiopsie bei einem Patienten mit Neuroblastom 

gewonnen (Biedler et al., 1978) und ebenfalls bei der ECACC erworben.   
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2.1.3 Zellkulturmedien und Puffer 

2.1.3.1 Zellkulturmedien 

Tabelle 2: Zellkulturmedien. 

Medium Hersteller 

MEM alpha + GlutaMAX™ (1x) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

RPMI 1640 + GlutaMAX™ (1x) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

 

2.1.3.2 Zellkulturzusätze 

Tabelle 3: Zellkulturzusätze. 

Zellkulturzusätze Hersteller 

Fötales Kälberserum (FCS), Hitze-inaktiviert Thermo Fischer Scientific, Warham, USA 

Antibiotika-Antimykotikum (100X) Thermo Fischer Scientific, Warham, USA 

Humanes rekombinantes TGF-β1 (TGFβ) BioLegend, San Diego, USA 

Humanes Interleukin-2 (IL-2),  
(Proleukin, Aldesleukin) 

Novartis, Basel, Schweiz 

Trypsin-EDTA (1X) Thermo Fischer Scientific, Warham, USA 

 

2.1.3.3 Puffer 

Tabelle 4: Puffer. 

Puffer Hersteller 

Dulbecco's Phosphat gepufferte Salzlösung 
(DPBS) 1x 

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA 

Phosphat gepufferte Salzlösung (PBS) 1x, 
pH 7,2 

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA 
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2.1.4 Antikörper 

Tabelle 5: Fluorochrom-markierte Antikörper. 

Antikörper Klon Fluorochrom Isotyp Hersteller Ref. Nummer 

Biotin-PE REA746 PE IgG1 

MACS Miltenyi 
Biotec, Bergisch 
Gladbach, 
Deutschland 

130-110-951 

CD25 (IL2RA) M-A251 FITC Maus IgG1 
BD Biosciences, 
Franklin Lakes, USA 

555431 

CD34 AC136 PE IgG2a 

MACS Miltenyi 
Biotec, Bergisch 
Gladbach, 
Deutschland 

130-113-741 

CD62L DREG-56 APC Maus IgG1 
BioLegend, San 
Diego, USA 

304810 

CD69 
(CLEC2C) 

L78 APC Maus IgG1 
BD Biosciences, 
Franklin Lakes, USA 

340560 

CD85j 
(LILRB1) 

GHJ/75 PE 
Maus 
IgG2b 

BioLegend, San 
Diego, USA 

333708 

CD94 
(KLRD1) 

DX22 FITC Maus IgG1 
BioLegend, San 
Diego, USA 

305504 

CD158a 
(KIR2DL1) 

HP-3E4 FITC Maus IgM 
BD Biosciences, 
Franklin Lakes, USA 

556062 

CD158b 
(KIR2DL2/3) 

DX27 APC IgG2a, K 

MACS Miltenyi 
Biotec, Bergisch 
Gladbach, 
Deutschland 

130-092-617 

CD158e/k 
(KIR3DL1/2) 

5,133 PE Maus IgG1 

MACS Miltenyi 
Biotec, Bergisch 
Gladbach, 
Deutschland 

130-095-205 

CD159a 
(NKG2A) 

Z199 PE 
Maus 
IgG2b 

Beckmann Coulter, 
Brea, USA 

IM3291U 

CD161 
(KLRB1) 

DX12 PE Maus IgG1 
BD Biosciences, 
Franklin Lakes, USA 

340530 

CD226 
(DNAM-1) 

TX25 FITC Maus IgG1 
BioLegend, San 
Diego, USA 

337104 

CD244 
(NKR2B4) 

DX26 FITC 
Maus 
IgG2a 

BD Biosciences, 
Franklin Lakes, USA 

550815 

CD271 
(LNGFR) 

ME20.4-
1.H4 

APC Maus IgG1 

MACS Miltenyi 
Biotec, Bergisch 
Gladbach, 
Deutschland 

130-113-418 
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CD314 
(NKG2D) 

BAT221 APC Maus IgG1 

MACS Miltenyi 
Biotec, Bergisch 
Gladbach, 
Deutschland 

130-092-673 

CD335 
(NKp46) 

9E2 PE Maus IgG1 

MACS Miltenyi 
Biotec, Bergisch 
Gladbach, 
Deutschland 

130-092-607 

CD336 
(NKp44) 

2,29 PE Maus IgG1 

MACS Miltenyi 
Biotec, Bergisch 
Gladbach, 
Deutschland 

130-092-480 

CD337 
(NKp30) 

AF29-
4D12 

APC Maus IgG1 

MACS Miltenyi 
Biotec, Bergisch 
Gladbach, 
Deutschland 

130-092-484 

NKp80 SD12 APC Maus IgG1 
BioLegend, San 
Diego, USA 

346708 

 

Tabelle 6: Isotyp-Antikörper. 

Antikörper Klon Fluorochrom Hersteller Ref. Nummer 

Maus IgG1, Κ MOPC-21 APC 
BD Biosciences, Franklin 
Lakes, USA 

555751 

Maus IgG1, Κ MOPC-21 FITC 
BD Biosciences, Franklin 
Lakes, USA 

555909 

Maus IgG1, Κ IS5-21F5 PE 
MACS Miltenyi Biotec, 
Bergisch Gladbach, 
Deutschland 

130-113-200 

Maus IgG2a, Κ MOPC-173 APC 
BioLegend, San Diego, 
USA 

400220 

Maus IgG2a, Κ G155-178 FITC 
BD Biosciences, Franklin 
Lakes, USA 

555573 

Maus IgG2a S43.10 PE 
MACS Miltenyi Biotec, 
Bergisch Gladbach, 
Deutschland 

130-113-271 

Maus IgG2b, Κ MPC-11 PE 
BioLegend, San Diego, 
USA 

400314 

Maus IgM, Κ MM-30 FITC 
BioLegend, San Diego, 
USA 

401606 
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Tabelle 7: Biotinylierte Antikörper. 

Antikörper Klon Hersteller Ref. Nummer 

CD146-Biotin 541-10B2 
MACS Miltenyi Biotec, 
Bergisch Gladbach, 
Deutschland 

130-092-852 

CD171-Biotin 555 
MACS Miltenyi Biotec, 
Bergisch Gladbach, 
Deutschland 

130-100-702 

CD200-Biotin 
(Samalizumab) 

OX-104 
MACS Miltenyi Biotec, 
Bergisch Gladbach, 
Deutschland 

130-096-817 

CD221-Biotin REA271 
MACS Miltenyi Biotec, 
Bergisch Gladbach, 
Deutschland 

130-103-938 

CD246-Biotin REA425 
MACS Miltenyi Biotec, 
Bergisch Gladbach, 
Deutschland 

130-112-579 

CD271-Biotin REA844 
MACS Miltenyi Biotec, 
Bergisch Gladbach, 
Deutschland 

130-091-883 

CD276* HEK 5 1B3 

Dr. Hans-Jörg 
Bühring, 
Universitätsklinikum 
Tübingen, 
Deutschland 

- 

EGFR* (Cetuximab) - 
Merck, KGaA, 
Darmstadt, 
Deutschland 

- 

GD2* (Dinutuximab) Ch14.18 
United Therapeutics 
Corp, Silver Spring, 
USA 

- 

 

*Die Biotinylierung der Antikörper erfolgte durch Davids Biotechnologie GmbH, 

Regensburg, Deutschland. 
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2.1.5 Chemikalien und Reagenzien 

2.1.5.1 Reagenzien 

Tabelle 8: Reagenzien. 

Reagenz Hersteller 

Calcein Acetoxymethyl (Calcein-AM) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

DMSO (Dimethylsulfoxid), anhydrous Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

EDTA-Lösung 0,05 M 
PanReac AppliChem ITW Reagents, 
Darmstadt, Deutschland 

Formaldehydlösung 37 % in H2O 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Triton™ X-100 10 % in H2O Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

 

2.1.5.2 Substanzen 

Tabelle 9: Substanzen. 

Substanzen Hersteller 

Dasatinib 
STEMCELL Technologies, Vancouver, 
Canada 

Galunisertib (LY2157299) Cayman Chemical, Ann Arbor, USA 

 

2.1.5.3 Assays 

Tabelle 10: Assays. 

Assays Hersteller 

CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell 
Proliferation Assay 

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland 

Trypanblau 0,4 % in H2O Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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2.1.6 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 11: Verbrauchsmaterialien. 

Material Bezeichnung Hersteller 

Aluminiumfolie Profissimo, Alufolie 33 m dm, Karlsruhe, Deutschland 

Einmalkanülen 
100 Sterican® 
(0,90 x 70 mm, 20 G x 2,75”) 

B. Braun, Melsungen, Deutschland 

Flächendes-
infektionsmittel 

Descosept AF 
Dr. Schumacher, Malsfeld, 
Deutschland 

Gefäße 
Cellstar® Polypropylen Röhrchen  
(15 ml, 50 ml) 

Greiner bio-one, Kremsmünster, 
Österreich 

  
Falcon® Polystyrene Röhrchen mit 
rundem Boden (5 ml) 

Corning® Falcon®, Corning, USA 

  
Eppendorf Gefäße mit 
Deckelverriegelung 
(1,5 ml, 2 ml) 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Handschuhe 
Classic, Nitril, puderfrei, 
Medizinische 
Untersuchungshandschuhe 

Abena, Aabenraa, Dänemark 

Pipetten 
Stripette ® Serolofische Pipetten  
(2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml) 

Corning Costar, Corning, USA 

Pipettenspitzen 
epT.I.P.S  
(0-20 µl, 20-300 µl, 50-1000 µl) 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

  
Pipettenspitzen PP 
oberflächenoptimiert  
(0,1-20 µl, 0-200 µl, 100-1250 µl) 

nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe, 
Deutschland 

  
Combitips® advanced, 
Dispenserspitzen (2,5 ml, 1 ml) 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Zählkammern C-Chip, Neubauer Improved NanoEnTek, Seoul, Korea 

Zellkulturflaschen 

Cellstar® Zellkulturflaschen, TC-
behandelt, Roter 
Filterschraubverschluss  
(250 ml, 75 cm2; 550 ml, 175 cm2) 

Greiner bio-one, Kremsmünster, 
Österreich 

Zellkulturplatten 
Cellstar® Zellkultur Mikroplatten 96 
Vertiefungen, Polystyren, V-Boden, 
transparent 

Greiner bio-one, Kremsmünster, 
Österreich 

  
Cellstar® Zellkultur Mikroplatten 96 
Vertiefungen, Polystyren, F-Boden, 
transparent 

Greiner bio-one, Kremsmünster, 
Österreich 

  
Cellstar® Zellkultur Mikroplatte 96 
Vertiefungen, Polystyren, F-Boden, 
µClear®, schwarz 

Greiner bio-one, Kremsmünster, 
Österreich 
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2.1.7 Geräte 

Tabelle 12: Elektronische Geräte. 

Gerät Bezeichnung Hersteller 

Bestrahlungsgerät Gammacell 1000 elite Nordion, Ottawa, Kanada 

Brutschrank HERA cell 
Heraeus Instruments, Hanau, 
Deutschland 

Duchflusszytometer BD FACSCanto II 
BD Biosciences, Franklin Lakes, 
USA 

Kühl- und 
Gefrierschränke 

Premium NoFrost (4 °C, -20 °C) Liebherr, Bulle, Schweiz 

  Profi Line (-20 °C) Liebherr, Bulle, Schweiz 

  -86C Gefrierschrank (-80 B21°C) Forma Scientific, Waltham, USA 

Multimode 
Mikroplatten-
basiertes 
Spektrophotometer 

Spark Tecan, Männedorf, Schweiz 

Mikroplatten-
Spektrophotometer 

ELx800 BioTek, Winooski, USA 

Mikroskop Wilovert 
Helmut Hund GmbH, Wetzlar, 
Deutschland 

  IX50 Olympus, Shinjuku, Japan 

Schüttel- und 
Mischgerät 

Titramax 1000 
Heidolph Instruments, 
Schwabach, Deutschland 

Sterilbänke Kendro Herasafe HS 18 
Heraeus Instruments, Hanau, 
Deutschland 

  Kendro Herasafe HS 12 
Heraeus Instruments, Hanau, 
Deutschland 

  Kendro Herasafe HS 15 
Heraeus Instruments, Hanau, 
Deutschland 

Ultraschallgerät Sonifier B-12 
Branson Ultrasonics, Danbury, 
USA 

Laborschüttler Reax top 
Heidolph Instruments, 
Schwabach, Deutschland 

  Reax 200 
Heidolph Instruments, 
Schwabach, Deutschland 

  Agitateur Top-Mix 11118 
Bioblock Scientific, Strasbourg 
Illkirch, Frankreich 

  Vortex Mixer 
neoLab, Heidelberg, 
Deutschland 
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Wasserbad WB 7 (37 °C) 
Memmert, Schwabach, 
Deutschland 

Zentrifugen Multifuge 3 S-R 
Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, Deutschland 

  Rotixa 50 RS Hettich, Tuttlingen, Deutschland 

  Rotana 46 RSC Hettich, Tuttlingen, Deutschland 

  Sprout (Minizentrifuge) 
Biozym, Hessisch Oldendorf, 
Deutschland 

  Mini Spin Plus 
Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland 

 

Tabelle 13: Pipetten. 

Bezeichnung Hersteller 

Discovery Comfort, DV10 (0,5-10 µl) HTL Lab Solutions, Warschau, Polen 

Mehrkanalpipette, Discovery Comfort,  
DV8-200 (20-200 µl) 

HTL Lab Solutions, Warschau, Polen 

Eppendorf Reference® (0,5-10 µl) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Eppendorf Research®  
(0,5-10 µl, 2-20 µl, 100-1000 µl) 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Eppendorf Research® Plus  
(0,5-10 µl, 10-100 µl, 20-200 µl, 100-1000 µl) 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Mehrkanalpipette, Research Plus®,  
(30-300 µl) 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Mehrfachdispenser, Multipette E3 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Mehrfachdispenser, Multipette stream Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Pipettierhilfe, Pipetboy acu 2 
Integra Biosciences GmbH, Biebertal, 
Deutschland 
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2.1.8 Computerprogramme 

Tabelle 14: Computerprogramme. 

Name Hersteller 

EndNote, Version X9.3.1 Clarivate Analytics, Philadelphia, USA 

FACS Diva, Version 8.0.1 BD Biosciences, Franklin Lakes, USA 

FlowJo, Version 10.0.8 FlowJo LLC, Ashland, USA 

Gen5 BioTek, Winooski, USA 

GraphPad PRISM, Version 8 GraphPad Software, San Diego, USA 

Microsoft Office, Version 2009 Microsoft, Redmond, USA 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Allgemeine Zellkulturmehoden 

2.2.1.1 Zellkultur der AdCAR-NK-92-Zelllinie 

Die AdCAR-NK-92-Zelllinie wurde in T75-Zellkulturflaschen bei 37 °C, 95 % 

Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 in einem begasten Brutschrank kultiviert. Die Zellen 

wurden in MEM-alpha-Komplettmedium mit 20 % fötalem Kälberserum (FCS), 

1 % Antibiotika-Antimykotikum und 100 U/ml Interleukin-2 (IL-2) kultiviert. 

Montags, mittwochs und freitags wurden die AdCAR-NK-92-Zellen ausgezählt 

und mit Medium auf eine Konzentration von 1 x 105 Zellen/ml eingestellt. 

 

2.2.1.2 Zellkultur der Neuroblastom-Zelllinien 

Die Neuroblastom-Zelllinien wurden in einem CO2 begasten Brutschrank bei 

37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2 in T175 Zellkulturflaschen kultiviert. 

Die Zelllinien wurden in RPMI-1640-Komplettmedium mit 10 % FCS und 1 % 

Antibiotika-Antimykotikum kultiviert und bei einer Konfluenz von 70-90 % 

passagiert. Dafür wurde das Zellkulturmedium entfernt und die Zellen mit 10 ml 

Phosphat-gepufferter Salzlösung (PBS) gewaschen. Zur enzymatischen 

Dissoziation der Zellen vom Boden der Zellkulturflasche wurde 0,05 %ige 

Trypsin-EDTA Lösung auf die Zellen gegeben. Das Trypsin wurde mit FCS-

haltigem Medium inaktiviert und die abgelösten Zellen in der entsprechenden 

Verdünnung in eine neue Zellkulturflasche mit Medium überführt. 

 

2.2.1.3 Bestrahlung von AdCAR-NK-92-Zellen 

Für die Bestrahlung der AdCAR-NK-92-Zellen wurde das Bestrahlungsgerät 

Gammacell 1000 elite der Firma Nordion verwendet. AdCAR-NK-92-Zellen 

wurden in 15 ml Polypropylen-Röhrchen mit der Energiedosis 10 Gy einer 

Cäsium-Quelle bestrahlt, anschließend gewaschen und mit frischem MEM-alpha-

Komplettmedium mit 20 % FCS, 1 % Antibiotika-Antimykotikum und 100 U/ml 

IL-2 kultiviert.  
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2.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl 

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen mit Trypanblau gefärbt und in 

einer Neubauer-Zählkammer unter dem Lichtmikroskop ausgezählt. Der 

anionische Bisazofarbstoff Trypanblau dringt durch die durchlässige Membran in 

tote und perforierte Zellen ein und färbt deren zytotosolische Proteine an, so dass 

sie unter dem Mikroskop blau erscheinen. Lebende Zellen mit intakter 

Zellmembran nehmen kein Trypanblau auf und erscheinen hell. Die zu 

bestimmende Zellsuspension wurde im Verhältnis 1:2 mit 0,4 %iger Trypanblau-

Lösung verdünnt. Von der verdünnten Zellsuspension wurden 10 µl in eine 

Neubauer-Zählkammer überführt. Unter dem Lichtmikroskop wurden die vitalen 

Zellen in den vier Eckquadraten der Zählkammer ausgezählt und die Zellzahl/ml 

mit folgender Formel berechnet: 

 

Zellzahl

ml
 = 

Anzahl der gezählten Zellen

Anzahl der gezählten Quadrate (4)
× Verdünnungsfaktor (2) × Volumenfaktor (10

4
) 

 

2.2.2 Viabilitätsassay (Trypanblau-Vitalfärbung) 

Zur Bestimmung der Proliferation und Viabilität von AdCAR NK-92 Zellen wurde 

die Zahl der lebenden und toten Zellen einer Zellpopulation in regelmäßigen 

zeitlichen Abständen ermittelt.  

In drei unabhängigen Experimenten mit Triplikaten pro Ansatz wurden die 

AdCAR-NK-92-Zellen mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Dasatinib in den 

Konzentrationen 1 nM, 10 nM und 100 nM oder dem Lösungsmittel DMSO 

alleine als Vehikelkontrolle für 96 h kultiviert. Alle 24 h wurden die 

Zellpopulationen dreimal ausgezählt und wieder mit Dasatinib oder DMSO und 

MEM-alpha-Komplettmedium mit 100 U/ml IL-2 auf eine Zellzahl von 1 x 105/ml 

eingestellt. Als Kontrolle der Proliferation und Viabilität unter regulären 

Kulturbedingungen dienten AdCAR-NK-92-Zellen, die in MEM-alpha-

Komplettmedium mit 100 U/ml IL-2 kultiviert wurden. 

Zur Bestimmung der Proliferation wurde die Zellzahl lebender Zellen pro ml einer 

Population bestimmt. Diese Zellzahl/ml wurde mit der Zellzahl/ml der 

unbehandelten Kontrolle ins Verhältnis gesetzt und als Prozentwert der Kontrolle 

angegeben: 
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Proliferation [% der Kontrolle] = 
Anzahl lebender Zellen pro mlTestpopulation

Anzahl lebender Zellen pro mlKontrollpopulation

 

 

Die Viabilität einer Zellpopulation wurde bestimmt, indem die Zahl lebender 

Zellen einer Population ins Verhältnis zur gesamten Zellzahl dieser Population 

gesetzt wurde: 

 

Viabilität [%] = 
Anzahl lebender Zellen pro ml

Anzahl lebender und toter Zellen pro ml
 × 100 

 

2.2.3 Viabilitätsassay (MTS-Test) 

Die Viabilität von AdCAR-NK-92-Zellen bei Behandlung mit TGFβ, Galunisertib 

oder Bestrahlung wurde mit dem CellTiter 96® AQueous One Solution Cell 

Proliferation Assay der Firma Promega untersucht. Das enthaltene MTS  

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

tetrazolium] wird intrazellulär zu Formazan reduziert. Diese Reduktionsreaktion 

geht mit einem Farbumschlag von gelb zu braun einher und ist abhängig von den 

Reduktionsmitteln NADPH bzw. NADH, die intrazellulär von mitochondrialen und 

extramitochondrialen Dehydrogenasen produziert werden. Nur lebende Zellen 

verfügen über den notwendigen Energiestoffwechsel, um MTS zu reduzieren, 

während apoptotische oder nekrotische Zellen dazu nicht in der Lage sind. Die 

Menge des entstandenen Formazans lässt sich durch Messung der Absorption 

bei einer Wellenlänge von 490 nm quantitativ bestimmen und verhält sich 

proportional zur Viabilität der Zellen in der entsprechenden Vertiefung der 

Mikroplatte. Die Referenzwellenlänge von 630 nm wurde zusätzlich gemessen, 

um die unspezifische Absorption durch Zelltrümmer oder Verschmutzung der 

Platte abzuziehen. Jede getestete Behandlung der AdCAR-NK-92-Zellen wurde 

in drei unabhängigen Experimenten mit Triplikaten pro Platte untersucht. 

Unbehandelte Zellen und Zellen, die mit der maximalen Konzentration des 

Lösungsmittels der verwendeten Substanzen behandelt wurden, dienten als 

Kontrolle. Die Hintergrund-Absorption durch spontane Interaktion von 

Zellkulturmedium und CellTiter 96® Reagenz wurde separat in Vertiefungen 

ohne Zellen kontrolliert. 
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Der Assay wurde in transparenten Flachboden-Platten mit 96 Vertiefungen in 

100 µl MEM-alpha-Komplettmedium mit 100 U/ml IL-2 durchgeführt. Die AdCAR-

NK-92-Zellen wurden vor Beginn der Viabilitätsbestimmung mit 10 Gy bestrahlt 

oder mit TGFβ beziehungsweise Galunisertib in den entsprechenden 

Konzentrationen behandelt und bis zur Messung für das angegebene Zeitintervall 

(24 h, 48 h, 72 h oder 96 h) im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden 20 µl 

CellTiter 96® Reagenz in alle zu testenden Vertiefungen gegeben und die 

Mikroplatten erneut für 2 h im Brutschrank inkubiert. Abschließend wurde die 

Absorption bei 490 nm im Mikroplatten-Spektrophotometer gemessen. 

 

2.2.4 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur qualitativen und quantitativen 

Untersuchung von Zellen und Partikeln auf morphologische und funktionelle 

Merkmale. In Suspension befindliche Zellen werden mit Überdruck durch die 

Probenadel ins Gerät überführt. Dort werden sie mit einer Trägerlösung in einem 

kontinuierlichen laminaren Hüllstrom verdünnt und fokussiert, so dass die Zellen 

einzeln zum Messpunkt gelangen und von mehreren hintereinander geschalteten 

Lasern analysiert werden. Beim Passieren des Laserstrahls werden die Zellen 

durch Licht einer bestimmten Wellenlänge angeregt. Sowohl in ungefärbtem 

Zustand als auch bei Bindung an Fluorochrom-markierte Antikörper streuen die 

Zellen dieses Licht in eine bestimmte Richtung, bzw. emittieren es in einer 

spezifischen Wellenlänge. Mithilfe von Filtereinheiten und Lichtdetektoren im 

Instrument werden diese Streulicht- und Fluoreszenzlichtsignale weitergeleitet 

und gemessen. 

Bei der Messung des Streulichtsignals wird eine Veränderung der Lichtrichtung 

analysiert. Im Forward scatter (FSC) Kanal wird die Beugung des Lichts im 

flachen Winkel und im Side scatter (SSC) Kanal die Reflexion des Lichts im 

rechten Winkel registriert. Mithilfe des FSC wird die Zellgröße und mithilfe des 

SSC die Zellgranularität gemessen. 

Das Fluoreszenzlichtsignal wird von Sensoren, die spezifisch für bestimmte 

Wellenlängenbereiche sind, detektiert. Fluoreszenzlicht entsteht, wenn Licht 

einer bestimmten Wellenlänge auf ein Fluorochrom trifft. Durch die Absorption 
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von Photonen werden die Elektronen des Flourochroms in ein energetisch 

höheres Orbital gehoben und emittieren beim Zurückfallen auf ihr energetisches 

Ausgangsniveau Photonen. Der Wellenlängenbereich, in dem Fluorochrome 

durch Lichtenergie angeregt werden können, wird als Absorptionsspektrum 

bezeichnet und der Wellenlängenbereich, in dem sie Fluoreszenzlicht emittieren 

nennt sich Emissionsspektrum. Die Aufteilung der freiwerdenden Energie in 

Wärme und Licht bedingt, dass das emittierte Fluoreszenzlicht langwelliger als 

das Anregungslicht ist. Die Intensität des gemessenen Fluoreszenzlichts ist 

direkt proportional zur Anzahl von Bindungsstellen, die mit einem 

Fluorochrom-markierten Antikörper besetzt sind und ermöglicht Rückschlüsse 

auf das Vorhandensein und die Anzahl von intrazellulär oder auf der 

Zelloberfläche gebundenen Antikörpern. Diese Antikörper sind als 

Primärantikörper entweder direkt mit Fluoreszenzfarbstoff konjugiert oder sie 

sind biotinyliert und werden dann mittels eines Fluorochrom-markierten, 

anti-Biotin-Sekundärantikörper detektiert. 

Nach der Detektion werden die eintreffenden Lichtsignale im Gerät als 

elektrische Signale weiterverarbeitet und einem Messkanal zugewiesen. Ihre 

Amplitude wird dabei in elektrische Spannung übersetzt. Die Verstärkung der 

Signale kann linear oder logarithmisch erfolgen. Konventionell werden die 

Streulichtsignale des FSC und SSC linear und die Fluoreszenzlichtsignale 

logarithmisch verstärkt. 

Für die durchflusszytometrischen Analysen wurden 3 x 105 Zellen pro Röhrchen 

bei 4 °C gefärbt. Dafür wurden die Zellen mit 3 ml FACS-Puffer bestehend aus 

Dulbeccos Phosphat gepufferter Salzlösung (DPBS) mit 2 % FCS und 0,4 % 

EDTA gewaschen und 5 min bei 350 g zentrifugiert. Der Überstand wurde 

entfernt und die Zellen in 50 µl FACS-Puffer resuspendiert. Die Zellen wurden für 

15 min unter Lichtausschluss bei 4°C mit dem entsprechenden Antikörper 

inkubiert. Danach wurden sie mit 3 ml FACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert und 

der Überstand entfernt. Bei Verwendung biotinylierter Primärantikörper wurden 

die Zellen anschließend mit einem fluoreszenzmarkiertem Sekundärantikörper 

gefärbt. Für die entsprechenden Analysen wurden jeweils 5 x 104 Zellen im 

Durchflusszytometer (FACSCanto II) gemessen und mittels FlowJo Software 
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ausgewertet. Als Kontrollen der Geräteeinstellungen wurden ungefärbte Zellen 

eingesetzt. Bei Einsatz von Fluorochrom-markierten Antikörpern dienten Isotyp-

Antikörper als Kontrolle für unspezifische Bindungen. Bei Verwendung von 

Biotin-markierten Antikörpern in Kombination mit einem Fluorochrom-markierten 

Sekundärantikörper, wurde der Sekundärantikörper alleine als Kontrolle für 

unspezifische Bindungen verwendet. 

 

2.2.5 Zytotoxizitätsassay (Calcein-Release-Test) 

Zur Bestimmung der Zytotoxizität von AdCAR-NK-92-Zellen gegenüber 

Neuroblastom-Zelllinien wurden Calcein-Release-Tests durchgeführt. Die 

Funktionsweise dieses Tests basiert auf der Messung der Fluoreszenz von 

Calcein aus dem Zellüberstand der Zielzellen. Dafür werden die Zielzellen 

zunächst mit Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM), einem nicht 

fluoreszierenden Molekül, inkubiert, das aufgrund seiner hydrophoben 

Eigenschaften die Zellmembran leicht passieren kann. Im Inneren der Zelle wird 

Calcein-AM von Esterasen enzymatisch zu Calcein umgewandelt. Dabei werden 

die Acetatreste und die Acetoxymethylester-Gruppe hydrolysiert, so dass das 

Molekül hydrophil wird und aufgrund seiner Carboxygruppe die Zelle nicht mehr 

verlassen kann. Intrazellulär komplexiert Calcein Calciumionen und fluoresziert 

grün. Die markierten Zielzellen werden zusammen mit den zytotoxischen 

Effektorzellen inkubiert. Bei der Lyse der Zielzellen wird das fluoreszierende 

Calcein freigesetzt und kann mit einem Anregungsmaximum bei der Wellenlänge 

485 nm und einem Emissionsmaximum bei 520 nm im Überstand gemessen 

werden. Die Intensität der Fluoreszenz ist dabei proportional zur Menge des 

freigesetzten Calceins und zur Anzahl der lysierten Zielzellen. 

Um die zytotoxische Aktivität der Effektorzellen zu berechnen, wird das Ergebnis 

im Hinblick auf die Anzahl der maximal lysierbaren Zellen betrachtet. Für diese 

Berechnung müssen die Werte der Maximallyse, der Spontanlyse und der 

Hintergrundwert bestimmt werden. Als Maximallyse wird der Wert bezeichnet, 

der bei Lyse aller Zielzellen erreicht wird. Zur Bestimmung dieses Werts wurde 

ein Teil der Zielzellen mit Ultraschall aufgeschlossen oder mit 0,1 %iger 

Tritonlösung behandelt. Der Begriff Spontanlyse beschreibt den Wert, der 
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zustande kommt, wenn ein Teil der Zielzellen während des Versuchs ohne 

Einwirkung der Effektorzellen abstirbt und dabei Calcein freisetzt. Die 

Spontanlyse wurde bestimmt, indem mit Calcein markierte Zielzellen ohne 

Antikörper oder Effektorzellen eingesetzt wurden. Der Hintergrundwert ergibt sich 

durch eine Grundaktivität, die immer im Medium vorhanden ist. Für die Kontrolle 

des Hintergrundwerts wurde 1 ml von der Zielzellsuspension abgenommen und 

für 5 min bei 200 g und 37°C zentrifugiert. Vom Überstand wurden 100 µl in die 

entsprechende Vertiefung der Mikroplatte pipettiert. 

Die spezifische Lyse der Zielzellen in Prozent wurde mit folgender Formel 

berechnet: 

spezifische Lyse [%] = 
(spezifische Lyse - Spontanlyse)

(Maximallyse - Spontanlyse)
 x 100 

 

Der Calcein-Release-Test wurde bei 37 °C in Mikroplatten mit 96 Vertiefungen 

und konisch zulaufendem Boden (V-Boden) mit RPMI-1640-Calcein-Release-

Medium (CR-Medium) mit GlutaMAX, 2 % FCS und 1 % Antibiotika-

Antimykotikum durchgeführt. Pro Assay wurden drei voneinander unabhängige 

Experimente mit Triplikaten pro Vertiefung der verwendeten Mikroplatte 

angesetzt.  

Die Konzentration der bAK wurde mit CR-Medium auf 100 ng/ml eingestellt. 

Jeweils 50 µl der Antikörper Lösung wurden in die entsprechenden Vertiefungen 

der Mikroplatte vorgelegt, um eine finale Antikörperkonzentration von 25 ng/ml 

pro Vertiefung zu erreichen. Die bAK dienen als Adapter zwischen Zielzelle und 

AdCAR-NK-92-Zelle und vermitteln die Lyse der Zielzellen. Sie wurden gegen 

Antigene ausgewählt, deren Expression auf den Zielzelllinien 

durchflusszytometrisch bestätigt wurde und binden spezifisch an diese 

Zielstrukturen. Die gebundenen bAK werden von den AdCAR-NK-92-Zellen 

erkannt, deren CAR spezifisch an ein Biotin-Neoepitop am Fc-Fragment der bAK 

bindet und aktiviert wird. Durch Aktivierung der zytotoxischen Kaskade der 

AdCAR-NK-92-Zelle wird die Lyse der Zielzelle induziert. Als Kontrolle der Lyse, 

die von bAK ohne Effektorzellen induziert wurde, dienten mit Calcein markierte 

Zielzellen, die nur mit den jeweils eingesetzten bAK inkubiert wurden. Um 

Abweichungen infolge unterschiedlicher Epitope zu vermeiden, wurden für die 
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durchflusszytometrischen Analysen und für die Calcein-Release-Tests die 

gleichen bAK als Adaptermoleküle eingesetzt.  

Die Neuroblastom-Zellen wurden auf eine Zellzahl von 1 x 106 in 1 ml RPMI 1640 

Komplettmedium eingestellt und für 30 min im Brutschrank mit 10 µM Calcein-

AM gefärbt. Nach der Färbung wurden die Neuroblastom-Zellen zweimal mit 

10 ml gewärmtem CR-Medium gewaschen und 5 min bei 200 g und 37 °C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt und die Zellen in 5 ml gewärmtem 

CR-Medium resuspendiert. Die Neuroblastom-Zellen wurden auf 5 x 104 pro ml 

eingestellt. In jede Vertiefung der Mikroplatte wurden 100 µl der Zellsuspension 

pipettiert. Anschließend wurden die mit bAK und Zielzellen vorbereiteten 

Mikroplatten für 30 min im Brutschrank inkubiert. Die AdCAR-NK-92-Zellen 

wurden auf 1 x 106 Zellen pro ml in CR-Medium eingestellt. Mit einer 

Verdünnungsreihe wurden Effektor- zu Zielzellverhältnisse von 10:1; 5:1 und 

2,5:1 erstellt und 50 µl der Effektorzellsuspenion in die entsprechenden 

Vertiefungen pipettiert. Die Platten mit einem Endvolumen von 200 µl pro 

Vertiefung wurden 5 min bei 200 g und 37°C zentrifugiert und für 2 h im 

Brutschrank inkubiert. 

Nach der Inkubation wurden die Platten erneut 5 min bei 200 g und 37°C 

zentrifugiert. Aus jeder Vertiefung wurden 100 µl Überstand in eine schwarze 

µClear® Mikroplatte mit 96 Vertiefungen und Flachboden überführt, um eine 

mögliche Fluoreszenzinterferenz zwischen den einzelnen Vertiefungen zu 

verhindern. Die Durchführung der Messung erfolgte mit einem Multimode-

Mikroplatten-basierten Spektrophotometer. 

 

2.2.6 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der Versuchsdaten wurde mit dem Programm 

GraphPad Prism durchgeführt. Die statistische Analyse von zwei experimentellen 

Gruppen zu mehreren Zeitpunkten erfolgte mit multiplen t-Tests und der Holm-

Sidak-Methode zur Korrektur multipler Mittelwertsvergleiche. Zum Vergleich 

mehrerer experimenteller Gruppen zu mehreren Zeitpunkten bzw. mit 

unterschiedlichen Effektor- zu Zielzellverhältnissen wurde eine zweifaktorielle 

Varianzanalyse mit Post-hoc-Tests nach Dunnet bzw. Tukey durchgeführt. 
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Mithilfe des Spearman’schen Rangkorrelationskoeffizienten wurde der monotone 

Zusammenhang von zwei Variablen untersucht. Ein p-Wert ≤ 0,05 wurde als 

statistisch signifikant definiert (ns p > 0,05; * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001; 

**** p ≤ 0,0001).   
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3 Ergebnisse 

3.1 Identifizierung und Evaluierung potenzieller Zielantigene für die 

AdCAR-NK-92-basierte Immuntherapie des Neuroblastoms 

3.1.1 FACS-basierte Charakterisierung der Antigenexpression 

verschiedener Neuroblastom-Zelllinien 

Um neben den bereits bekannten Neuroblastom-Antigenen weitere 

Oberflächenantigene für die Funktionstestung der AdCAR-NK-92-basierten 

Immuntherapie zu identifizieren, wurde die Expression von CD146 (MCAM), 

CD171 (L1CAM), CD221 (IGF-1R), CD246 (ALK) und CD271 (LNGFR) auf den 

Neuroblastom-Zelllinien IMR-32, Kelly, LAN-1, LS, SH-SY5Y, SK-N-AS und  

SK-N-BE mittels FACS-Analyse untersucht. Der Anteil Antigen-exprimierender 

Zellen (PPZ) und die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI), ein Maß für die 

Antigendichte auf der Zelloberfläche, sind in Tabelle 1 farbcodiert angegeben.  

Abhängig von der jeweiligen Neuroblastom-Zelllinie wurde eine unterschiedliche 

Expression der Antigene festgestellt. Das Antigen CD146 war auf allen Zelllinien 

hoch exprimiert und wurde auf mehr als 90,0 % der Zellen von Kelly, LAN-1, LS, 

SH-SY5Y und SK-N-AS mit MFI-Werten zwischen 52,57 und 22,54 

nachgewiesen. Die höchste Antigendichte von CD146 wurde mit 88,5 % 

positiven Zellen und einem MFI Wert von 75,22 bei der Zelllinie IMR-32 

festgestellt. Das Antigen CD171 wurde, abgesehen von der Zelllinie LS, auf allen 

Zelllinien überexprimiert. Dabei wurden mehr als 90,0 % der Zellen von IMR-32, 

Kelly, LAN-1 und SH-SY5Y positiv auf CD171 getestet. Der höchste MFI-Wert 

von 117,94 wurde ebenfalls bei der Zelllinie IMR-32 nachgewiesen. Die Antigene 

CD221 und CD271 wurden beide von einzelnen Zelllinien hoch exprimiert. 

Während CD221 auf mehr als 95,0 % der Zellen von Kelly, LAN-1 und SH-SY5Y 

nachweisbar war, wurden jeweils 99,8 % der Zellen von LAN-1 und LS und 

97,9 % der Zellen von SH-SY5Y positiv auf CD271 untersucht. Mit MFI-Werten 

von 116,89 bei LS und 109,01 bei LAN-1 wurde CD271 auf diesen beiden 

Zelllinien deutlich überexprimiert. Die geringste Expression aller untersuchten 

Antigene wurde Zelllinien-übergreifend bei CD246 festgestellt.  

Aufgrund hoher Expression auf allen untersuchten Zelllinien bieten sich CD146 

und CD171 besonders als Zielstrukturen für die Immuntherapie an, während 
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CD221 und CD271 selektiv exprimiert wurden und sich daher eingeschränkt als 

Zielstrukturen eignen. Dementsprechend wurde die funktionelle Testung der 

AdCAR-NK-92 Zellen in Zytotoxizitäts-Assays mit den Zelllinien Kelly, LAN-1, LS, 

SH-SY5Y und SK-N-AS mit bAK gegen die Antigene CD146, CD171, CD221, 

und CD271 durchgeführt, da CD246 auf keiner der untersuchten Zelllinien 

relevant exprimiert wurde.  

 

Tabelle 15: Durchflusszytometrische Analyse der Antigenexpression verschiedener 
Neuroblastom-Zelllinien.  
Dargestellt ist die Expression der Antigene CD146, CD171, CD221, CD246 und CD271 in Form 
von Prozent positiven Zellen (PPZ) und der mittleren Fluoreszenzintensität (MFI) bei den 
Zelllinien IMR-32, Kelly, LAN-1, LS, SH-SY5Y, SK-N-AS, SK-N-BE. Die Farbcodierung stellt eine 
Zunahme der Messwerte von Rot über Gelb nach Grün dar (siehe Legende). 
 

 

 

3.1.2 Bestimmung der Funktionalität von AdCAR-NK-92-Zellen 

Um die Funktionalität und das zytotoxische Potenzial der AdCAR-NK-92-Zellen 

zu untersuchen, wurden Calcein-Release-Tests mit verschiedenen 

Neuroblastom-Zelllinien als Zielzellen durchgeführt. Als Adapter wurden bAK 

gegen Antigene, deren Expression zuvor durchflusszytometrisch ermittelt wurde, 

ausgewählt, um den Einfluss der Antigenexpression auf die AdCAR-vermittelte 

Zytotoxizität zu untersuchen. Zur Testung der AdCAR-NK-92-Zellen in 

Kombination mit verschiedenen bAK bei unterschiedlichen Neuroblastom-

Antigen
Antigen-

expression
IMR-32 Kelly LAN-1 LS SH-SY5Y SK-N-AS SK-N-BE

PPZ 88,5% 99,6% 99,9% 95,0% 99,8% 97,8% 62,3%

MFI 75,22 22,54 47,66 23,31 35,44 52,57 14,81

PPZ 98,5% 99,7% 99,7% 30,8% 94,4% 73,6% 74,9%

MFI 117,94 94,54 43,95 1,88 15,82 10,29 31,35

PPZ 22,2% 97,3% 96,7% 35,7% 99,5% 7,3% 3,1%

MFI 3,97 8,44 6,81 2,39 12,78 1,30 1,21

PPZ 5,6% 1,4% 1,7% 1,7% 0,4% 1,2% 0,7%

MFI 1,30 1,00 1,09 1,02 0,96 0,99 0,90

PPZ 21,6% 76,6% 99,8% 99,8% 97,9% 7,7% 5,7%

MFI 2,84 6,77 109,01 116,89 15,81 1,12 1,09

Legende
sehr 

niedrig
niedrig moderat hoch sehr hoch

CD146

CD171

CD221

CD246

CD271

Zelllinie
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Zelllinien wurden die drei Effektor- zu Ziellzellverhältnisse (E:Z-Verhältnisse) 

2,5:1, 5:1 und 10:1 ausgetestet. Mit Verringerung der E:Z-Ratio zeigte sich auch 

eine Abnahme der AdCAR-NK-92-spezifischen Zelllyse.  

In Kombination mit bAK gegen CD146 zeigten AdCAR-NK-92-Zellen gegen alle 

getesteten Zelllinien die höchste Zytotoxizität. Bei der Zelllinie LS wurde mit bAK 

gegen CD146 (64,97 % ± 3,07 %) und CD271 (64,23 % ± 4,08 %) die insgesamt 

höchste AdCAR-vermittelte spezifische Zelllyse erzielt. An zweiter Stelle stand 

die Zelllinie LAN-1, bei der mit bAK gegen CD146 eine AdCAR-vermittelte, 

spezifische Zelllyse von 61,47 % ± 7,30 % festgestellt wurde. Gegenüber den 

Zelllinien Kelly und SK-N-AS wurde mit bAK gegen CD146 jeweils eine AdCAR-

vermittelte Zytotoxizität der AdCAR-NK-92-Zellen von knapp über 50 % 

festgestellt. Das Antigen CD171 war auf den Zelllinien Kelly und SK-N-AS 

exprimiert, allerdings ging die höhere Antigendichte auf Kelly-Zellen verglichen 

mit SK-N-AS-Zellen (MFI-Wert von 94,54 versus 10,29) auch mit einer höheren 

spezifischen AdCAR-vermittelten Zelllyse der Kelly-Zellen einher (47,26 % ± 

5,18 % bei Kelly versus 21,61 % ± 7,30 % bei SK-N-AS). Gegenüber den 

anderen Zelllinien erwies sich SH-SY5Y trotz vergleichbarer Antigenexpression 

als wenig empfänglich für die AdCAR-vermittelte Zytotoxizität. Ein signifikanter 

Unterschied der spezifischen Zytotoxizität der AdCAR-NK-92-Zellen mit bAK 

gegenüber der intrinsischen (nicht CAR-vermittelten) Zytotoxizität ohne bAK 

gegen SH-SY5Y-Zellen wurde dennoch festgestellt. Bemerkenswert war, dass 

AdCAR-NK-92-Zellen lediglich gegen die Zelllinie LS eine relevante intrinsische 

Zytotoxizität (30,52 % ± 6,22 %) aufwiesen. Dennoch war die spezifische 

Zytotoxizität der AdCAR-NK-92-Zellen in Kombination mit bAK auch gegenüber 

der Zelllinie LS signifikant höher.  

Gemäß der Funktionsweise des Adapter-CAR-Systems war in diesen 

Experimenten die spezifische AdCAR-vermittelte Zytotoxizität der AdCAR-NK-

92-Zellen gegenüber Zielzellen immer dann signifikant höher als die intrinsische 

Zytotoxizität, wenn bAK gegen Antigene eingesetzt wurden, die relevant auf den 

Zielzelllinien exprimiert wurden.   
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Abbildung 4: Calcein-Release-Tests mit Adapter-CAR-NK-92-Zellen. 
AdCAR-NK-92-induzierte Zytotoxizität (spezifische Lyse) gegen verschiedene mit Calcein-AM 
markierte Neuroblastom-Zelllinien nach 2h Inkubation in Gegenwart von unterschiedlichen 
biotinylierten Antikörpern (25 µg/ml). Dargestellt sind die Daten für das Effektor- zu Zielzell-
Verhältnis von 10:1 (A), 5:1 (B) und 2,5:1 (C; Mittelwerte ± SDvM, n ≥ 3; **** p ≤0,0001, *** p ≤ 
0,001, ** p ≤ 0,01, ns p ≥ 0,05; zwei-faktorielle Varianzanalyse mit Dunnet post-hoc Test für 
multiple Vergleiche). 
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3.1.3 Korrelation zwischen AdCAR-NK-92-vermittelter spezifischer Lyse 

und Antigenexpression 

Die Beobachtung, dass die AdCAR-NK-92-vermittelte spezifische Zytotoxizität in 

Kombination mit bAK positiv mit der Antigendichte auf der entsprechenden 

Zielzelllinie korreliert, wurde durch Bestimmung des Spearman’schen 

Rangkorrelationskoeffizienten überprüft.  

Graphisch wurden die Antigen-Zelllinien-Paare als Punkte in einem 

Koordinatensystem in Abbildung 5 dargestellt. Die Mittelwerte der AdCAR-

NK-92-vermittelten spezifischen Zelllyse mit bAK im E:Z-Verhältnis von 10:1 

wurden auf der y-Achse und die zugehörigen MFI-Werte der Antigenexpression 

der jeweiligen Neuroblastom-Zelllinie auf der x-Achse aufgetragen. Mit einem 

p-Wert von 0,0006 und einem Korrelationskoeffizienten von 0,76 korreliert die 

AdCAR-NK-92-vermittelte spezifische Lyse in Kombination mit bAK positiv und 

signifikant mit der zugehörigen Antigendichte auf der jeweiligen Zielzelllinie.  

 

 

 

Abbildung 5: Korrelation zwischen AdCAR-NK-92-vermittelter spezifischer Lyse und  
MFI-Wert.  
Antigen-Zelllinien-Paare sind jeweils als Kreis dargestellt. Auf der y-Achse wurden die Mittelwerte 
der AdCAR-NK-92-vermittelten spezifischen Lyse mit bAK im E:Z-Verhältnis von 10:1 in Prozent 
angegeben. Auf der x-Achse wurden die MFI-Werte der zugehörigen Antigenexpression auf den 
jeweiligen Neuroblastom-Zelllinien angegeben. Der Spearman’sche Korrelationskoeffizient 
betrug 0,76 bei einem p-Wert von 0,0006.  
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3.2 Untersuchung der Auswirkungen von TGFβ auf AdCAR-NK-92-Zellen 

3.2.1 Bestimmung der Viabilität von AdCAR-NK-92-Zellen nach 

Inkubation mit TGFβ oder dem TGFβ Rezeptor-1-Inhibitor 

Galunisertib 

Im Hinblick auf die AdCAR-NK-92-basierte Immuntherapie wurde untersucht, ob 

das Zytokin Transforming growth factor β-1 (TGFβ) sich inhibierend auf die 

Viabilität, das Rezeptorprofil oder die Zytotoxizität von AdCAR-NK-92-Zellen 

auswirkt und ob diese Effekte, falls vorhanden, mit dem TGFβ-Rezeptor-1-

Inhibitor Galunisertib aufgehoben werden können.  

Zunächst wurde der Einfluss von TGFβ und Galunisertib auf die Viabilität von 

AdCAR-NK-92-Zellen mithilfe von MTS-Tests untersucht. AdCAR-NK-92-Zellen 

wurden mit TGFβ in den Konzentrationen 5 ng/ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml und 

50 ng/ml oder mit Galunisertib in den Konzentrationen 1 µM, 2,5 µM, 5 µM und 

10 µM inkubiert. Anschließend wurde die Viabilität nach 24 h, 48 h und 96 h 

bestimmt.  

Unabhängig vom Beobachtungszeitraum und der eingesetzten TGFβ-

Konzentration konnte kein signifikanter Unterschied der Viabilität der mit TGFβ 

inkubierten AdCAR-NK-92-Zellen im Vergleich zu den Kontroll-AdCAR-NK-

92-Zellen festgestellt werden. Auch bei Inkubation der AdCAR-NK-92-Zellen mit 

Galunisertib in den Konzentrationen 1 µM, 2,5 µM und 10 µM wurde unabhängig 

vom Beobachtungszeitraum kein signifikanter Unterschied der Viabilität im 

Vergleich zur Kontrolle entdeckt. Lediglich bei Inkubation mit Galunisertib in der 

Konzentration 5 µM konnte zum Messzeitpunkt 96 h eine geringe, aber 

signifikante Erhöhung des Viabilitätswerts um 14,57 Prozentpunkte verglichen 

mit der Kontrolle beobachtet werden. 

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass weder die Inkubation mit TGFβ noch die 

Inkubation mit Galunisertib zu einer signifikanten Abnahme der Viabilität von 

AdCAR-NK-92-Zellen führt. 
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Abbildung 6: Viabilität von AdCAR-NK-92-Zellen nach Inkubation mit TGFβ oder 
Galunisertib.  
AdCAR-NK-92-Zellen wurden (A) mit TGFβ (5 ng/ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml) oder (B) 
Galunisertib (1 µM, 2,5 µM, 5 µM, 10 µM) bis zum angegebenen Zeitpunkt (24 h, 48 h, 96 h) 
inkubiert. DMSO wurde als Vehikelkontrolle eingesetzt. Die Viabilität von AdCAR-NK-92-Zellen 
wurde durch Ermittlung der Absorption nach 2 h Inkubation mit Celltiter 96® Reagenz bestimmt 
und in Bezug zur unbehandelten Kontrolle in Prozent angegeben (Mittelwerte ± SDvM, n = 3, * p 
≤ 0,01, ns p ≥ 0,05; zwei-faktorielle Varianzanalyse mit Dunnet post-hoc Test für multiple 
Vergleiche). 
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3.2.2 FACS-basierte Charakterisierung des Rezeptorprofils der Adapter-

CAR-NK-92-Zellen nach Inkubation mit TGFβ 

Um den Einfluss von TGFβ auf das NK-Zell-Rezeptorprofil von AdCAR-NK-92-

Zellen zu untersuchen, wurden diese für 96 h mit TGFβ in den Konzentrationen 

10 ng/ml oder 50 ng/ml inkubiert. Anschließend wurde die Expression der 

aktivierenden NK-Zell-Rezeptoren CD226 (DNAM-1), CD314 (NKG2D), NKp80, 

CD335 (NKp46), CD336 (NKp44) und CD337 (NKp30) und der inhibitorischen 

Rezeptoren CD85j (ILT-2), CD159a (NKG2A), CD161 (NKR-P1A), CD158a 

(KIR2DL1), CD158b1/2 (KIR2DL2/3) und CD158e/k (KIR3DL1/2) untersucht. 

Zusätzlich wurde die Expression der Rezeptoren CD94 (KLRD1) und CD244 

(2B4), deren Wirkung aktivierend oder inhibitorisch sein kann, und die Expression 

der Oberflächenantigene CD25 (IL2Rα), CD62L (L-Selectin) und CD69 ermittelt. 

Die Oberflächenexpression von CD34 wurde stellvertretend für die Expression 

des AdCAR bestimmt, weil CD34 als Markergen dient, dessen Expression an die 

des Zielgens gekoppelt ist. Der Anteil positiver Zellen (PPZ) und die MFI sind in 

Tabelle 2 farbcodiert dargestellt.  

In Bezug auf die aktivierenden Rezeptoren ergab die Untersuchung, dass 

CD226, CD314, CD336 und CD337 von mehr als 95,0 % der AdCAR-NK-92-

Zellen exprimiert wurden, während die Expression von CD335 mit 82,6 % 

positiven Zellen geringer war. Eine Expression von NKp80 auf AdCAR-NK-92-

Zellen war nicht nachweisbar. Nach Inkubation der AdCAR-NK-92-Zellen mit 

TGFβ konnte eine deutlich verminderte Expression der Rezeptoren CD226, 

CD314 und CD337 und eine leicht verminderte Expression des Rezeptors CD335 

festgestellt werden, während die Expression von CD336 unverändert blieb. 

Auffällig waren vor allem die deutliche Abnahme des Anteils von AdCAR-NK-92-

Zellen, die positiv auf CD226 untersucht wurden, und die reduzierte 

Antigendichte von CD314. Während der Anteil an CD226-positiven Kontroll-

AdCAR-NK-92-Zellen bei 97,8 % lag, wurde nach Inkubation mit TGFβ nur noch 

ein Anteil positiver Zellen von 41,1 % (10 ng/ml TGFβ) bzw. von 39,9 % (50 ng/ml 

TGFβ) beobachtet. Bei CD314 war nach Inkubation mit TGFβ vor allem die 

Antigendichte deutlich reduziert: Mit 26,93 war der MFI-Wert der Kontroll-
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AdCAR-NK-92-Zellen wesentlich höher als die Werte nach Inkubation mit 

10 ng/ml TGFβ (5,73) und 50 ng/ml TGFβ (5,27).  

Im Hinblick auf die inhibitorischen Rezeptoren ergab die Untersuchung, dass 

CD85j und CD159a zu jeweils 100,0 % auf AdCAR-NK-92-Zellen exprimiert 

wurden. Eine relevante Expression der KIRs CD158a, CD158b1/2 und CD158e/k 

oder des Rezeptors CD161 auf AdCAR-NK-92-Zellen wurde nicht beobachtet. 

Nach Inkubation mit TGFβ konnte keine Veränderung des Anteils CD85j- oder 

CD159a-exprimierender Zellen festgestellt werden, aber in beiden Fällen eine 

verminderte Antigendichte: Bei CD85j lag der MFI-Wert von Kontrollzellen bei 

58,99 und damit über den MFI-Werten nach Inkubation mit TGFβ von 38,47 (10 

ng/ml) und 42,12 (50 ng/ml). Auch bei CD159a konnte verglichen mit dem MFI-

Wert der Kontrolle von 66,28 eine deutliche Reduzierung der MFI-Werte auf 

50,66 (10 ng/ml) bzw. 52,71 (50 ng/ml) nach Inkubation mit TGFβ festgestellt 

werden.  

Die Rezeptoren CD94 und CD244 wurden beide auf AdCAR-NK-92-Zellen 

exprimiert. Während der Anteil CD94-positiver Zellen unabhängig von TGFβ 

100,0 % betrug, konnte nach Inkubation mit TGFβ eine Abnahme der 

Antigendichte mit MFI-Werten von 21,45 (10 ng/ml) und 20,88 (50 ng/ml) 

gegenüber dem MFI-Wert der Kontroll-AdCAR-NK-92-Zellen von 31,84 

beobachtet werden. Bei CD244 wurde nach Inkubation mit TGFβ sowohl eine 

geringe Abnahme des Anteils positiver Zellen als auch eine leichte Reduktion der 

Antigendichte festgestellt.  

Die Oberflächenantigene CD25 und CD69 wurden ebenfalls auf AdCAR-NK-92-

Zellen exprimiert, während keine relevante Expression von CD62L festgestellt 

werden konnte. Im Fall von CD25 führte die Inkubation mit TGFβ zu einer 

deutlichen Abnahme der Expression: Neben der Reduktion des Anteils positiver 

Zellen von 83,7 % (Kontrolle) auf 31,8 % (10 ng/ml) bzw. 36,1 % (50 ng/ml) war 

die Antigendichte von CD25 ebenfalls herabgesetzt. Demgegenüber blieb die 

Expression von CD69 auf 100,0 % der AdCAR-NK-92-Zellen auch nach 

Inkubation mit TGFβ unverändert.  

Bemerkenswert ist, dass CD34, dessen Expression stellvertretend für die des 

AdCAR bestimmt wurde, unbeeindruckt von einer Inkubation mit TGFβ auf über 
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97,0 % der AdCAR-NK-92-Zellen in hoher Antigendichte mit MFI-Werten von 

über 200 exprimiert wurde.  

Insgesamt konnte in diesen Experimenten gezeigt werden, dass die Expression 

verschiedener aktivierender und inhibitorischer Rezeptoren nach Inkubation mit 

TGFβ vermindert war, während die Expression des CARs nicht beeinflusst 

wurde.   
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Tabelle 16: Durchflusszytometrische Analyse von NK-Zell-Rezeptoren und 
Oberflächenantigenen auf AdCAR-NK-92-Zellen nach Inkubation mit TGFβ.  
Dargestellt ist das Antigenprofil (Prozent positive Zellen (PPZ) und MFI) von AdCAR-NK-92-
Zellen nach 96 h Inkubation mit TGFβ in den Konzentrationen 10 ng/ml und 50 ng/ml. Die 
Farbcodierung stellt eine Zunahme der Messwerte von Rot über Gelb nach Grün dar (siehe 
Legende).  
 

  

Antigen Funktion
Antigen-

expression

PPZ

MFI

PPZ

MFI

PPZ

MFI

PPZ

MFI

PPZ

MFI

PPZ

MFI

PPZ

MFI

PPZ

MFI

PPZ

MFI

PPZ

MFI

PPZ

MFI

PPZ

MFI

PPZ

MFI

PPZ

MFI

PPZ

MFI

PPZ

MFI

PPZ

MFI

PPZ

MFI

Legende
sehr 

niedrig
niedrig moderat hoch sehr hoch

100,0%

38,99

98,0%

381,21

3,48

36,1%

2,00

0,2%

0,77

0,3%

0,91

100,0%

20,88

89,8%

1,91

5,8%

1,37

100,0%

52,71

100,0%

42,12

1,2%

0,98

7,4%

44,81

97,6%

347,25

AdCAR-NK-92

TGFβ

(50 ng/ml, 96 h)

39,9%

2,07

69,1%

5,27

67,7%

2,82

95,6%

6,02

59,8%

4,52

0,4%

0,83

31,8%

1,86

0,2%

0,79

100,0%

0,93

100,0%

21,45

94,8%

4,02

6,1%

1,35

100,0%

50,66

0,6%

38,47

1,2%

0,99

5,1%

1,95

98,2%

206,65

AdCAR-NK-92

TGFβ

(10 ng/ml, 96 h)

41,1%

2,04

67,0%

5,73

77,6%

3,10

96,5%

7,18

65,5%

5,51

0,3%

0,83

100,0%

3,48

0,8%

0,80

100,0%

37,06

100,0%

31,84

99,6%

5,62

83,7%

1,27

100,0%

66,28

0,3%

1,05

1,6%

1,00

7,4%

1,65

1,3%

12,09

0,8%

0,89

100,0%

58,99

82,6%

3,85

96,8%

7,07

96,6%

AdCAR-NK-92

Kontrolle

97,8%

5,57

99,7%

26,93

CD62L
Polyfunktionalitäts-

Marker

CD69
Zytotoxizitäts-

Marker

CD34
AdCAR-

Markergen

CD94
aktivierend/

inhibitorisch

CD244
aktivierend/

inhibitorisch

CD25
Proliferations-

Marker

CD158e/k inhibitorisch

CD159a inhibitorisch

CD161 inhibitorisch

CD85j inhibitorisch

CD158a inhibitorisch

CD158b inhibitorisch

CD336 aktivierend

CD337 aktivierend

NKp80 aktivierend

CD226 aktivierend

CD314 aktivierend

CD335 aktivierend
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3.2.3 Bestimmung der Funktionalität von AdCAR-NK-92-Zellen nach 

Inkubation mit TGFβ 

Die Auswirkung von TGFβ auf die Funktionalität von AdCAR-NK-92-Zellen wurde 

mit Calcein-Release-Tests untersucht, um zu überprüfen, ob und in welchem 

Ausmaß TGFβ die Zytotoxizität der AdCAR-NK-92-Zellen beeinflussen kann. Als 

Zielzellen wurden die Neuroblastom-Zelllinien Kelly und LAN-1 mit bAK gegen 

die Antigene CD200, CD276 und EGFR eingesetzt. Vor Durchführung der Tests 

wurden die AdCAR-NK-92-Zellen für 48 h oder für 96 h mit TGFβ in der 

Konzentration 10 ng/ml inkubiert. AdCAR-NK-92-Zellen, die nicht mit TGFβ 

inkubiert wurden, dienten als Kontrolle. Da sich mit Verringerung des Effektor- zu 

Zielzellverhältnisses auch eine Abnahme der Zytotoxizitätswerte zeigte, werden 

hier stellvertretend die Zytotoxizitätswerte des E:Z-Verhältnisses von 10:1 näher 

vorgestellt.  

Bei der Zielzelllinie Kelly wurde mit allen verwendeten bAK ein statistisch 

signifikanter Unterschied der spezifischen Zytotoxizität zwischen AdCAR-NK-92-

Zellen nach 48 h Inkubation mit TGFβ und Kontroll-AdCAR-NK-92-Zellen 

festgestellt. Die größte Zytotoxizitätsabnahme wurde bei Verwendung eines bAK 

gegen CD276 beobachtet: Gegenüber dem Kontrollwert (60,40 % ± 4,01 %) war 

der Zytotoxizitätswert von AdCAR-NK-92-Zellen nach 48 h Inkubation mit TGFβ 

(41,98 % ± 7,73 %) deutlich reduziert. Auch bei 96-stündiger Inkubation der 

AdCAR-NK-92-Zellen mit TGFβ konnten bei Verwendung von bAK gegen CD200 

und CD276 statistisch signifikant verringerte spezifische Zytotoxizitätswerte 

gegenüber Kelly-Zellen festgestellt werden.  

Gegenüber der Zelllinie LAN-1 wurde bei Verwendung von bAK gegen CD200 

und CD276 eine signifikant verringerte, spezifische Zytotoxizität von AdCAR-NK-

92-Zellen nach 48-stündiger Inkubation mit TGFβ festgestellt. Der größte 

Unterschied der spezifischen Zytotoxizität wurde erneut mit einem bAK gegen 

CD276 beobachtet: Hier lag der spezifische Zytotoxizitätswert der AdCAR-NK-

92-Zellen nach Inkubation mit TGFβ bei 58,87 % ± 5,15 % und damit unter dem 

Wert der Kontroll-AdCAR-NK-92-Zellen (70,36 % ± 7,74 %). Bei 96-stündiger 

Inkubation mit TGFβ war die AdCAR-induzierte, spezifische Zytotoxizität 
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gegenüber der Zelllinie LAN-1 nur mit bAK gegen CD200 signifikant geringer als 

die Zytotoxizität der AdCAR-NK-92-Kontrollzellen.  

Die beobachtete Abnahme der intrinsischen Zytotoxizität von AdCAR-NK-92-

Zellen nach Inkubation mit TGFβ gegenüber den Zelllinien Kelly oder LAN-1 

erwies sich als nicht statistisch signifikant.  

Insgesamt wurde in diesem Experiment eine Abnahme der Zytotoxizität von 

AdCAR-NK-92-Zellen nach Inkubation mit TGFβ in der Konzentration 10 ng/ml 

beobachtet. Allerdings waren diese Abnahmen je nach Zielzelllinie und 

eingesetztem bAK unterschiedlich stark ausgeprägt und verglichen mit den 

jeweiligen Kontrollwerten nur in acht von 16 Experimenten statistisch signifikant. 

Ein Zusammenhang der Inkubationszeit mit TGFβ und der 

Zytotoxizitätsabnahme konnte nicht beobachtet werden.  
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Abbildung 7: Calcein-Release-Tests der AdCAR-NK-92-Zellen nach Inkubation mit 10 ng/ml 
TGFβ. 
AdCAR-NK-92-induzierte Zytotoxizität (spezifische Lyse) gegen mit Calcein-AM markierte Kelly- 
und LAN-1-Zellen nach 2 h Inkubation in Gegenwart verschiedener bAK (25 µg/ml). AdCAR-NK-
92-Zellen wurden vor dem Test für 48 h (A) oder 96 h (B) mit 10 ng/ml TGFβ inkubiert. Dargestellt 
sind die Daten für das Effektor- zu Zielzellverhältnis von 10:1 (A1, B1), 5:1 (A2, B2) und 2,5:1 
(A3, B3; Mittelwerte ± SDvM, n ≥ 3; **** p ≤0,0001, *** p ≤ 0,001, ** p ≤ 0,01, * p ≤ 0,05, ns p ≥ 
0,05; zwei-faktorielle Varianzanalyse mit Tukey post-hoc Test für multiple Vergleiche).   
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Um zu überprüfen, ob die Abnahme der Zytotoxizität von AdCAR-NK-92-Zellen 

von der Konzentration des eingesetzten TGFβ abhängt, wurde die TGFβ-

Konzentration in den folgenden Calcein-Release-Tests auf 50 ng/ml erhöht. 

Nachfolgend werden erneut die Zytotoxizitätswerte der Effektor- zu 

Zielzellverhältnisse von 10:1 näher dargestellt.  

Auch bei gesteigerter TGFβ-Konzentration wurde eine Abnahme der Zytotoxizität 

von AdCAR-NK-92-Zellen beobachtet.  

Bei der Zelllinie Kelly wurde mit bAK gegen CD200 und CD276 eine signifikante 

Verminderung der spezifischen Zytotoxizität von AdCAR-NK-92-Zellen nach 48 h 

Inkubation mit 50 ng/ml TGFβ festgestellt. Der größte Unterschied der 

AdCAR-spezifischen Zytotoxizität wurde mit bAK gegen CD200 beobachtet: 

Verglichen mit dem Kontrollwert (66,70 % ± 9,47 %) wurde hier eine Abnahme 

der spezifischen Zytotoxizität auf 46,80 % ± 9,57 % gemessen. Bei 

Verdoppelung der Inkubationszeit mit TGFβ auf 96 h wurden mit bAK gegen 

CD200 und EGFR signifikant herabgesetzte Zytotoxizitätswerte der AdCAR-NK-

92-Zellen gegenüber Kelly-Zellen festgestellt.  

Gegen LAN-1 Zellen wurde nur mit bAK gegen CD200 eine signifikant verringerte 

spezifische Zytotoxizität der AdCAR-NK-92-Zellen nach 48 h Co-Inkubation mit 

50 ng/ml TGFβ beobachtet: Gegenüber dem Kontrollwert von 72,07 % ± 6,08 % 

lag die spezifische Zytotoxizität nach Inkubation mit TGFβ hier nur noch bei 

63,01 % ± 6,79 %. Nach 96 h Inkubation der AdCAR-NK-92-Zellen mit TGFβ 

konnte im Vergleich mit den Kontrollen kein statistisch signifikanter Unterschied 

der spezifischen Zytotoxizität gegenüber LAN-1-Zellen beobachtet werden.  

Insgesamt konnte bei Einsatz von TGFβ in der Konzentration 50 ng/ml nur in fünf 

von 16 Experimenten ein statistisch signifikanter Unterschied der 

Zytotoxizitätswerte gegenüber den Kontrollwerten nachgewiesen werden. Eine 

Abhängigkeit der Zytotoxizitätsabnahme von der Inkubationszeit der AdCAR-

NK-92-Zellen mit TGFβ oder ein signifikanter Unterschied der intrinsischen 

Zytotoxizität der AdCAR-NK-92-Zellen wurde auch nach Inkubation mit 50 ng/ml 

TGFβ nicht beobachtet.  

Damit zeigen diese Experimente, dass die Funktionalität von AdCAR NK-92 

Zellen durch Inkubation mit TGFβ nur partiell bzw. geringfügig beeinflusst wurde.   
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Abbildung 8: Calcein-Release-Tests der AdCAR-NK-92-Zellen nach Inkubation mit 50 ng/ml 
TGFβ. 
AdCAR-NK-92-induzierte Zytotoxizität (spezifische Lyse) gegen mit Calcein-AM markierte Kelly- 
und LAN-1-Zellen nach 2 h Inkubation in Gegenwart verschiedener bAK (25 µg/ml). AdCAR-NK-
92-Zellen wurden vor dem Test für 48 h (A) oder 96 h (B) mit 50 ng/ml TGFβ inkubiert. Dargestellt 
sind die Daten für das Effektor- zu Zielzell-Verhältnis von 10:1 (A1, B1), 5:1 (A2, B2) und 2,5:1 
(A3, B3; Mittelwerte ± SDvM, n ≥ 3; **** p ≤0,0001, *** p ≤ 0,001, ** p ≤ 0,01, * p ≤ 0,05, ns p ≥ 
0,05; zwei-faktorielle Varianzanalyse mit Tukey post-hoc Test für multiple Vergleiche). 
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3.2.4 Bestimmung der Funktionalität von AdCAR-NK-92-Zellen nach 

Inkubation mit TGFβ und Galunisertib 

Um zu untersuchen, ob die Verringerung des zytotoxischen Potenzials der 

AdCAR-NK-92-Zellen nach Inkubation mit TGFβ durch Verwendung des TGFβ-

Rezeptor-1-Inhibitors Galunisertib reversibel ist, wurden Calcein-Release-Tests 

mit bAK gegen die Antigene CD276 und GD2 durchgeführt. Als Zielzellen wurden 

die Neuroblastom-Zelllinien LAN-1 und LS eingesetzt. Vor Durchführung der 

Tests wurden AdCAR-NK-92-Zellen mit TGFβ in der Konzentration 10 ng/ml und 

Galunisertib in der Konzentration 5 µM behandelt. In drei Ansätzen wurden die 

Zellen entweder für 48 h nur mit TGFβ oder 48 h mit TGFβ und Galunisertib 

beziehungsweise 48 h mit TGFβ und 24 h mit Galunisertib inkubiert. Im 

Folgenden werden die Zytotoxizitätswerte des E:Z-Verhältnis von 10:1 näher 

betrachtet.  

Bei 48-stündiger Inkubation der AdCAR-NK-92-Zellen mit TGFβ wurde wieder 

eine verringerte spezifische Zytotoxizität gegenüber den Zelllinien LAN-1 und LS 

beobachtet: Bei der Zelllinie LAN-1 war diese Abnahme der Zytotoxizität 

allerdings nur mit bAK gegen GD2 statistisch signifikant. Hier wurde ein 

spezifischer Zytotoxizitätswert der AdCAR-NK-92-Kontrolle von 47,74 % ± 

6,05 % beobachtet, der signifikant über dem spezifischen Zytotoxizitätswert nach 

Inkubation mit TGFβ (35,55 % ± 9,79 %) lag. Gegenüber der Zelllinie LS wurde 

bei Verwendung von bAK gegen CD276 und GD2 ein statistisch signifikanter 

Unterschied der Zytotoxizität von AdCAR-NK-92-Zellen nach Inkubation mit 

TGFβ beobachtet.  

Demgegenüber konnte bei Inkubation der AdCAR-NK-92-Zellen mit TGFβ und 

Galunisertib für 48 h bzw. mit TGFβ für 48 h und Galunisertib für 24 h kein 

statistisch signifikanter Unterschied der spezifischen AdCAR-vermittelten 

Zytotoxizitätswerte im Vergleich mit den Kontrollwerten festgestellt werden.  

Unabhängig von einer Inkubation mit TGFβ oder Galunisertib wurde erneut kein 

signifikanter Unterschied der intrinsischen Zytotoxizität von AdCAR-NK-92-Zellen 

gegenüber den Zelllinien LAN-1 oder LS beobachtet.  

Diese Ergebnisse legen nahe, dass Galunisertib in der Lage ist die TGFβ-

induzierte Einschränkung der Funktionalität zumindest zu reduzieren. Allerdings 
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lässt sich aufgrund des geringen Mittelwertunterschieds der Zytotoxizitätswerte 

zwischen Kontroll-AdCAR-NK-92-Zellen, AdCAR-NK-92-Zellen nach Inkubation 

mit TGFβ und AdCAR-NK-92-Zellen nach Inkubation mit TGFβ und Galunisertib 

mit den gegebenen Standardabweichungen keine endgültige Aussage zur 

Auswirkung des TGFβ-Rezeptor-1-Inhibitors Galunisertib auf die Funktionalität 

von mit TGFβ-inkubierten AdCAR-NK-92-Zellen treffen. 
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Abbildung 9: Calcein-Release-Tests der Adapter-CAR-NK-92-Zellen nach Inkubation mit 
TGFβ und Galunisertib. 
AdCAR-NK-92-induzierte Zytotoxizität (spezifische Lyse) gegen mit Calcein-AM markierte LAN-1- 
und LS-Zellen nach 2 h Inkubation in Gegenwart unterschiedlicher biotinylierter Antikörper 
(25 µg/ml). AdCAR-NK-92-Zellen wurden vor dem Test 48 h mit 10 ng/ml TGFβ alleine (T: 
10 ng/ml, 48 h) oder in Kombination mit 5 µM Galunisertib für 48 h (T: 10 ng/ml, 48 h & G: 5 µM, 
48 h) oder 24 h (T: 10 ng/ml, 48 h & G: 5 µM, 24 h) kokultiviert. Dargestellt sind die Daten für das 
Effektor- zu Zielzell-Verhältnis von 10:1 (A), 5:1 (B), und 2,5:1 (C; Mittelwerte ± SDvM, n ≥ 3; **** 
p ≤0,0001, *** p ≤ 0,001, ** p ≤ 0,01, * p ≤ 0,05, ns p ≥ 0,05; zwei-faktorielle Varianzanalyse mit 
Tukey post-hoc Test für multiple Vergleiche). 
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3.3 Untersuchung des Effekts von Bestrahlung auf AdCAR-NK-92-Zellen 

3.3.1 Bestimmung der Viabilität von AdCAR-NK-92-Zellen nach 

Bestrahlung mit 10 Gy 

Bevor der Effekt der Bestrahlung mit 10 Gy auf die Funktionalität von AdCAR-

NK-92-Zellen untersucht werden konnte, wurde ermittelt, ob und ab welchem 

Zeitpunkt die Viabilität von AdCAR-NK-92-Zellen durch Bestrahlung 

beeinträchtigt wird. Dafür wurden AdCAR-NK-92-Zellen mit der Energiedosis 

10 Gy bestrahlt und bis zu den angegebenen Zeitpunkten (0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 

96 h) inkubiert. Anschließend wurde die Viabilität der bestrahlten AdCAR-NK-92-

Zellen mit MTS-Tests bestimmt.  

Unmittelbar nach der Bestrahlung betrug die Viabilität der AdCAR-NK-92-Zellen 

96,24 % ± 4,83 % und unterschied sich damit nicht signifikant von der Viabilität 

der Kontroll-AdCAR-NK-92-Zellen. Im zeitlichen Verlauf lag die Viabilität 24 h 

nach Bestrahlung bei 61,13 % ± 7,59 %, 48 h nach Bestrahlung bei 27,99 % ± 

9,31 % und 72 h nach Bestrahlung bei 10,05 % ± 4,55 %. Nach 96 h lag die 

Viabilität bestrahlter AdCAR-NK-92-Zellen nur noch bei 1,29 % ± 2,29 %. 

Abgesehen vom Viabilitätswert der AdCAR-NK-92-Zellen unmittelbar nach 

Bestrahlung waren diese Viabilitätswerte jeweils signifikant geringer als die 

Werte der unbestrahlten Kontroll-AdCAR-NK-92-Zellen.  

Insgesamt wurde gezeigt, dass die Viabilität der AdCAR-NK-92-Zellen mit 

zunehmender Stundenanzahl kontinuierlich rückläufig war. Lediglich unmittelbar 

nach Bestrahlung zum Zeitpunkt 0 h wurde kein signifikanter Unterschied der 

Viabilität bestrahlter AdCAR-NK-92-Zellen zur Viabilität der Kontroll-AdCAR-NK-

92-Zellen festgestellt.  
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Abbildung 10: Viabilität von AdCAR-NK-92-Zellen nach Bestrahlung mit 10 Gy. 
AdCAR-NK-92-Zellen wurden mit 10 Gy bestrahlt und bis zum angegebenen Zeitpunkt (0 h, 24 h, 
48 h, 72 h, 96 h) kultiviert. Die Viabilität von AdCAR-NK-92-Zellen wurde durch Ermittlung der 
Absorption nach 2 h Inkubation mit Celltiter 96® Reagenz bestimmt und als Prozent der 
unbehandelten Kontrolle angegeben (Mittelwerte ± SDvM, n = 3, * p ≤ 0,01, ns p ≥ 0,05; multiple 
T-Tests mit Holm-Sidak Methode zur Korrektur multipler Vergleiche). 
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3.3.2 Bestimmung der Funktionalität von AdCAR-NK-92-Zellen nach 

Bestrahlung mit 10Gy 

Die Auswirkungen einer Bestrahlung mit der Energiedosis 10 Gy auf die 

Funktionalität von AdCAR-NK-92-Zellen wurde mit Calcein-Release-Tests 

untersucht, um zu ermitteln, ob und ab wann sich die Bestrahlung auf die 

Zytotoxizität von AdCAR-NK-92-Zellen auswirkt. Die Zelllinien LAN-1 und LS 

wurden als Zielzellen eingesetzt und mit bAK gegen die Antigene CD276 und 

GD2 inkubiert. Die Tests wurden zu den Zeitpunkten 0 h, 24 h und 48 h nach 

Bestrahlung der AdCAR-NK-92-Zellen mit 10 Gy durchgeführt. Unbestrahlte 

AdCAR-NK-92-Zellen dienten als Kontrolle. Da bei Verringerung des Effektor- zu 

Zielzellverhältnisses eine entsprechende Abnahme der Zytotoxizitätswerte 

beobachtet wurde, werden im Folgenden stellvertretend die Ergebnisse des 

E:Z-Verhältnis von 10:1 im Detail besprochen.  

Insgesamt konnte im zeitlichen Verlauf eine kontinuierliche Abnahme der 

Zytotoxizität von AdCAR-NK-92-Zellen nach Bestrahlung mit 10 Gy beobachtet 

werden. Analog zur Untersuchung der Viabilität wurde unmittelbar nach der 

Bestrahlung kein signifikanter Unterschied der Zytotoxizitätswerte bestrahlter 

AdCAR-NK-92-Zellen im Vergleich zu den Werten unbestrahlter Kontroll-AdCAR-

NK-92-Zellen beobachtet. Die größte Abnahme der Zytotoxizität von bestrahlten 

AdCAR-NK-92-Zellen wurde 24 h bzw. 48 h nach der Bestrahlung beobachtet. 

Beispielhaft dafür wurde bei der Zelllinie LAN-1 mit bAK gegen CD276 

unmittelbar nach Bestrahlung ein spezifischer Zytotoxizitätswert von 68,88 % ± 

6,12 % gemessen, der sich nicht signifikant vom spezifischen Zytotoxizitätswert 

der Kontroll-AdCAR-NK-92-Zellen (68,82 % ± 7,96 %) unterschied. Im zeitlichen 

Verlauf wurde dann eine Abnahme der Zytotoxizität beobachtet, so dass die 

spezifischen Zytotoxizitätswerte der bestrahlten AdCAR-NK-92-Zellen mit bAK 

gegen CD276 zu den Zeitpunkten 24 h (47,48 % ± 5,15 %) und 48 h nach 

Bestrahlung (15,37 % ± 5,66 %) jeweils signifikant unter dem Kontrollwert 

unbestrahlter AdCAR-NK-92-Zellen (68,82 % ± 7,96 %) lagen.  

Diese Ergebnisse zeigen, dass die AdCAR-NK-92-Zellen nach Bestrahlung 

zunächst ihr volles zytotoxisches Potenzial entfalten konnten und erst mit 

voranschreitender Zeit darin eingeschränkt wurden.   
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Abbildung 11: Calcein-Release-Tests der AdCAR-NK-92-Zellen nach Bestrahlung mit 10 Gy. 
AdCAR-NK-92-induzierte Zytotoxizität (spezifische Lyse) gegen mit Calcein-AM markierte 
LAN-1- und LS-Zellen nach 2 h Inkubation in Gegenwart unterschiedlicher bAK (25 µg/ml). Die 
Tests wurden mit AdCAR-NK-92-Zellen 0 h, 24 h und 48 h nach Bestrahlung mit 10 Gy 
durchgeführt. Dargestellt sind die Daten für das Effektor- zu Zielzell-Verhältnis von 10:1 (A), 5:1 

(B) und 2,5:1 (C; Mittelwerte ± SDvM, n ≥ 3; **** p ≤0,0001, ** p ≤ 0,01, * p ≤ 0,05, ns p ≥ 0,05; 
zwei-faktorielle Varianzanalyse mit Tukey post-hoc Test für multiple Vergleiche). 
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3.4 Untersuchungen zur pharmakologischen Kontrolle der AdCAR-

Funktionalität 

3.4.1 Bestimmung der Viabilität und Proliferation von AdCAR-NK-92-

Zellen nach Inkubation mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Dasatinib 

Im Hinblick auf die pharmakologische Kontrolle der Funktionalität von AdCAR-

NK-92-Zellen mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Dasatinib wurden zunächst die 

Auswirkungen von Dasatinib auf die Viabilität und Proliferation der AdCAR-NK-

92-Zellen mithilfe einer Trypanblau-Vitalfärbung untersucht. Dafür wurden 

AdCAR-NK-92-Zellen mit Dasatinib (1 nM, 10 nN, 100 nM) inkubiert und zu den 

angegebenen Zeitpunkten (24 h, 48 h, 72 h, 96 h) analysiert.  

Unabhängig vom Beobachtungszeitraum und der verwendeten 

Dasatinib-Konzentration wurde verglichen mit der Kontrolle kein signifikanter 

Unterschied der Viabilität von AdCAR-NK-92-Zellen nach Inkubation mit 

Dasatinib beobachtet. Auch für die Proliferationswerte konnte unabhängig vom 

Beobachtungszeitraum und der verwendeten Dasatinib-Konzentration kein 

signifikanter Unterschied zwischen den Zellzahlen der unbehandelten AdCAR-

NK-92-Zellen und der mit Dasatinib kultivierten AdCAR-NK-92-Zellen festgestellt 

werden.  

Diese Experimente zeigen, dass weder die Viabilität noch die Proliferationsrate 

der AdCAR-NK-92-Zellen signifikant von einer Inkubation mit Dasatinib 

beeinflusst wurden. 
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Abbildung 12: Viabilität und Proliferation der AdCAR-NK-92-Zellen nach Inkubation mit 
Dasatinib. 
AdCAR-NK-92-Zellen wurden mit verschiedenen Dasatinib-Konzentrationen inkubiert und alle 
24 h mit Trypanblau angefärbt und ausgezählt. Das Lösungsmittel DMSO wurde als 
Vehikelkontrolle eingesetzt. A: Die Zellviabilität berechnet sich aus dem Anteil der lebenden 
AdCAR-NK-92-Zellen an der Gesamtzahl (Mittelwerte ± SDvM, n = 3, ns p ≥ 0,05; zwei faktorielle 
Varianzanalyse mit Dunnet-post-hoc Test für multiple Vergleiche). B: Die Proliferation der 
AdCAR-NK-92-Zellen ergibt sich aus der Anzahl an lebenden Zellen in Bezug zur unbehandelten 
Kontrolle in Prozent (Mittelwerte ± SDvM, n = 3, ns p ≥ 0,05; zwei-faktorielle Varianzanalyse mit 
Dunnet post-hoc Test für multiple Vergleiche).  
  



 

61 
 

3.4.2 FACS-basierte Charakterisierung der Adapter-CAR-Expression in 

Gegenwart von Dasatinib 

Die Auswirkungen einer 24-stündigen Inkubation mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor 

Dasatinib auf die Expression des AdCARs wurde durchflusszytometrisch 

untersucht. AdCAR-NK-92-Zellen wurden für 24 h mit Dasatinib in den 

Konzentrationen 10 nM und 100 nM inkubiert und anschließend auf die 

Expression des Antigens CD271 untersucht, das als Markergen mit dem AdCAR 

koexprimiert wurde. Der Anteil positiver Zellen (PPZ) und die MFI sind in 

Tabelle 3 farbcodiert dargestellt.  

Unabhängig von einer Inkubation mit Dasatinib konnte in der 

durchflusszytometrischen Untersuchung keine verringerte Expression des CARs 

auf der Zelloberfläche von AdCAR-NK-92-Zellen nachgewiesen werden. Der 

Anteil von AdCAR-NK-92-Zellen, die den AdCAR exprimieren, lag bei Inkubation 

mit Dasatinib in der Konzentration 10 nM bei 99,9 % und bei Inkubation mit 

Dasatinib in der Konzentration 100 nM bei 100,0 % und war damit gleichwertig 

zum Anteil AdCAR-exprimierender Kontrollzellen von 100,0 %.  

Mit MFI-Werten von 780,65 bei Dasatinib in der Konzentration 10 nM und von 

630,61 bei 100 nM Dasatinib ist die Antigendichte des AdCARs auf behandelten 

AdCAR-NK-92-Zellen sehr hoch und verglichen mit der unbehandelten Kontrolle, 

deren MFI-Wert 556,17 betrug, sogar leicht erhöht.  

Insgesamt zeigen diese Daten, dass die AdCAR-Expression durch Inkubation mit 

Dasatinib nicht eingeschränkt wurde.  

 

Tabelle 17: Durchflusszytometrische Analyse der AdCAR-Expression der AdCAR-NK-92-
Zellen nach Inkubation mit Dasatinib. 
AdCAR-NK-92-Zellen wurden für 24 h mit Dasatinib (10 nM, 100 nM) inkubiert. Dann wurde die 
Expression des Markergens CD271, das mit dem AdCAR koexprimiert wird, bestimmt. Dargestellt 
ist der Anteil an CD271 positiven Zellen (PPZ) und die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI). Die 
Farbcodierung stellt die Zunahme der Messwerte von Rot über Gelb nach Grün dar (siehe Legende). 
 

 

Antigen Funktion
Antigen-

expression

PPZ

MFI

Legende
sehr 

niedrig
niedrig moderat hoch sehr hoch

AdCAR-NK-92

Kontrolle

AdCAR-NK-92

Dasatinib

(10 nM, 24 h)

AdCAR-NK-92

Dasatinib

(100 nM, 24 h)

CD271
AdCAR-

Markergen

100,0% 99,9% 100,0%

556,2 780,6 630,6
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3.4.3 Bestimmung der Funktionalität von AdCAR-NK-92-Zellen in 

Gegenwart von Dasatinib 

Um zu untersuchen, ob sich die Funktionalität des AdCAR-Konstrukts durch 

Dasatinib inhibieren lässt, wurden Calcein-Release-Tests mit der Neuroblastom-

Zelllinie LAN-1 und bAK gegen CD276 und EGFR durchgeführt, bei denen 

Dasatinib in den Konzentrationen 1 nM, 10 nM oder 100 nM im Zellkulturmedium 

eingesetzt wurde. Da bei Verringerung des E:Z-Verhältnisses auch eine 

Abnahme der AdCAR-spezifischen Zytotoxizität beobachtet wurde, wird im 

Folgenden nur auf die Werte des E:Z-Verhältnisses von 10:1 eingegangen.  

Ein signifikanter Unterschied der Zytotoxizitätswerte von AdCAR-NK-92-Zellen 

nach Inkubation mit Dasatinib im Vergleich zu den Werten von Kontroll-AdCAR-

NK-92-Zellen wurde ab einer Dasatinib-Konzentration von 10 nM beobachtet. Bei 

Inkubation der AdCAR-NK-92-Zellen mit Dasatinib in der Konzentration 1 nM 

konnte kein signifikanter Unterschied zu den Kontrollwerten festgestellt werden. 

Einzig der spezifische Zytotoxizitätswert von AdCAR-NK-92-Zellen nach 

Inkubation mit 1 nM Dasatinib mit bAK gegen CD276 (48,12 % ± 4,54 %) war 

signifikant geringer als der Wert der Kontroll-AdCAR-NK-92-Zellen (57,14 % ± 

4,49 %). Wurden AdCAR-NK-92-Zellen mit Dasatinib in der Konzentration 10 nM 

inkubiert, konnte im Vergleich mit den Kontroll-AdCAR-NK-92-Zellen eine 

Einschränkung der Zytotoxizität auf weniger als die Hälfte beobachtet werden. 

Bei einer Dasatinib Konzentration von 100 nM war keine relevante Zytotoxizität 

von AdCAR-NK-92-Zellen gegenüber LAN-1 Zellen mehr nachweisbar. 

Beispielhaft dafür wurde nach Inkubation der AdCAR-NK-92-Zellen mit 1 nM 

Dasatinib und Kombination mit einem bAK gegen EGFR eine spezifische 

Zytotoxizität von 60,80 % ± 4,61 % gemessen, die sich nicht signifikant von der 

spezifischen Zytotoxizität unbehandelter AdCAR-NK-92-Zellen unterschied 

(62,55 % ± 4,48 %). Nach Inkubation mit 10 nM Dasatinib betrug die spezifische 

Zytotoxizität nur noch 30,63 % ± 5,69 % und bei Inkubation mit 100 nM Dasatinib 

war keine nennenswerte AdCAR-vermittelte, spezifische Zytotoxizität mehr 

messbar (0,08 % ± 0,25 %). Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass mit 

dieser Dasatinib-Konzentration die Funktion des AdCAR-Konstrukts vollständig 

inhibiert wurde.  
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Insgesamt konnte gezeigt werden, dass durch Inkubation der AdCAR-NK-92-

Zellen mit Dasatinib eine dosisabhängige Abnahme von intrinsischer und 

AdCAR-vermittelter spezifischer Zytotoxizität gegenüber der Zelllinie LAN-1 

erreicht wurde.  

 

Abbildung 13: Calcein-Release-Tests mit AdCAR-NK-92-Zellen in Gegenwart von Dasatinib. 
AdCAR-NK-92-induzierte Zytotoxizität (spezifische Lyse) gegen mit Calcein-AM markierte 
LAN-1-Zellen nach 2 h Inkubation in Gegenwart unterschiedlicher biotinylierter Antikörper 
(25 µg/ml). Die Tests wurden in Medium mit Dasatinib (1 nM, 10 nM, 100 nM) und ohne Dasatinib 
durchgeführt. Dargestellt sind die Daten für das Effektor- zu Zielzell-Verhältnis von 10:1, 5:1 und 
2,5:1 (Mittelwerte ± SDvM, n = 3; **** p ≤0,0001, ** p ≤ 0,01, * p ≤ 0,05, ns p ≥ 0,05; zwei-faktorielle 
Varianzanalyse mit Tukey post-hoc Test für multiple Vergleich). 
 

Um zu überprüfen, ob der beobachtete Effekt der eingeschränkten bzw. 

vollständig inhibierten Zytotoxizität bei Inkubation von AdCAR-NK-92-Zellen mit 

Dasatinib permanent oder vorübergehend ist, wurden AdCAR-NK-92-Zellen für 

24 h mit Dasatinib in den Konzentration 10 nM und 100 nM kultiviert und 

anschließend 24 h ohne Dasatinib kultiviert, bevor ihre Funktionalität in Calcein-

Release-Tests bestimmt wurde. Die Dasatinib-Konzentrationen von 10 nM und 

100 nM wurden ausgewählt, da mit diesen bereits eine signifikante 

Einschränkung der Zytotoxizität erreicht wurde. Die Tests wurden erneut mit bAK 
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gegen die Antigene CD276 und EGFR und der Zelllinie LAN-1 als Zielzellen 

durchgeführt.  

Verglichen mit den Kontrollwerten konnte unabhängig von der eingesetzten 

Dasatinib-Konzentration keine signifikante Veränderung der Zytotoxizität von 

AdCAR-NK-92-Zellen, die erst 24 h mit Dasatinib und anschließend 24 h ohne 

Dasatinib kultiviert wurden, festgestellt werden.  

Insgesamt weisen die Ergebnisse der beiden Experimente auf eine 

vorübergehende, dosisabhängige Hemmung der Zytotoxizität von AdCAR-NK-

92-Zellen durch den Tyrosinkinase-Inhibitor Dasatinib hin, welcher somit zur 

pharmakologischen Kontrolle der AdCAR-Funktion genutzt werden kann. 

 

Abbildung 14: Calcein-Release-Tests mit AdCAR-NK-92 Zellen nach Vorinkubation mit 
Dasatinib. 
AdCAR-NK-92 induzierte Zytotoxizität (spezifische Lyse) gegen mit Calcein-AM markierte 
LAN-1-Zellen nach 2 h Inkubation in Gegenwart unterschiedlicher biotinylierter Antikörper 
(25 µg/ml). AdCAR-NK-92-Zellen wurden vor den Tests zunächst 24 h mit Dasatinib (10 nM, 
100 nM) inkubiert und anschließend weitere 24 h ohne Dasatinib kultiviert. Dargestellt sind die 
Daten für das Effektor- zu Zielzell-Verhältnis von 10:1, 5:1 und 2,5:1 (Mittelwerte ± SDvM, n = 3; 
ns p ≥ 0,05; zwei-faktorielle Varianzanalyse mit Tukey post-hoc Test für multiple Vergleich). 
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4 Diskussion 

4.1 Eigenschaften der AdCAR-NK-92-basierten Immuntherapie und 

Funktionstestung am Beispiel des Neuroblastoms 

4.1.1 Eigenschaften der AdCAR-NK-92-basierten Immuntherapie 

Die Adapter-CAR-NK-92-basierte zelluläre Immuntherapie ist eine neue 

Behandlungsstrategie zur Therapie maligner Erkrankungen und verbindet die 

Spezifität monoklonaler Antikörper mit der Funktionalität chimärer 

Antigenrezeptoren und den Vorteilen der immortalisierten NK-92-Zelllinie.  

Immunevasionsmechanismen des Tumors stellen eine Hürde CAR-basierter 

Immuntherapie dar, die mithilfe eines universellen CAR-Systems wie dem 

Adapter-CAR-System überwunden werden kann, da AdCAR-exprimierende 

Immunzellen in Kombination mit entsprechenden bAK in der Lage sind, mehrere 

TAAs simultan oder sequenziell zu erkennen (Seitz et al., 2018; Grote et al., 

2020b; Darowski et al., 2019). Ein entscheidender Bestandteil universeller CAR-

Systeme sind Adaptermoleküle, da diese TAA-spezifisch sind und den Kontakt 

zwischen Tumorzelle und CAR-exprimierender Immunzelle herstellen (Darowski 

et al., 2019). Im Rahmen des Adapter-CAR-Systems wurden mAK als 

Adaptermoleküle eingesetzt. Diese ermöglichen neben der spezifischen 

Erkennung zahlreicher Antigene als Zielstruktur auch eine zeitnahe Translation 

in die Klinik, da bereits über 50 Antikörper vom Typ IgG von der US-Behörde für 

Lebens- und Arzneimittel (FDA) für die therapeutische Anwendung zugelassen 

sind und sich mehr als 80 weitere in klinischen Phase-I- bis Phase-III-Studien 

befinden (Strohl, 2018; Darowski et al., 2019). Am Beispiel des zugelassenen 

mAK Rituximab demonstrierten Grote et al., dass durch Biotinylierung von mAK 

funktionale Adaptermoleküle für die AdCAR-NK-92-basierte Immuntherapie 

hergestellt werden können (Grote et al., 2020b). Ein weiterer Bestandteil 

universeller CAR-Systeme sind Signalmoleküle, die an das TAA-spezifische 

Adaptermolekül gekoppelt sind und die Bindung zum CAR vermitteln (Darowski 

et al., 2019). Die Auswahl des Signalmoleküls ist entscheidend, da körperfremde 

Moleküle eine immunogene Reaktion auslösen können und damit eine 

Herausforderung auf dem Weg in Richtung klinischer Anwendung darstellen 

(Darowski et al., 2019; Grote et al., 2020b). In verschiedenen Arbeiten wurde das 
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endogene Vitamin Biotin durch Kopplung an Adaptermoleküle bereits erfolgreich 

als Signalmolekül für Avidin- bzw. Streptavidin-basierte universelle CAR-

Systeme eingesetzt (Urbanska and Powell, 2012; Lohmueller et al., 2018). 

Obwohl diese modifizierten Varianten von Avidin und Streptavidin gut geeignet 

sind, um biotinylierte Adaptermoleküle zu binden, ist der therapeutische Einsatz 

in Frage zu stellen, da das Risiko einer immunogenen Reaktion gegenüber 

diesen nicht-humanen Proteinen besteht (Darowski et al., 2019). Im Gegensatz 

dazu basiert das Adapter-CAR-System auf den Eigenschaften eines neuartigen 

scFv und bindet an ein Label-Linker-Epitop genanntes Neo-Epitop, das aus Biotin 

im Kontext der Bindung an einen mAK und nicht aus Biotin selbst besteht 

(European Patent Application EP3315511A1, 2016; Grote et al., 2020b). Die 

Spezifität der Bindung des CARs an das Neoepitop biotinylierter Antikörper 

wurde von Grote et al. demonstriert: AdCAR-NK-92-Zellen behielten ihr 

zytotoxisches Potenzial auch in Gegenwart von ungebundenem Biotin in 

supraphysiologischen Konzentrationen (Grote et al., 2020b). Da die 

Antigenspezifität der AdCAR-NK-92-basierten Immuntherapie nicht auf den 

AdCAR-NK-92-Zellen selbst beruht, sondern durch die entsprechenden bAK 

zustande kommt, müssen AdCAR-NK-92-Zellen nicht patientenindividuell 

modifiziert werden und können als standardisiertes Produkt kosteneffizient und 

GMP-konform in großen Mengen angereichert und gebrauchsfertig verabreicht 

werden (Tam et al., 2003; Zhang et al., 2017; Grote et al., 2020b). Darüber hinaus 

besitzen sie im Vergleich mit anderen CAR-exprimierenden Immunzellen ein 

günstiges Sicherheitsprofil, auf das im Zusammenhang der Bestrahlung und der 

pharmakologischen Kontrollmöglichkeiten von AdCAR-NK-92-Zellen detailliert 

eingegangen wird.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die AdCAR-NK-92-basierte Immuntherapie am 

Beispiel des Neuroblastoms im Hinblick auf Hürden bei der Therapie solider 

Tumore, die Auswirkungen von Bestrahlung auf die Funktionalität und die 

Möglichkeit pharmakologischer Kontrolle mit Dasatinib getestet.  
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4.1.2 Antigenexpression verschiedener Neuroblastom-Zelllinien 

Für die Bestimmung der Funktionalität der AdCAR-NK-92-Zellen wurden 

Neuroblastom-Zelllinien ausgewählt, da das Neuroblastom ein solider, 

pädiatrischer Tumor ist, der für die Patienten der Hochrisiko-Gruppe trotz 

intensiver Therapie mit einer Fünfjahresrate progressionsfreien Überlebens von 

kleiner als 50 % einhergeht und stetiger Bedarf nach innovativen 

Therapieansätzen besteht (Cohn et al., 2009). Neuroblastome exprimieren 

zahlreiche Antigene wie GD2 oder CD276 (B7-H3), die im Rahmen der 

Immuntherapie bereits teilweise als Zielstrukturen verwendet werden (Sawaisorn 

et al., 2020).  

Zunächst wurden die etablierten Neuroblastom-Zelllinien IMR-32, Kelly, LAN-1, 

LS, SH-SY5Y, SK-N-AS und SK-N-BE durchflusszytometrisch auf ihre 

Expression der Antigene CD146 (MCAM), CD171 (L1CAM), CD221 (IGF-1R) 

CD246 (ALK) und CD271 (LNGFR) untersucht, um geeignete Zielstrukturen für 

die Funktionstestung der AdCAR-NK-92-Zellen zu finden. Verglichen mit der 

Literatur zeigten sich bei der durchflusszytometrischen Analyse der 

Antigenexpression vor allem Übereinstimmungen. Das Antigen CD146 ist für 

seine breite Expression auf soliden, pädiatrischen Tumoren bekannt und wurde 

im Einklang mit den Ergebnissen von Canzonetta et al. auch in dieser Arbeit auf 

allen untersuchten Neuroblastom-Zelllinien relevant exprimiert (Orentas et al., 

2012; Canzonetta et al., 2021). Auch für CD171 ist eine Expression auf 

neuroektodermalen Tumoren und vor allem Neuroblastomen beschrieben 

(Rawnaq et al., 2012). In Übereinstimmung mit den Arbeiten von Schönmann et 

al. und Hoefnagel et al. wurde CD171 mit Ausnahme der Zelllinie LS auf allen 

untersuchten Zelllinien exprimiert (Schönmann et al., 1986; Hoefnagel et al., 

2001). Die Expression von CD221 (IGF-1R) auf Neuroblastom-Zellen ist mit 

vermehrter Aktivierung wachstumsfördernder und Apoptose-verhindernder 

Signalwege assoziiert (El-Badry et al., 1989). Auf den untersuchten Zelllinien 

wurde CD221 nur selektiv und in Übereinstimmung mit den Ergebnissen von 

Singleton et al. vor allem auf der Zelllinie SH-SY5Y exprimiert (Singleton et al., 

1996). Auch CD271 wurde selektiv auf vier der sieben Neuroblastom-Zelllinien 

exprimiert. Allerdings ist die Bedeutung der Expression von CD271 auf 
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Neuroblastomen nicht eindeutig: Während Morandi et al. und Hansford et al. 

CD271 auf Tumorzellen nachweisen konnten, die Knochenmark-infiltrierenden 

Hochrisiko-Neuroblastomen entstammten, geht die Expression von CD271 laut 

Schulte et al. mit vermehrter Differenzierung der Neuroblastom-Zellen und einer 

günstigen Prognose einher (Morandi et al., 2012; Hansford et al., 2007; Schulte 

et al., 2009). Lediglich im Hinblick auf die Expression des Antigens CD246 

stimmen die Ergebnisse dieser Arbeit nicht mit der Referenzliteratur überein. 

Obwohl es sich bei CD246 um ein Antigen handelt, das von über 90 % der 

Neuroblastome exprimiert wird, konnte in dieser Arbeit auf keiner der 

untersuchten Zelllinien eine relevante Expression nachgewiesen werden 

(Lamant et al., 2000; Carpenter et al., 2012; Walker et al., 2017). Diese 

Unstimmigkeit könnte durch die unterschiedliche Spezifität der 

durchflusszytometrisch verwendeten mAK oder deren Bindung an verschiedene 

Epitope des Antigens CD246 erklärt werden und sollte in Folgearbeiten 

weiterführend untersucht werden. Für die weitere Durchführung dieser Arbeit war 

die fehlende Expression von CD246 allerdings nicht relevant, da andere Antigene 

auf den Zielzelllinien als Zielstrukturen für die AdCAR-NK-92-Zellen gewählt 

werden konnten.  

 

4.1.3 Zytotoxizität von Adapter-CAR-NK-92-Zellen am Beispiel des 

Neuroblastoms 

Im Anschluss an die durchflusszytometrische Untersuchung der Neuroblastom-

Zelllinien wurden die Zytotoxizität der AdCAR-NK-92-Zellen mithilfe von Calcein-

Release-Tests validiert. Dafür wurden die zuvor untersuchten Neuroblastom-

Zelllinien gemeinsam mit bAK gegen Antigene eingesetzt, deren Expression 

zuvor bestätigt wurde.  

Insgesamt wurde bei Einsatz der AdCAR-NK-92-Zellen in Kombination mit bAK 

eine relevante AdCAR-vermittelte Zytotoxizität gegenüber allen Neuroblastom-

Zelllinien beobachtet und die Funktionalität der AdCAR-NK-92-Zellen bestätigt. 

In Übereinstimmung mit der Beobachtung von Grote et al., dass die AdCAR-

vermittelte Zytotoxizität von AdCAR-NK-92-Zellen durch Titration der bAK 

kontrolliert werden kann, war die AdCAR-vermittelte Zytotoxizität mit bAK auch 
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in dieser Arbeit signifikant höher als die AdCAR-unabhängige, intrinsische 

Zytotoxizität ohne bAK (Grote et al., 2020b). Darüber hinaus wurde festgestellt, 

dass die Höhe der AdCAR-vermittelten Zytotoxizität positiv mit der Antigendichte 

auf der jeweiligen Zielzelllinie korreliert. Dabei weist der berechnete 

Korrelationskoeffizient von 0,76 gemäß der Einteilung von Cohen auf einen 

starken Effekt dieses Zusammenhangs hin (Cohen, 1992)  

Im Hinblick auf die Immuntherapie des Neuroblastoms ist vor allem die hohe 

Antigendichte von CD146 und CD171 auf Neuroblastom-Zelllinien und daraus 

folgend die hohe AdCAR-vermittelte Zytotoxizität der AdCAR-NK-92-Zellen bei 

Verwendung von bAK gegen CD146 und CD171 relevant. Da CD146 und CD171 

bereits präklinisch bzw. klinisch im Rahmen Antikörper-basierter bzw. CAR-T-

Zell-basierter Immuntherapie als Zielstrukturen zur Behandlung des 

Neuroblastoms eingesetzt wurden, bestätigen die Ergebnisse dieser Arbeit deren 

Stellenwert als Zielstrukturen zur Therapie des Neuroblastoms (Obu et al., 2019; 

Künkele et al., 2017; Park et al., 2007).  

 

4.2 Einfluss von TGFβ auf die Zytotoxizität von Adapter-CAR NK-92 Zellen 

und therapeutische Blockade mit Galunisertib 

Immunsuppressive Zytokine wie TGFβ stellen eine Herausforderung der CAR-

basierten Immuntherapie solider Tumore dar und spielen auch im 

Tumormikromilieu des Neuroblastoms eine Rolle (Tran et al., 2017; Yilmaz et al., 

2020). Da TGFβ im Hinblick auf zytotoxische T-Zellen und NK-Zellen zu 

verminderter Expression von aktivierenden Rezeptoren, gehemmter Proliferation 

und eingeschränkter Zytotoxizität führt, wurden in dieser Arbeit die Auswirkungen 

von TGFβ auf die Viabilität, das Rezeptorprofil und die Zytotoxizität der AdCAR-

NK-92-Zellen untersucht (Wilson et al., 2011; Thomas and Massagué, 2005). 

Dafür wurden TGFβ-Konzentrationen zwischen 5 ng/ml und 50 ng/ml eingesetzt, 

die an den Plasma-Konzentrationen von Patienten mit soliden und 

hämatologischen Neoplasien orientiert sind und auch in der Referenzliteratur 

verwendet wurden (Narai et al., 2002; Akiyama et al., 2005; Otegbeye et al., 

2018).  
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Viabilität der AdCAR-NK-92-Zellen 

nicht von einer Inkubation mit TGFβ beeinflusst wurde und stimmen mit den 

Ergebnissen von Lee et al. und Wang et al. überein, die bei Inkubation von 

NK-92-Zellen mit TGFβ in Konzentrationen von 1 ng/ml bis 100 ng/ml ebenfalls 

weder eine Verminderung von Viabilität oder Proliferation noch eine Vermehrung 

der Apoptose feststellen konnten (Lee et al., 2014; Wang et al., 2017). Allerdings 

wurde im Rahmen der durchflusszytometrischen Analyse der AdCAR-NK-92-

Zellen nach 96 h Inkubation mit TGFβ eine Herunterregulation des 

Oberflächenantigens CD25 (IL2Rα) beobachtet, das als Indikator für 

proliferatives Potential von NK-Zellen gilt (Clausen, 2003). Da weder in der 

Literatur noch in dieser Arbeit eine Einschränkung der AdCAR-NK-92-Zellen 

festgestellt werden konnte, sollte in weiterführenden Arbeiten untersucht werden, 

ob sich die Herunterregulation von CD25 auf Viabilität und Proliferation auswirkt 

(Lee et al., 2014; Wang et al., 2017). Im Hinblick auf den klinischen Einsatz von 

AdCAR-NK-92-Zellen wäre eine TGFβ-induzierte Einschränkung der 

Proliferation ohnehin nicht relevant, da AdCAR-NK-92-Zellen in vitro expandiert 

und vor Infusion in Patienten mit 10 Gy bestrahlt werden. Infolge der Bestrahlung 

sistiert auch die Proliferation der AdCAR-NK-92-Zellen, so dass inhibitorische 

Auswirkungen von TGFβ auf die Proliferation der AdCAR-NK-92 Zellen in vivo zu 

vernachlässigen wären.  

Im Rahmen der durchflusszytometrischen Analyse der AdCAR-NK-92-Zellen 

zeigte sich außerdem, dass die Expression verschiedener aktivierender und 

inhibitorischer Rezeptoren bei Inkubation mit TGFβ vermindert war. In 

Übereinstimmung damit wird auch in der Literatur eine TGFβ-induzierte 

Verminderung der Expression aktivierender NK-Zell-Rezeptoren auf primären 

NK-Zellen und NK-92-Zellen beschrieben (Lee et al., 2014; Tran et al., 2017; 

Otegbeye et al., 2018; Wang et al., 2017). Studienübergreifend wird im Zuge der 

Inkubation mit TGFβ vor allem die Herunterregulation des aktivierenden 

Rezeptors CD314 (NKG2D), die auch in dieser Arbeit beobachtet wurde, mit 

einer Verminderung der Zytotoxizität von NK-Zellen und NK-92-Zellen in 

Verbindung gebracht (Tran et al., 2017; Lee et al., 2014; Castriconi et al., 2003; 

Sun et al., 2012; Wang et al., 2017). Zusätzlich wird in der Literatur der 
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Stellenwert weiterer aktivierender NK-Zell-Rezeptoren wie CD226 (DNAM-1), 

CD337 (NKp30), CD336 (NKp44), CD335 (NKp46) und CD244 (2B4) diskutiert, 

deren Expression nach Inkubation mit TGFβ auf NK-Zellen und NK-92-Zellen 

studienabhängig vermindert oder unverändert blieb und in dieser Arbeit auf 

AdCAR-NK-92-Zellen größtenteils vermindert war (Tran et al., 2017; Lee et al., 

2014; Castriconi et al., 2003; Sun et al., 2012; Wang et al., 2017). Obwohl die 

Herunterregulation aktivierender Rezeptoren im Zusammenhang mit TGFβ für 

eine reduzierte Aktivierbarkeit der AdCAR-NK-92-Zellen spricht, stellte sich die 

Expression des CARs, der für die AdCAR-vermittelte Zytotoxizität verantwortlich 

ist, trotz Inkubation mit TGFβ unverändert dar.  

In Übereinstimmung damit zeigte sich in der Funktionstestung, dass die 

Zytotoxizität der AdCAR-NK-92-Zellen gegenüber Neuroblastom-Zelllinien im 

Zuge der Inkubation mit TGFβ vermindert aber nicht vollständig inhibiert wurde. 

Aufgrund unterschiedlicher Zielzelllinien, E:Z-Verhältnisse, Antikörper, TGFβ-

Konzentrationen, Inkubationszeiten und im Falle primärer NK-Zellen 

unterschiedlicher Spender ist ein präziser Vergleich der Auswirkungen von TGFβ 

auf die Zytotoxizität von NK-Zellen, NK-92-Zellen und AdCAR-NK-92-Zellen nur 

eingeschränkt möglich. In der Tendenz stimmt die verfügbare Literatur aber mit 

dieser Arbeit überein und zeigt, dass die Zytotoxizität von NK-Zellen und NK-92-

Zellen nach Inkubation mit TGFβ ebenfalls signifikant reduziert, aber nicht 

vollständig inhibiert wird (Tran et al., 2017; Otegbeye et al., 2018; Yang et al., 

2013; Lee et al., 2014; Wilson et al., 2011). Um besser abzuschätzen, welche 

klinische Relevanz die TGFβ-induzierte, partielle Einschränkung der Zytotoxizität 

hat, sollte weiterführend mit Impedanz-basierter Echtzeitüberwachung validiert 

werden, inwieweit sich die TGFβ-induzierte Einschränkung im zeitlichen Verlauf 

auswirkt.  

In der Literatur werden mehrere Strategien zur Blockade der TGFβ-induzierten 

Hemmung der Funktionalität von NK-Zellen und NK-92-Zellen beschrieben. Die 

niedermolekulare Verbindung Galunisertib, die als TGFβ-Rezeptor-1-Antagonist 

wirkt, wurde bereits erfolgreich eingesetzt, um die TGFβ-induzierte 

Einschränkung der Zytotoxizität von NK-Zellen wiederherzustellen (Tran et al., 

2017; Otegbeye et al., 2018). In dieser Arbeit wurde überprüft, ob die 
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vielversprechenden Ergebnisse mit Galunisertib auch mit AdCAR-NK-92-Zellen 

erzielt werden können.  

Insgesamt legen die Ergebnisse der Funktionstestung nahe, dass die TGFβ-

induzierte Verminderung der Zytotoxizität von AdCAR-NK-92-Zellen durch 

Galunisertib annähernd bis zum Kontrollniveau wiederhergestellt werden konnte. 

Damit stehen diese Ergebnisse im Einklang mit denen von Tran et al. und 

Otegbeye et al., die in vergleichbaren Experimenten die Zytotoxizität aktivierter 

NK-Zellen wiederherstellen konnten (Tran et al., 2017; Otegbeye et al., 2018).  

Im Vergleich zu den Arbeiten mit NK-Zellen waren allerdings die 

Mittelwertunterschiede der Zytotoxizitätswerte zwischen der Kontrolle und den 

mit TGFβ und/oder Galunisertib behandelten AdCAR-NK-92-Zellen in dieser 

Arbeit nur sehr gering ausgeprägt. Um eine präzisere Aussage zur Auswirkung 

von Galunisertib auf die Funktionalität von AdCAR-NK-92-Zellen nach Inkubation 

mit TGFβ zu treffen, sollten deswegen weiterführende Untersuchungen des 

Rezeptorprofils, der Zytokinsekretion und der Zytotoxizität der AdCAR-NK-92-

Zellen im zeitlichen Verlauf durchgeführt werden. Parallel können alternative 

Optionen zur Blockade der Auswirkungen von TGFβ auf AdCAR-NK-92-Zellen 

getestet werden. In den Arbeiten von Yang et al. und Wang et al. wurde 

demonstriert, dass NK-92-Zellen genetisch mit einem Rezeptor modifiziert 

werden können, der nach Bindung von TGFβ deren Aktivierung induziert oder 

den modifizierten Zellen Resistenz gegenüber TGFβ verleiht (Yang et al., 2013; 

Wang et al., 2017).  

 

4.3 Bestrahlung mit 10 Gy reduziert die Viabilität und die Zytotoxizität von 

Adapter-CAR NK-92 Zellen 

Da NK-92-Zellen ursprünglich aus einem Non-Hodgkin-Lymphom etabliert 

wurden, müssen sie vor Infusion in Patienten mit der Energiedosis 10 Gy 

bestrahlt werden, um die Entstehung eines sekundären Lymphoms zu verhindern 

(Tonn et al., 2013; Zhang et al., 2017). Die Bestrahlung wird mit dem Ziel 

durchgeführt, die Proliferation und Viabilität der NK-92-Zellen in vivo zeitlich zu 

begrenzen und gleichzeitig die Funktionalität möglichst wenig zu beeinträchtigen 

(Nowakowska et al., 2018). Daran anknüpfend wurde in dieser Arbeit untersucht, 
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wie sich eine Bestrahlung mit 10 Gy auf die Viabilität und Zytotoxizität von 

AdCAR-NK-92 Zellen-auswirkt.  

Insgesamt wurde beobachtet, dass die Viabilität und Zytotoxizität der AdCAR-

NK-92-Zellen unmittelbar nach der Bestrahlung zunächst unverändert waren und 

erst im Verlauf der nächsten 48 h bzw. 96 h sukzessive abnahmen. Damit 

befinden sich die Ergebnisse dieser Arbeit im Einklang mit den in der Literatur 

beschriebenen Auswirkungen von Bestrahlung auf CAR-exprimierende NK-92-

Zellen (Zhang et al., 2016; Nowakowska et al., 2018; Grote et al., 2020a; Grote 

et al., 2020b). Dass die zeitlich begrenzte Viabilität und Zytotoxizität bestrahlter 

CAR-NK-92 Zellen nicht unbedingt mit reduzierter Wirksamkeit einhergeht, 

wurde von Grote et al. demonstriert: Im Rahmen einer 60-stündigen, Impedanz-

basierten Echtzeitüberwachung des Wachstums der Neuroblastom-Zelllinien 

Kelly, LAN-1 und LS wurde mit bestrahlten CD276-CAR-NK-92-Zellen eine 

vergleichbare Wachstumshemmung wie mit unbestrahlten CD276-CAR-NK-92-

Zellen erzielt (Grote et al., 2020a). Da CAR-exprimierende NK-92-Zellen in vitro 

kostengünstig expandiert werden können, sind multiple Infusionen aktuell die 

Möglichkeit der Wahl, um die therapeutische Wirksamkeit bestrahlter CAR-NK-

92-Zellen trotz reduzierter Persistenz in vivo zu verbessern bzw. zu verlängern 

(Nowakowska et al., 2018; Oelsner et al., 2019; Mitwasi et al., 2020). Die 

Sicherheit multipler Infusionen mit bis zu 5 x 109 CAR-NK-92-Zellen wurde von 

Tang et al. ohne Auftreten relevanter Toxizität in einer klinischen Studie an AML-

Patienten demonstriert (Tang et al., 2018). Eine andere Möglichkeit zur 

Umgehung der mit Bestrahlung verbundenen Herausforderungen ist die 

Modifikation der CAR-NK-92-Zellen mit einem Suizidgen, das die Persistenz und 

Wirksamkeit in vivo verlängert und es erlaubt, die modifizierten Zellen bei 

Auftreten unvorhergesehener Toxizität zu eliminieren (Oelsner et al., 2019).  

Analog zu den Erkenntnissen von Grote et al. kommt auch diese Arbeit zu dem 

Ergebnis, dass die Bestrahlung mit 10 Gy geeignet ist, um die Viabilität der 

AdCAR-NK-92-Zellen zu begrenzen, ohne ihre therapeutische Wirksamkeit mehr 

als notwendig zu beeinträchtigen (Grote et al., 2020b).  
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4.4 Pharmakologische Kontrolle der Adapter-CAR-Funktion mit Dasatinib 

Insgesamt besitzen AdCAR-NK-92-Zellen bereits ein günstiges Sicherheitsprofil 

mit voneinander unabhängigen Kontrollmechanismen. Da AdCAR-NK-92-Zellen 

im Gegensatz zu CAR-T-Zellen keine messbaren Mengen IL-4 oder IL-6 

produzieren, ist die Induktion eines Zytokinfreisetzungs-Syndroms 

unwahrscheinlich (Grote et al., 2020b; Zhang et al., 2017). Wie in dieser Arbeit 

gezeigt wurde, bietet auch die Bestrahlung mit 10 Gy zusätzliche Sicherheit, weil 

sich die Anzahl bestrahlter AdCAR-NK-92-Zellen innerhalb weniger Tage von 

selbst vermindert. Schließlich besitzen die bAK im Kontext des Adapter-CAR-

Systems gewissermaßen die Funktion aktivierender Moleküle, da sie 

obligatorisch für die Aktivierung der AdCAR-NK-92-Zelle durch den CAR sind und 

die Anzahl der gebildeten immunologischen Synapsen durch Titration der bAK 

reguliert werden kann (Fesnak et al., 2016; Grote et al., 2020b). Bemerkenswert 

ist außerdem, dass AdCAR-NK-92-Zellen in Kombination mit bAK gegen CD19 

und CD20 keine Zytotoxizität gegenüber vitalen B-Zellen und in Kombination mit 

bAK gegen CD56 auch keine Zytotoxizität gegenüber anderen AdCAR-NK-92-

Zellen vermitteln (Grote et al., 2018; Grote et al., 2020b).  

Eine weitere Möglichkeit, um CAR-modifizierte Immunzellen im Falle 

unvorhergesehener Toxizität pharmakologisch zu kontrollieren ohne sie zu 

eliminieren, stellt der Tyrosinkinase-Inhibitor Dasatinib dar (Mestermann et al., 

2019; Wu et al., 2019). Nachdem mit Dasatinib präklinisch bereits eine 

dosisabhängige, reversible Hemmung der Antigen-induzierten Aktivierung, 

Zytotoxizität, Zytokinsekretion und Proliferation CAR-modifizierter T-Zellen ohne 

Beeinträchtigung der Viabilität erzielt werden konnte, wurden in dieser Arbeit die 

Auswirkungen von Dasatinib auf die Viabilität, die CAR-Expression und die 

Zytotoxizität von AdCAR-NK-92-Zellen untersucht (Mestermann et al., 2019; 

Weber et al., 2019). Weil in der Literatur aktuell noch keine Arbeiten zu den 

Auswirkungen von Dasatinib auf CAR-NK-Zellen oder CAR-NK-92 Zellen 

verfügbar sind, wurden die Ergebnisse dieser Arbeit im Hinblick auf 

Gemeinsamkeiten und Unterschiede zu CAR-T-Zellen dargestellt.  

Primär konnte in dieser Arbeit demonstriert werden, dass die Viabilität und 

Proliferation der AdCAR-NK-92-Zellen nicht von einer Inkubation mit Dasatinib 
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beeinflusst wurden. Im Hinblick auf die Viabilität stimmt dieses Ergebnis mit der 

Literatur überein, da Weber et al. und Mestermann et al. ebenfalls keine 

Veränderung der Viabilität CAR-modifizierter T-Zellen feststellen konnten 

(Mestermann et al., 2019; Weber et al., 2019). Demgegenüber steht die 

eingeschränkte Proliferation CAR-modifizierter T-Zellen infolge der Inkubation 

mit Dasatinib scheinbar im Gegensatz zur unbeeinträchtigten Proliferation der 

AdCAR-NK-92-Zellen. Allerdings ist anzumerken, dass in den Arbeiten von 

Mestermann et al. und Weber et al. jeweils die Proliferation CAR-modifizierter T-

Zellen nach Stimulation des CARs gemessen wurde, während in dieser Arbeit 

die Proliferation der AdCAR-NK-92-Zellen nach Stimulation mit IL-2 betrachtet 

wurde (Mestermann et al., 2019; Weber et al., 2019). Übereinstimmend mit den 

Ergebnissen dieser Arbeit und den Ergebnissen von Mestermann et al. und 

Weber et al. demonstrierten Schade et al., dass die T-Zell-Rezeptor-stimulierte 

Proliferation von T-Zellen bei Inkubation mit Dasatinib gehemmt wurde, während 

die IL-2-induzierte Proliferation der T-Zellen auch bei Inkubation mit Dasatinib 

unbeeinträchtigt blieb (Schade et al., 2008; Mestermann et al., 2019; Weber et 

al., 2019). Im Rahmen der durchflusszytometrischen Analyse von AdCAR-NK-

92-Zellen präsentierte sich die CAR-Expression selbst bei Dasatinib-

Konzentrationen von bis zu 100 nM unbeeinflusst und bestätigt, dass die 

inhibierende Wirkung von Dasatinib nicht durch verminderte Transkription des 

CARs zustande kommt. Analog zu den Ergebnissen von Mestermann et al. und 

Weber et al. mit CAR-T-Zellen wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass Dasatinib in 

der Lage ist, die Zytotoxizität von AdCAR-NK-92-Zellen vorübergehend und 

dosisabhängig zu inhibieren (Mestermann et al., 2019; Weber et al., 2019). Diese 

Eigenschaft von Dasatinib könnte klinisch gezielt zur pharmakologischen 

Kontrolle unvorhergesehener, CAR-induzierter Toxizität genutzt werden (Wu et 

al., 2019). In dieser Hinsicht sind die Ergebnisse der Arbeit von Mestermann et 

al. vielversprechend: Immundefiziente Mäuse, denen ein Lymphom implantiert 

wurde, entwickelten infolge der Behandlung mit CD19-CAR-T-Zellen ein 

Zytokinfreisetzungs-Syndrom, dessen Mortalität durch Therapie mit Dasatinib 

signifikant gesenkt werden konnte (Mestermann et al., 2019). Darüber hinaus ist 

eine zügige Translation in die Klinik ebenfalls möglich, da Dasatinib bereits zur 
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Behandlung der Ph+ CML und Ph+ AML zugelassen ist (Mestermann et al., 2019). 

Außerdem lassen sich die Dasatinib-Konzentrationen, mit denen in dieser Arbeit 

die Funktionalität der AdCAR-NK-92-Zellen vollständig inhibiert wurde, mit der 

Standarddosierung von 100 mg Dasatinib pro Tag ohne Weiteres in humanem 

Serum erreichen (Weber et al., 2019; Mestermann et al., 2019; Christopher et al., 

2008).  

Schlussendlich konnte mit den Ergebnissen dieser Arbeit erstmals demonstriert 

werden, dass der Tyrosinkinase-Inhibitor Dasatinib auch zur pharmakologischen 

Kontrolle der CAR-Funktion von AdCAR-NK-92 Zellen-geeignet ist.  

 

4.5 Ausblick 

Anknüpfend an die Fähigkeit der AdCAR-NK-92-Zellen in vitro eine 

entsprechende Zytotoxizität gegenüber Neuroblastom-Zelllinien zu induzieren, 

sollten weiterführende Experimente durchgeführt werden. Analog zur Arbeit von 

Grote et al. könnte analysiert werden, ob die AdCAR-NK-92-Zellen in 

Kombination mit bAK auch in der Lage sind, das Wachstum dreidimensionaler 

Neuroblastom-Sphäroide zu hemmen (Grote et al., 2020a). Anschließend käme 

auch die Anwendung eines xenotransplantierten Neuroblastom-Modells infrage, 

um das antitumorale Potenzial der AdCAR-NK-92-Zellen in vivo zu validieren.  

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse in vitro sollte die Zytotoxizität 

bestrahlter AdCAR-NK-92-Zellen und die pharmakologische Kontrolle der 

AdCAR-NK-92-Zellen mit Dasatinib weiterführend untersucht werden. Hier bieten 

sich zunächst Impedanz-basierte Messungen des Wachstums der 

Neuroblastom-Zelllinien und Experimente mit Neuroblastom-Sphäroiden an, 

bevor in vivo Experimente durchgeführt werden.  

Im Hinblick auf das immunsuppressive Tumormikromilieu solider Tumore sind die 

Ergebnisse dieser Arbeit vielversprechend, da die AdCAR-NK-92-Zellen trotz 

Inkubation mit TGFβ nur partiell in ihrer Zytotoxizität eingeschränkt wurden. Da 

die Calcein-Release-Tests ihren Endpunkt nach zwei Stunden haben, bieten sich 

weiterführend Impedanz-basierte Messungen des Wachstums der 

Neuroblastom-Zelllinien an, um die Auswirkungen der TGFβ-induzierten 
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Einschränkung über eine längere Zeitdauer verfolgen und besser analysieren zu 

können.  

Aufgrund der uneindeutigen Ergebnisses dieser Arbeit bezüglich der 

Auswirkungen von Galunisertib auf die Zytotoxizität der AdCAR-NK-92-Zellen 

nach Inkubation mit TGFβ erscheint es sinnvoll, die Funktionalität der AdCAR-

NK-92-Zellen nach Behandlung mit TGFβ und Galunisertib im Hinblick auf das 

Rezeptorprofil, die Zytokinsekretion und die Zytotoxizität im zeitlichen Verlauf zu 

untersuchen.   
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5 Zusammenfassung 

Neuroblastome stellen mit einer relativen Häufigkeit von 5,5 % nach malignen 

hämatologischen Erkrankungen und ZNS-Tumoren die dritthäufigste Ursache 

maligner Erkrankungen im Kindes- und Jugendalter dar. Da der Einschluss in die 

Hochrisikogruppe trotz intensiver Therapie mit einer Fünfjahresrate 

progressionsfreien Überlebens von kleiner als 50 % einhergeht, werden dringend 

neue Therapieoptionen benötigt.  

Die AdCAR-NK-92-basierte Immuntherapie ist ein standardisiertes, 

kostengünstiges Produkt mit vorteilhaftem Sicherheitsprofil und zuverlässiger 

Wirksamkeit, das nicht patientenindividuell gefertigt werden muss. In 

Kombination mit biotinylierten Antikörpern können AdCAR-NK-92-Zellen 

mehrere Tumor-assoziierte Antigene simultan oder sequentiell erkennen und 

einer Immunevasion des Tumors durch Herunterregulation der Zielstrukturen 

entgegenwirken.  

In der vorliegenden Arbeit wurde die AdCAR-NK-92-basierte Immuntherapie am 

Beispiel des Neuroblastoms im Hinblick auf Hürden bei der Therapie solider 

Tumore, die Beeinflussung ihrer Funktionalität durch Bestrahlung und die 

pharmakologische Kontrolle der CAR-Funktion untersucht.  

Methodisch wurden die Viabilität und Proliferation der AdCAR-NK-92-Zellen 

mittels MTS-Tests und Trypanblau-Vitalfärbungen untersucht. Zur Untersuchung 

der Zytotoxizität von AdCAR-NK-92-Zellen gegenüber Neuroblastom-Zelllinien 

wurden Calcein-Release-Tests durchgeführt. Die Analyse der Expression von 

Oberflächenantigenen auf Neuroblastom-Zelllinien und des NK-Zell-

Rezeptorprofils auf AdCAR-NK-92-Zellen erfolgte durchflusszytometrisch.  

Zunächst wurde in dieser Arbeit demonstriert, dass AdCAR-NK-92-Zellen in 

Kombination mit biotinylierten Antikörpern in der Lage sind, in vitro 

entsprechende Zytotoxizität gegenüber etablierten Neuroblastom-Zelllinien zu 

induzieren. Aufgrund ihrer hohen Expression auf den Neuroblastom-Zelllinien 

erwiesen sich vor allem die Antigene CD146 (MCAM) und CD171 (L1CAM) als 

geeignete Zielstrukturen.  

Im Hinblick auf das Tumormikromilieu solider Tumore wurde demonstriert, dass 

sich das immunsuppressive Zytokin TGFβ nicht auf die Viabilität von AdCAR-NK-
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92-Zellen auswirkt und auch ihre Zytotoxizität nur geringfügig einschränkt. Ob die 

TGFβ-induzierte Einschränkung der Zytotoxizität durch den TGFβ-Rezeptor-1-

Inhibitor Galunisertib aufgehoben werden kann, konnte in dieser Arbeit nicht 

abschließend geklärt werden und sollte weiterführend untersucht werden.  

Bestrahlung stellt als Sicherheitsmaßnahme eine Voraussetzung für die 

Zulassung von Immuntherapien auf Basis von NK-92-Zellen dar. In dieser Arbeit 

wurde bestätigt, dass eine Bestrahlung mit 10 Gy geeignet ist, um die Viabilität 

der AdCAR-NK-92-Zellen zu begrenzen, ohne ihre therapeutische Wirksamkeit 

mehr als notwendig zu beeinträchtigen.  

Weiterhin wurde demonstriert, dass die Zytotoxizität der AdCAR-NK-92-Zellen 

mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Dasatinib im Sinne eines molekularen Schalters 

pharmakologisch kontrolliert werden kann. Da bei Einsatz von Dasatinib eine 

vorübergehende und dosisabhängige Inhibition der Zytotoxizität erreicht wurde, 

stellt der Einsatz von Dasatinib eine Möglichkeit dar, die AdCAR-NK-92-Zellen im 

Falle unvorhergesehener Toxizität zu kontrollieren.  

Insgesamt zeigt diese Arbeit, dass AdCAR-NK-92-Zellen einen 

vielversprechenden Ansatz zur Behandlung des Neuroblastoms und 

gegebenenfalls weiterer solider Tumore darstellen.  
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8 Anhang 

8.1 Tabellen der Calcein-Release-Tests 

Tabelle 18: Calcein-Release-Tests mit AdCAR-NK-92-Zellen. 
AdCAR-NK-92-induzierte Zytotoxizität (spezifische Lyse) gegen verschiedene mit Calcein-AM 
markierte Neuroblastom-Zelllinien nach 2 h Inkubation in Gegenwart von unterschiedlichen 
biotinylierten Antikörpern (25 µg/ml). Dargestellt sind die Daten für das Effektor- zu 
Zielzellverhältnis von 10:1, 5:1 und 2,5:1 (Mittelwert ± SDvM, n ≥ 3). 
 

 
  

E:Z M SDvM M SDvM M SDvM M SDvM M SDvM

10:1 5,99% 2,22% 12,47% 3,43% 30,52% 6,22% 6,33% 5,11% 5,87% 3,44%

5:1 7,34% 3,38% 10,04% 4,28% 21,59% 5,30% 4,70% 3,07% 5,32% 3,14%

2,5:1 5,74% 3,76% 6,30% 2,17% 15,14% 3,43% 6,02% 5,49% 2,23% 1,59%

10:1 52,93% 3,86% 61,47% 7,30% 64,97% 3,07% 38,43% 5,74% 53,97% 9,82%

5:1 42,47% 6,20% 48,49% 7,71% 52,72% 2,13% 25,47% 4,23% 41,72% 8,71%

2,5:1 36,26% 4,84% 36,20% 4,84% 44,17% 3,26% 14,18% 6,12% 32,98% 9,88%

10:1 47,26% 5,18% 45,56% 5,64% - - 25,78% 3,57% 21,61% 7,30%

5:1 37,52% 6,99% 33,01% 4,70% - - 14,33% 2,89% 17,86% 5,60%

2,5:1 34,01% 7,15% 24,25% 3,66% - - 9,02% 2,94% 14,79% 6,60%

10:1 - - 28,07% 4,61% 37,15% 5,23% 16,13% 6,53% - -

5:1 - - 17,74% 4,24% 27,28% 3,91% 9,70% 5,23% - -

2,5:1 - - 12,38% 3,14% 20,50% 3,71% 5,60% 3,45% - -

10:1 21,59% 3,72% 50,43% 7,52% 64,23% 4,08% 15,08% 4,55% 3,80% 2,93%

5:1 17,13% 3,85% 36,36% 7,47% 56,13% 6,20% 9,09% 1,94% 3,33% 2,41%

2,5:1 17,36% 4,25% 28,45% 5,35% 49,21% 4,49% 5,44% 2,87% 2,48% 2,68%

AdCAR-NK-92

ohne bAK

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bCD146

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bCD171

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bCD221

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bCD271

Zytotoxizität

 
Zielzelllinie

Kelly LAN-1 LS SH-SY5Y SK-N-AS
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Tabelle 19: Calcein-Release-Tests mit AdCAR-NK-92-Zellen nach 48 h Inkubation mit 
10 ng/ml TGFβ. 
AdCAR-NK-92-induzierte Zytotoxizität (spezifische Lyse) gegen mit Calcein-AM markierte Kelly- 
und LAN-1-Zellen nach 2 h Inkubation in Gegenwart von unterschiedlichen biotinylierten 
Antikörpern (25 µg/ml). AdCAR-NK-92-Zellen wurden vor den Tests 48 h mit 10 ng/ml TGFβ 
inkubiert. Dargestellt sind die Daten für das Effektor- zu Zielzell-Verhältnis von 10:1, 5:1 und 2,5:1 
(Mittelwerte ± SDvM, n ≥ 3). 
 

 
 

  

E:Z M SDvM M SDvM

10:1 9,13% 5,19% 8,21% 3,97%

5:1 6,47% 6,73% 3,78% 4,00%

2,5:1 5,67% 4,14% 2,68% 3,31%

10:1 68,73% 7,36% 77,95% 6,01%

5:1 59,43% 2,48% 65,47% 8,34%

2,5:1 44,21% 4,33% 50,02% 11,02%

10:1 60,40% 4,01% 70,36% 7,74%

5:1 51,52% 6,24% 59,58% 9,31%

2,5:1 37,74% 4,23% 42,89% 7,05%

10:1 49,91% 5,30% 72,94% 7,92%

5:1 40,35% 2,32% 57,37% 7,71%

2,5:1 30,51% 4,44% 43,96% 4,85%

10:1 5,75% 5,70% 3,57% 5,13%

5:1 2,47% 3,69% 2,25% 3,38%

2,5:1 2,04% 3,51% 1,10% 1,15%

10:1 52,03% 5,35% 67,17% 5,54%

5:1 45,89% 3,61% 62,09% 5,39%

2,5:1 35,88% 5,12% 48,57% 5,33%

10:1 41,98% 7,73% 58,87% 5,15%

5:1 39,48% 6,91% 54,08% 6,07%

2,5:1 30,21% 5,24% 36,70% 5,48%

10:1 39,47% 7,10% 66,76% 5,05%

5:1 37,08% 4,68% 58,43% 4,23%

2,5:1 29,23% 5,45% 43,72% 8,39%

AdCAR-NK-92

TGFβ (48 h, 10 ng/ml)

mit bCD276

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

TGFβ (48 h, 10 ng/ml)

mit bEGFR

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bEGFR

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

TGFβ (48 h, 10 ng/ml)

ohne bAK

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

TGFβ (48 h, 10 ng/ml)

mit bCD200

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

ohne bAK

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bCD200

Zytototxizität

AdCAR-NK-92

mit bCD276

Zytotoxizität

Zielzelllinie

Kelly LAN-1
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Tabelle 20: Calcein-Release-Tests mit AdCAR-NK-92-Zellen nach 96 h Inkubation mit 
10 ng/ml TGFβ. 
AdCAR-NK-92-induzierte Zytotoxizität (spezifische Lyse) gegen mit Calcein-AM markierte Kelly 
und LAN-1-Zellen nach 2 h Inkubation in Gegenwart von unterschiedlichen biotinylierten 
Antikörpern (25 µg/ml). AdCAR-NK-92-Zellen wurden vor den Tests 96 h mit 10 ng/ml TGFβ 
inkubiert. Dargestellt sind die Daten für das Effektor- zu Zielzell-Verhältnis von 10:1, 5:1 und 2,5:1 
(Mittelwerte ± SDvM, n ≥ 3). 
 

 

  

E:Z M SDvM M SDvM

10:1 23,01% 7,89% 4,02% 2,75%

5:1 16,97% 6,43% 0,64% 1,26%

2,5:1 14,52% 8,87% 0,49% 0,95%

10:1 70,67% 6,61% 68,00% 6,87%

5:1 57,03% 14,89% 50,55% 5,44%

2,5:1 51,93% 9,15% 38,26% 7,09%

10:1 67,33% 9,28% 63,75% 6,10%

5:1 51,07% 8,36% 46,58% 5,46%

2,5:1 43,91% 4,45% 30,89% 6,93%

10:1 58,13% 4,69% 61,12% 8,00%

5:1 44,72% 7,38% 45,39% 7,02%

2,5:1 37,56% 4,55% 34,51% 7,07%

10:1 17,39% 9,81% 1,77% 2,20%

5:1 11,15% 8,39% 0,33% 0,59%

2,5:1 8,66% 7,64% 0,08% 0,26%

10:1 50,98% 6,58% 50,10% 9,45%

5:1 44,42% 6,47% 43,19% 8,28%

2,5:1 39,72% 4,64% 32,85% 8,59%

10:1 53,50% 6,32% 56,43% 4,11%

5:1 46,68% 6,83% 47,16% 5,93%

2,5:1 37,59% 7,42% 34,09% 3,78%

10:1 49,25% 6,64% 54,33% 9,57%

5:1 49,08% 5,90% 52,80% 6,34%

2,5:1 43,05% 10,38% 43,15% 4,97%

AdCAR-NK-92

TGFβ (96 h, 10 ng/ml)

mit bCD276

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

TGFβ (96 h, 10 ng/ml)

mit bEGFR

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bEGFR

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

TGFβ (96 h, 10 ng/ml)

ohne bAK

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

TGFβ (96 h, 10 ng/ml)

mit bCD200

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

ohne bAK

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bCD200

Zytototxizität

AdCAR-NK-92

mit bCD276

Zytotoxizität

Zielzelllinie

Kelly LAN-1
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Tabelle 21: Calcein-Release-Tests mit AdCAR-NK-92-Zellen nach 48 h Inkubation mit 
50 ng/ml TGFβ.  
AdCAR-NK-92-induzierte Zytotoxizität (spezifische Lyse) gegen mit Calcein-AM markierte Kelly- 
und LAN-1-Zellen nach 2 h Inkubation in Gegenwart von unterschiedlichen biotinylierten 
Antikörpern (25 µg/ml). AdCAR-NK-92-Zellen wurden vor den Tests 48 h mit 50 ng/ml TGFβ 
inkubiert. Dargestellt sind die Daten für das Effektor- zu Zielzell-Verhältnis von 10:1, 5:1 und 2,5:1 
(Mittelwerte ± SDvM, n ≥ 3). 
 

 

  

E:Z M SDvM M SDvM

10:1 4,79% 4,68% 8,07% 3,68%

5:1 2,17% 3,38% 3,33% 2,16%

2,5:1 1,19% 2,00% 2,49% 2,42%

10:1 66,70% 9,47% 72,07% 6,08%

5:1 54,86% 9,26% 59,37% 7,83%

2,5:1 46,96% 6,48% 47,91% 9,11%

10:1 57,11% 9,39% 66,12% 8,22%

5:1 47,74% 8,56% 52,84% 8,07%

2,5:1 34,92% 7,87% 41,18% 7,79%

10:1 45,73% 11,87% 65,78% 8,36%

5:1 36,09% 10,44% 51,27% 8,34%

2,5:1 31,48% 9,43% 41,29% 8,84%

10:1 1,37% 1,85% 4,16% 4,47%

5:1 0,41% 0,98% 1,08% 1,16%

2,5:1 0,00% 0,00% 1,65% 4,76%

10:1 46,80% 9,57% 63,01% 6,79%

5:1 39,24% 6,19% 53,93% 4,39%

2,5:1 30,42% 7,63% 44,50% 5,53%

10:1 38,40% 7,69% 61,23% 7,99%

5:1 39,12% 9,24% 54,26% 5,74%

2,5:1 28,63% 4,86% 44,82% 5,75%

10:1 37,37% 10,01% 61,87% 5,43%

5:1 30,75% 9,39% 54,13% 5,11%

2,5:1 25,62% 9,76% 47,07% 8,43%

AdCAR-NK-92

TGFβ (48 h, 50 ng/ml)

mit bEGFR

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

TGFβ (48 h, 50 ng/ml)

ohne bAK

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

TGFβ (48 h, 50 ng/ml)

mit bCD200

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

TGFβ (48 h, 50 ng/ml)

mit bCD276

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bCD200

Zytototxizität

AdCAR-NK-92

mit bCD276

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bEGFR

Zytotoxizität

Kelly LAN-1

AdCAR-NK-92

ohne bAK

Zytotoxizität

Zielzelllinie
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Tabelle 22: Calcein-Release-Tests mit AdCAR-NK-92-Zellen nach 96 h Inkubation mit 
50 ng/ml TGFβ.  
AdCAR-NK-92-induzierte Zytotoxizität (spezifische Lyse) gegen mit Calcein-AM markierte Kelly- 
und LAN-1-Zellen nach 2 h Inkubation in Gegenwart von unterschiedlichen biotinylierten 
Antikörpern (25 µg/ml). AdCAR-NK-92-Zellen wurden vor den Tests 96 h mit 50 ng/ml TGFβ 
inkubiert. Dargestellt sind die Daten für das Effektor- zu Zielzell-Verhältnis von 10:1, 5:1 und 2,5:1 
(Mittelwerte ± SDvM, n ≥ 3). 
 

 

  

E:Z M SDvM M SDvM

10:1 5,50% 3,92% 6,87% 3,81%

5:1 0,39% 0,58% 0,72% 0,73%

2,5:1 0,04% 0,11% 0,38% 0,96%

10:1 64,59% 6,40% 79,51% 5,20%

5:1 55,04% 3,75% 69,30% 4,19%

2,5:1 48,27% 4,48% 62,15% 4,80%

10:1 56,14% 11,66% 77,68% 5,76%

5:1 46,88% 11,67% 69,50% 4,86%

2,5:1 40,20% 10,39% 62,00% 3,74%

10:1 48,55% 11,68% 73,31% 6,54%

5:1 40,14% 11,71% 60,68% 4,44%

2,5:1 33,35% 9,47% 52,42% 4,15%

10:1 2,21% 2,96% 4,47% 3,57%

5:1 0,00% 0,00% 0,17% 0,29%

2,5:1 0,00% 0,00% 0,27% 0,80%

10:1 51,52% 7,52% 73,09% 7,16%

5:1 44,71% 6,08% 65,33% 4,67%

2,5:1 39,42% 4,93% 60,81% 6,69%

10:1 54,18% 4,58% 79,62% 6,65%

5:1 51,11% 3,14% 74,91% 4,95%

2,5:1 43,17% 4,02% 64,07% 5,39%

10:1 29,43% 4,05% 67,36% 6,46%

5:1 30,69% 4,29% 63,26% 4,82%

2,5:1 31,13% 5,31% 62,27% 5,00%

AdCAR-NK-92

TGFβ (96 h, 50 ng/ml)

mit bEGFR

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

TGFβ (96 h, 50 ng/ml)

ohne bAK

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

TGFβ (96 h, 50 ng/ml)

mit bCD200

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

TGFβ (96 h, 50 ng/ml)

mit bCD276

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bCD200

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bCD276

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bEGFR

Zytotoxizität

Zielzelllinie

Kelly LAN-1

AdCAR-NK-92

ohne bAK

Zytotoxizität
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Tabelle 23: Calcein-Release-Tests mit AdCAR-NK-92-Zellen nach Inkubation mit TGFβ und 
Galunisertib. 
AdCAR-NK-92-induzierte Zytotoxizität (spezifische Lyse) gegen mit Calcein-AM markierte 
LAN-1- und LS-Zellen nach 2 h Inkubation in Gegenwart von unterschiedlichen biotinylierten 
Antikörpern (25 µg/ml). AdCAR-NK-92-Zellen wurden vor den Tests 48 h mit 10 ng/ml TGFβ 
alleine (T (10 ng/ml, 48 h)) oder in Kombination mit 5 µM Galunisertib für 48 h (T (10 ng/ml, 48 h) 
& G (5 µM, 48 h)) oder 24 h (T (10 ng/ml, 48 h) & G (5 µM, 24 h)) inkubiert. Dargestellt sind die 
Daten für das Effektor- zu Zielzell-Verhältnis von 10:1, 5:1 und 2,5:1 (Mittelwerte ± SDvM, n ≥ 3). 
 

 

  

E:Z M SDvM M SDvM

10:1 2,67% 2,36% 6,33% 3,65%

5:1 0,17% 0,43% 1,80% 1,50%

2,5:1 0,14% 0,43% 0,38% 0,62%

10:1 66,30% 5,77% 58,54% 3,94%

5:1 59,66% 4,91% 56,32% 5,55%

2,5:1 52,06% 5,21% 48,55% 4,76%

10:1 47,74% 6,05% 17,59% 3,86%

5:1 39,98% 6,32% 15,86% 6,33%

2,5:1 38,23% 6,35% 14,07% 2,88%

10:1 1,33% 1,29% 0,91% 1,64%

5:1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

2,5:1 0,11% 0,38% 1,85% 5,55%

10:1 61,81% 9,13% 46,78% 8,15%

5:1 50,89% 7,54% 40,27% 9,00%

2,5:1 42,46% 10,14% 32,79% 7,07%

10:1 35,55% 9,79% 6,02% 3,97%

5:1 29,69% 8,83% 5,45% 3,50%

2,5:1 25,69% 8,76% 7,43% 2,63%

10:1 0,31% 0,64% 1,63% 2,57%

5:1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

2,5:1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

10:1 60,66% 8,34% 53,37% 6,92%

5:1 47,88% 6,62% 44,64% 6,23%

2,5:1 36,46% 8,17% 34,50% 5,69%

10:1 40,53% 7,81% 11,89% 3,46%

5:1 31,06% 7,38% 8,45% 9,12%

2,5:1 24,50% 7,60% 8,57% 9,80%

10:1 0,66% 1,51% 1,24% 1,96%

5:1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

2,5:1 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%

10:1 65,13% 4,78% 58,45% 8,51%

5:1 54,67% 5,83% 48,67% 5,38%

2,5:1 45,98% 9,68% 42,61% 5,15%

10:1 46,49% 5,82% 18,68% 3,45%

5:1 40,98% 10,06% 13,92% 3,10%

2,5:1 30,25% 6,49% 9,12% 2,86%

AdCAR-NK-92

T (10 ng/ml, 48 h) & G (5 µM, 24 h)

mit bCD276

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

T (10 ng/ml, 48 h) & G (5 µM, 24 h)

mit bGD2

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

T (10 ng/ml, 48 h)

mit bGD2

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

T  (10 ng/ml, 48h)  & G (5 µM, 48 h)

ohne bAK

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

T (10 ng/ml, 48 h) & G (5 µM, 48 h)

mit bCD276

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

T (10 ng/ml, 48 h) & G (5 µM, 48 h)

mit bGD2

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

T (10 ng/ml, 48 h) & G (5 µM, 24 h)

ohne bAK

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

ohne bAK

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bCD276

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bGD2

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

T (10 ng/ml, 48 h)

ohne bAK

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

T (10 ng/ml, 48 h)

mit bCD276

Zytotoxizität

Zielzelllinie

LAN-1 LS
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Tabelle 24: Calcein-Release-Tests mit AdCAR-NK-92-Zellen nach Bestrahlung mit 10 Gy. 
AdCAR-NK-92-induzierte Zytotoxizität (spezifische Lyse) gegen mit Calcein-AM markierte 
LAN-1- und LS-Zellen nach 2 h Inkubation in Gegenwart von unterschiedlichen biotinylierten 
Antikörpern (25 µg/ml). Die Tests wurden mit AdCAR-NK-92-Zellen nach Bestrahlung mit 10 Gy 
zu den angegebenen Zeitpunkten (0 h, 24 h, 48 h) durchgeführt. Dargestellt sind die Daten für 
das Effektor- zu Zielzell-Verhältnis von 10:1, 5:1 und 2,5:1 (Mittelwerte ± SDvM, n ≥ 3). 
 

 
  

E:Z MW SDvM MW SDvM

10:1 6,34% 2,29% 18,13% 7,35%

5:1 1,29% 1,58% 9,48% 5,60%

2,5:1 0,57% 1,03% 3,78% 3,62%

10:1 68,82% 7,96% 66,99% 4,89%

5:1 63,71% 9,12% 63,13% 6,25%

2,5:1 53,91% 9,98% 54,67% 6,20%

10:1 56,87% 7,77% 26,17% 7,85%

5:1 49,10% 10,47% 20,09% 7,45%

2,5:1 43,50% 7,78% 20,20% 6,64%

10:1 2,00% 1,41% 12,94% 8,37%

5:1 0,03% 0,08% 6,17% 7,02%

2,5:1 0,00% 0,00% 2,52% 3,82%

10:1 68,88% 6,12% 68,72% 6,21%

5:1 60,53% 4,15% 58,70% 2,93%

2,5:1 47,88% 7,35% 50,15% 3,73%

10:1 54,87% 4,77% 24,65% 7,01%

5:1 45,20% 2,89% 16,46% 5,19%

2,5:1 35,99% 4,02% 10,51% 4,48%

10:1 0,90% 1,30% 10,58% 8,26%

5:1 0,00% 0,00% 4,01% 3,40%

2,5:1 0,00% 0,00% 0,29% 0,64%

10:1 47,48% 5,15% 48,30% 9,46%

5:1 35,49% 6,14% 35,27% 9,68%

2,5:1 23,78% 5,85% 26,02% 7,77%

10:1 34,66% 4,49% 18,23% 8,87%

5:1 25,01% 2,75% 11,08% 4,31%

2,5:1 14,71% 2,64% 4,74% 3,83%

10:1 0,33% 1,00% 2,87% 2,22%

5:1 0,12% 0,37% 0,00% 0,00%

2,5:1 0,61% 1,53% 0,00% 0,00%

10:1 15,37% 5,66% 16,56% 3,98%

5:1 7,77% 2,02% 8,39% 4,12%

2,5:1 3,55% 1,86% 3,27% 3,22%

10:1 7,67% 2,62% 2,17% 2,91%

5:1 1,32% 1,45% 0,00% 0,00%

2,5:1 0,64% 0,81% 0,00% 0,00%

AdCAR-NK-92

10 Gy (48 h)

mit bGD2

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

10 Gy (24 h)

ohne bAK

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

 10 Gy (24 h)

mit bCD276

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

10 Gy (24 h)

mit bGD2

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

10 Gy (48 h)

ohne bAK

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

10 Gy (48 h)

mit bCD276

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bCD276

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bGD2

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

10 Gy (0 h)

ohne bAK

AdCAR-NK-92

 10 Gy (0 h)

mit bCD276

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

10 Gy (0 h)

Zytotoxizität

w/ bGD2

Zielzelllinie

LAN-1 LS

AdCAR-NK-92

ohne bAK

Zytotoxizität
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Tabelle 25: Calcein-Release-Tests mit AdCAR-NK-92-Zellen in Gegenwart von Dasatinib. 
AdCAR-NK-92-induzierte Zytotoxizität (spezifische Lyse) gegen mit Calcein-AM markierte 
LAN-1-Zellen nach 2 h Inkubation in Gegenwart von unterschiedlichen biotinylierten Antikörpern 
(25 µg/ml). Die Tests wurden in Medium mit Dasatinib (1 nM, 10 nM, 100 nM) und ohne Dasatinib 
durchgeführt. Dargestellt sind die Daten für das Effektor- zu Zielzell-Verhältnis von 10:1, 5:1 und 
2,5:1 (Mittelwerte ± SDvM, n = 3). 
 

 

  

E:Z M SDvM

10:1 3,80% 2,11%

5:1 0,63% 0,71%

2,5:1 0,96% 1,25%

10:1 57,14% 4,49%

5:1 43,94% 1,85%

2,5:1 31,49% 2,76%

10:1 62,55% 4,48%

5:1 50,95% 2,50%

2,5:1 40,62% 3,91%

10:1 2,05% 2,87%

5:1 0,94% 1,17%

2,5:1 0,10% 0,22%

10:1 48,12% 4,54%

5:1 42,03% 3,41%

2,5:1 30,31% 4,26%

10:1 60,80% 4,61%

5:1 51,46% 3,47%

2,5:1 40,23% 2,44%

10:1 0,55% 1,30%

5:1 0,27% 0,73%

2,5:1 0,08% 0,16%

10:1 15,83% 3,36%

5:1 6,52% 2,80%

2,5:1 5,25% 1,93%

10:1 30,63% 5,69%

5:1 18,45% 6,47%

2,5:1 17,67% 4,10%

10:1 0,22% 0,66%

5:1 0,06% 0,19%

2,5:1 0,00% 0,00%

10:1 0,20% 0,61%

5:1 0,00% 0,00%

2,5:1 0,00% 0,00%

10:1 0,08% 0,25%

5:1 0,00% 0,00%

2,5:1 0,00% 0,00%

AdCAR-NK-92

Dasatinib (10 nM)

mit bCD276

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

Dasatinib (10 nM)

mit bEGFR

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

Dasatinib (100 nM)

ohne bAK

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

Dasatinib (100 nM)

mit bCD276

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

Dasatinib (100 nM)

mit bEGFR

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bEGFR

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

Dasatinib (1 nM)

ohne bAK

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

Dasatinib (1 nM)

mit bCD276

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

Dasatinib (1 nM)

mit bEGFR

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

Dasatinib (10 nM)

ohne bAK

Zytotoxizität

Zielzelllinie

LAN-1

AdCAR-NK-92

ohne bAK

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bCD276

Zytotoxizität
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Tabelle 26: Calcein-Release-Tests mit AdCAR-NK-92-Zellen nach Vorinkubation mit 
Dasatinib. 
AdCAR-NK-92-induzierte Zytotoxizität (spezifische Lyse) gegen mit Calcein-AM markierte 
LAN-1-Zellen nach 2 h Inkubation in Gegenwart von unterschiedlichen biotinylierten Antikörpern 
(25 µg/ml). AdCAR-NK-92-Zellen wurden vor den Tests 24 h mit Dasatinib (10 nM, 100 nM) 
inkubiert und anschließend weitere 24 h ohne Dasatinib kultiviert. Dargestellt sind die Daten für 
das Effektor- zu Zielzell-Verhältnis von 10:1, 5:1 und 2,5:1 (Mittelwerte ± SDvM, n = 3). 
 

 

  

E:Z M SDvM

10:1 6,51% 3,78%

5:1 1,91% 1,16%

2,5:1 0,71% 0,82%

10:1 69,28% 5,48%

5:1 60,71% 6,70%

2,5:1 56,05% 6,33%

10:1 63,81% 4,81%

5:1 60,47% 5,50%

2,5:1 58,73% 4,05%

10:1 7,76% 2,11%

5:1 4,00% 1,27%

2,5:1 0,93% 1,10%

10:1 70,71% 8,88%

5:1 61,22% 5,67%

2,5:1 48,85% 8,33%

10:1 68,88% 7,23%

5:1 56,71% 6,17%

2,5:1 47,34% 6,61%

10:1 8,73% 2,35%

5:1 5,74% 1,03%

2,5:1 3,62% 4,34%

10:1 70,83% 6,68%

5:1 63,40% 5,12%

2,5:1 55,03% 5,97%

10:1 69,73% 6,24%

5:1 67,05% 6,58%

2,5:1 55,92% 7,24%

AdCAR-NK-92

Dasatinib (100 nM)

mit bCD276

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

Dasatinib (100 nM)

mit bEGFR

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bEGFR

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

Dasatinib (10 nM)

ohne bAK

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

Dasatinib (10 nM)

mit bCD276

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

Dasatinib (10 nM)

mit bEGFR

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

Dasatinib (100 nM)

ohne bAK

Zytotoxizität

Zielzelllinie

LAN-1

AdCAR-NK-92

ohne bAK

Zytotoxizität

AdCAR-NK-92

mit bCD276

Zytotoxizität
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8.2 Tabellen der MTS-Tests 

Tabelle 27: Viabilität der AdCAR-NK-92-Zellen nach Inkubation mit TGFβ oder Galunisertib. 
AdCAR-NK-92-Zellen wurden mit TGFβ (5 ng/ml, 10 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/m) oder Galunisertib 
(1 µM, 2,5µM, 5 µM, 10 µM) bis zum angegebenen Zeitpunkt (24 h, 48 h, 96 h) kultiviert. Das 
Lösungsmittel DMSO wurde als Vehikelkontrolle eingesetzt. Die Viabilität von-AdCAR-NK-92-
Zellen wurde durch Ermittlung der Absorption nach 2 h Inkubation mit Celltiter 96® Reagenz 
bestimmt und in Bezug zur unbehandelten Kontrolle in Prozent angegeben (Mittelwerte ± SDvM, 
n = 3). 
 

 

  

Zeit (h) M SDvM

24 100,00 5,65

48 100,00 11,27

96 100,00 17,37

24 97,41 11,45

48 101,10 13,68

96 102,02 20,51

24 105,21 6,36

48 106,02 15,72

96 110,28 20,70

24 102,80 6,78

48 104,71 16,50

96 112,76 6,59

24 105,29 8,28

48 102,11 21,01

96 112,87 7,00

24 100,73 6,33

48 105,84 13,66

96 113,11 10,92

24 104,12 5,03

48 98,35 13,73

96 100,12 26,68

24 100,33 5,43

48 104,06 15,83

96 103,58 34,93

24 105,65 4,90

48 105,32 11,25

96 114,57 29,47

24 103,57 5,68

48 110,80 7,42

96 109,65 27,98

AdCAR-NK-92

TGFβ (25 ng/ml)

AdCAR-NK-92

TGFβ (50 ng/ml)

AdCAR-NK-92

Galunisertib (1 µM)

AdCAR-NK-92

Galunisertib (2,5 µM)

AdCAR-NK-92

Galunisertib (5 µM)

AdCAR-NK-92

Galunisertib (10 µM)

Viabilität (%)

AdCAR-NK-92

Kontrolle

AdCAR-NK-92

DMSO

AdCAR-NK-92

TGFβ (5 ng/ml)

AdCAR-NK-92

TGFβ (10 ng/ml)
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Tabelle 28: Viabilität der AdCAR-NK-92-Zellen nach Bestrahlung mit 10 Gy. 
AdCAR-NK-92-Zellen wurden mit 10 Gy bestrahlt und bis zum angegebenen Zeitpunkt (0 h, 24 h, 
48 h, 72 h, 96 h) kultiviert. Die Viabilität von AdCAR-NK-92-Zellen wurde durch Ermittlung der 
Absorption nach 2 h Inkubation mit Celltiter 96® Reagenz bestimmt und in Bezug zur 
unbehandelten Kontrolle in Prozent angegeben (Mittelwerte ± SDvM, n = 3).  
 

 

 

8.3 Tabellen der Trypanblau-Vitalfärbungen 

Tabelle 29: Viabilität der AdCAR-NK-92-Zellen nach Inkubation mit Dasatinib.  
AdCAR-NK-92-Zellen wurden mit Dasatinib (1 nM, 10 nM, 100 nM) kultiviert und in Intervallen 
von 24 h mit Trypanblau angefärbt und ausgezählt. Das Lösungsmittel DMSO wurde als 
Vehikelkontrolle eingesetzt. Die Zellviabilität berechnet sich aus dem Anteil der lebenden AdCAR-
NK-92-Zellen an der Gesamtzahl (Mittelwerte ± SDvM, n = 3).  
 

 

Zeit (h) M SDvM

0 100,00 5,42

24 100,00 4,87

48 100,00 7,31

72 100,00 8,02

96 100,00 3,49

0 96,24 4,83

24 61,13 7,59

48 27,99 9,31

72 10,05 4,55

96 1,29 2,29

Viabilität (%)

AdCAR-NK-92

Kontrolle

AdCAR-NK-92

10 Gy

Zeit (h) M SDvM

24 90,67 3,36

48 94,21 3,06

72 96,79 2,07

96 96,44 2,79

24 89,90 2,99

48 96,16 3,23

72 98,00 1,92

96 95,78 3,04

24 89,40 3,33

48 93,39 3,02

72 96,77 1,90

96 95,86 3,05

24 93,45 2,72

48 95,36 2,67

72 95,63 2,68

96 96,01 1,61

24 91,07 2,57

48 92,59 3,58

72 95,50 2,48

96 96,49 2,51

AdCAR-NK-92

Dasatinib (100 nM)

AdCAR-NK-92

DMSO

AdCAR-NK-92

Dasatinib (1 nM)

AdCAR-NK-92

Dasatinib (10 nM)

Viabilität (%)

AdCAR-NK-92

Kontrolle
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Tabelle 30: Proliferation der AdCAR-NK-92-Zellen nach Inkubation mit Dasatinib. 
AdCAR-NK-92-Zellen wurden mit Dasatinib (1 nM, 10 nM, 100 nM) kultiviert und in Intervallen 
von 24 h mit Trypanblau angefärbt und ausgezählt. Das Lösungsmittel DMSO wurde als 
Vehikelkontrolle eingesetzt. Die Proliferation der AdCAR-NK-92-Zellen ergibt sich aus der Anzahl 
an lebenden Zellen in Bezug zur unbehandelten Kontrolle in Prozent (Mittelwerte ± SDvM, n = 3).  

 

  

Zeit (h) M SDvM

24 100,00 15,90

48 100,00 15,24

72 100,00 13,36

96 100,00 13,57

24 112,50 19,43

48 90,30 10,49

72 105,10 14,24

96 91,86 14,10

24 113,64 18,31

48 87,26 17,18

72 114,45 15,43

96 98,69 20,04

24 97,35 11,95

48 104,43 19,96

72 98,58 18,74

96 96,33 15,61

24 114,90 19,16

48 83,66 19,60

72 91,41 12,76

96 87,23 17,14

AdCAR-NK-92

Dasatinib (100 nM)

AdCAR-NK-92

DMSO

AdCAR-NK-92

Dasatinib (1 nM)

AdCAR-NK-92

Dasatinib (10 nM)

Proliferation (% der Kontrolle)

AdCAR-NK-92

Kontrolle
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