Effektorzellaktivierung

Rekrutierung von Naturlichen Killer-
zellendurch optimierte Immunliganden
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NK cells emerged as promising immune cells for cancer therapy.
Beyond antibody-based approaches triggering NK cell activity via the
FcyRllla, also multifunctional approaches are being exploited to redi-
rect NK cell cytotoxicity against malignant cells. In this respect, immu-
noligands which are fusion proteins composed of an antibody-derived
targeting arm and a natural ligand for an activating receptor on NK
cells show great promise in inducing effector cell activation against

tumor cells.
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B Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) wur-
den erstmals in den 1970er Jahren erwdhnt
und werden klassischerweise der angebore-
nen Immunitat zugeschrieben. Diese Immun-
zellpopulation tGbernimmt eine wichtige
Funktion in der friithen Immunabwehr und
-liberwachung, beispielsweise gegen Infek-
tionserreger oder entartete Zellen. Im Gegen-
satz zu T-Zellen, welche Antigene spezifisch
mittels dem hypervariablen T-Zellrezeptorre-
pertoire erkennen, diskriminieren NK-Zellen
gesunde und gestresste Zellen durch ein
komplexes Zusammenspiel von unterschied-
lichen invariablen aktivierenden und inhibi-
torischen Rezeptoren sowie deren Liganden
[1]. So exprimieren NK-Zellen beispielsweise
unterschiedliche inhibitorische Killer-Immu-
noglobulin-like Receptors (KIRs) oder den
inhibitorischen Rezeptor Natural Killer Group
2A (NKG2A), welche ,sichere” oder ,selbst®-
Liganden erkennen, die typischerweise von
gesunden korpereigenen Zellen exprimiert
werden [2]. Dagegen exprimieren NK-Zellen
ebenfalls aktivierende Rezeptoren, wie bei-
spielweise die Natural Cytotoxicity Receptors
(NCRs) NKp30 oder NKp46 sowie NKG2D,
2B4 und DNAM-1. Diese erkennen typischer-

BIOspektrum | 06.22 | 28.Jahrgang ) Springer

weise Stress-induzierte Liganden infizierter
oder transformierter Zellen, wie beispiels-
weise MIC-A/B, B7-H6 oder ULBP1-6
(Abb. 1A, [3]). Allerdings ist die proteolyti-
sche Spaltung (shedding) oder die Herabre-
gulation dieser Liganden als eine Form von
tumor immune escape beschrieben [3, 4].

Dariiber hinaus exprimieren NK-Zellen
den Rezeptor Fcyreceptor Illa (FcyRIlla). Die
Fc-vermittelte Bindung eines IgG-Antikor-
pers nach Antigenerkennung auf der Zielzel-
le bewirkt die effiziente Aktivierung des
zytotoxischen Potenzials von NK-Zellen, ein
Prozess der antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity (ADCC) genannt wird. Die Kapa-
zitdt eines Antikorpers, ADCC auszuldsen,
hédngt allerdings von verschieden Faktoren
ab, wie beispielsweise der Antigendichte auf
der Zielzelle oder FcyRIIla-Polymorphismen.
Negativ beeintrachtigt wird diese auBerdem
durch Herunterregulation oder shedding des
FcyRIlIa [1].

Die Aktivierung von NK-Zellen bewirkt in
der Regel die Ausschiittung von Perforinen
und Granzymen in die immunologische
Synapse, wodurch die Lyse der Zielzelle ein-
geleitet wird. Eine weitere Form der NK-Zell-
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vermittelten Tumorzelltotung besteht in der
Aktivierung eines death receptors durch
Expression von TRAIL oder CD95 [1]. Neben
der direkten Zytotoxizitat modulieren NK-
Zellen nach Aktivierung die weitere Immun-
antwort, z. B. durch die Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine, Chemokine
oder durch den Crosstalk mit anderen Zellen
des Immunsystems wie T-Zellen, Makropha-
gen oder Dendritischen Zellen [5].

Modulierung der NK-Zellaktivitat zur
Tumortherapie

ADCC vermittelt durch NK-Zellen ist ein
wichtiger Wirkmechanismus therapeuti-
scher Antikorper fiir onkologische Indikatio-
nen [1, 5, 6]. Neben der klassischen Therapie
mittels therapeutischer Antikorper gibt es
seit einigen Jahren diverse Neuentwicklun-
gen, um NK-Zellen effizienter in der Krebs-
therapie nutzbar zu machen. Viele dieser
Anséatze werden bereits in klinischen Studien
an Patienten getestet. Diese umfassen u. a.
die adoptive Zelltherapie ex vivo expandierter
und aktivierter NK-Zellen, teilweise in Kom-
bination mit therapeutischen Antikorpern,
die Nutzung ex vivo expandierter gentech-
nisch veranderter chimeric antigen receptor
NK-Zellen, das Fc-Engineering therapeuti-
scher Antikorper um spezifischer oder mit
erhohter Affinitat gegeniiber dem FcyRIlla
NK-Zellen aktivieren zu konnen sowie die
Nutzung bispezifischer Antikorper zur
gezielten NK-Zellrekrutierung, genannt
NK cell engager (NKCE) [1, 5, 7]. Ein bispezi-
fischer NKCE besteht iiblicherweise aus
einem Paratop oder mehreren Paratopen
gerichtet gegen ein Tumor-assoziiertes Anti-
gen (TAA), sowie einem oder mehreren
Paratop(en), welche die Bindung an FcyRIlla
oder einen anderen aktivierenden Rezeptor
der NK-Zelle vermitteln (Abb. 1B). Die simul-
tane Bindung des bifunktionellen Molekiils
sowohl an die Tumorzelle als auch an die NK-
Zelle bewirkt die Formierung der lytischen
Synapse, welche letztlich zur Lyse der
Tumorzelle fiihrt, sowie zur Modulation der
weiteren Immunantwort.
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A Abb. 1: Modulation der NK-Zellaktivierung durch Antikorperderivate. A, Aktivierung und Inhibition von NK-Zellen durch Integration der Signale von
Wirtszell-exprimierten Liganden fiir aktivierende oder inhibitorische Rezeptoren. NK-Zellen verfiigen liber einen Satz an aktivierenden Rezeptoren wie
beispielsweise FcyRllla, die Natural Cytotoxicity Receptors oder NKG2D sowie lber diverse inhibitorische Rezeptoren (u. a. KIR2DL1 oder NKG2A).
Tumorzellen und gestresste Zellen exprimieren Liganden fiir diese Rezeptoren (u. a. B7-H6 als Ligand fiir einen aktivierenden Liganden oder HLA-E fiir
einen inhibitorischen Liganden). Die Integration dieser Signale entscheidet, ob eine NK-Zelle aktiviert wird oder nicht. TAA: Tumor-assoziiertes Antigen.
B, Verschiedene Strategien fiir die Rekrutierung und Tumor-spezifische Aktivierung von NK-Zellen. Durch den Einsatz eines monoklonalen Antikdrpers
(mAb) kann die Tumorzelle spezifisch liber das Tumor-assoziierte Antigen (TAA) gebunden werden. Durch den Fc-Teil des Antikdrpers kann anschlie-
Bend die NK-Zelle liber die Bindung an FcyRllla aktiviert werden (oben). Ein bispezifischer Antikdrper (bsAb) besteht aus zwei unterschiedlichen Parato-
pen und kann simultan an das TAA sowie entweder an FcyRllla oder an einen anderen aktivierenden Rezeptor binden und somit die NK-Zelle aktivieren
(Mitte). Ein Immunligand besteht aus einem Paratop gerichtet gegen ein TAA sowie aus einem Liganden fiir einen aktivierenden Rezeptor der NK-Zelle
und kann ebenfalls durch simultane Bindung diese aktivieren. C, Durch Bindung eines Immunliganden an die Tumorzelle wird diese artifiziell mit dem
Liganden fiir den aktivierenden Rezeptor dekoriert und es kommt zur Ausbildung der lytischen Synapse. Dies fiihrt zur Freisetzung von Perforin und
Granzymen, welche die Lyse der Tumorzelle bewirken. Weiterhin sekretiert die NK-Zelle proinflammatorische Zytokine sowie Chemokine, welche die
Immunantwort modulieren. Alle Abbildungen generiert mittels www.biorender.com sowie mittels pyMOL v0.99 (Teilabbildung C).

NK-Zellaktivierung mittels
Immunliganden

Immunliganden sind bifunktionelle Molekii-
le zur spezifischen Effektorzellaktivierung
und konnen als alternative NKCEs betrachtet
werden. Hierbei wird ein Paratop gegen ein
TAA fusioniert an einen Liganden fiir einen
aktivierenden Rezeptor der NK-Zelle. Durch
Bindung an die Tumorzelle wird diese mit
dem Liganden dekoriert und die lytische
Synapse kann ausgebildet werden (Abb. 1C,
[8]). Bislang wurden Immunliganden basie-

rend auf unterschiedliche TAAs sowie akti-
vierenden Rezeptoren auf NK-Zellen konst-
ruiert, u.a. wurden hierzu Liganden von
NKG2D, NKp30 oder NKp80 genutzt. So
konnte beispielsweise bereits in friihen
Arbeiten gezeigt werden, dass eine Fusion
von ULBP2, einem der Liganden von NKG2D
und einem CD138-targetierten Antikorperde-
rivat, die effiziente Totung von Myelomzellen
durch NK-Zellen vermittelt [9]. Dieses Kon-
zept, die Induced-Self-Erkennung von Tumor-
zellen durch NK-Zellen nachzuahmen, konn-

ten wir und andere Gruppen weiter unter-
mauern [10]. So wurden durch CD20-gerich-
tete Antikorperfragmente mit ULBP2 einem
Liganden fiir NKG2D oder B7-H6 dem Ligan-
den fiir NKp30 fusioniert und Lymphomzel-
len nach Bindung der Molekiile auf deren
Oberflache fiir NK-Zell-vermittelte Lyse sen-
sibilisiert [10].

In einer von unseren Gruppen kiirzlich
veroffentlichten Studie konnten wir zeigen,
dass eine Fusion aus einem EGFR-gerichte-
ten Paratop an die extrazellulare Doméne von
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» Abb. 2: Optimierte Immunliganden I6sen zielgerichtetes NK-Zell-vermit-
teltes Abtdten von Tumorzellen aus. Mit Cr®' markierte Tumorzellen wur-
den in Anwesenheit steigender Konzentrationen verschiedener Immunli-
ganden zusammen mit NK-Zellen inkubiert. Nach 4h wurde die Freisetzung
von Cr®! als MaB fiir das Abtéten der Tumorzellen gemessen. Blaue Kurve
= optimierter Immunligand; graue Kurve = nicht-optimierter Immunligand;
schwarz-gestrichelte Kurve = Kontrolle. Die Daten zeigen normalisierte
Mittelwerte +/- Standardfehler des Mittelwerts aus 3 unabhangigen Ver-

suchen.

B7-H6, ebenfalls die effiziente NK-Zell-ver-
mittelte Eliminierung von EGFR-liberexpri-
mierenden Tumorzellen bewirkt [11]. Durch
eine Kombination aus rationalem Design und
Yeast Surface Display haben wir dariiber hin-
aus die Affinitat von B7-H6 gegen NKp30
signifikant erhoht und konnten belegen, dass
Immunliganden basierend auf den Affinitats-
optimierten Varianten eine enorm verbesser-
te Lysekapazitit gegen EGFR-exprimierende
Tumorzellen aufweisen (Abb. 2). Weiterhin
zeigten diese Varianten auch eine verstirkte
Freisetzung proinflammatorischer Zytokine
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nach simultaner Bindung, was in vivo zu
einer gezielten Tumorinflammation fiihren
konnte [11].

Diese Arbeiten konnten die Grundlage fiir
neue immuntherapeutische Ansétze in der
Krebstherapie bilden.
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